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RESUMO

Prospeccio de inibidores da formacgao do dimero da NS1 de trés
principais Flavivirus de importincia médica: uma abordagem por dindmica

molecular e triagem virtual de compostos

As doengas causadas por virus do género Flavivirus estdo entre as principais
enfermidades que atingem o mundo, em especial o Brasil, sendo, portanto, um sério
problema de saude publica. No Brasil, destacam-se trés delas: dengue, febre amarela e
Zika. A proteina nao-estrutural 1 (NS1), codificada por esse género viral, na sua forma
dimérica exerce importantes fungdes na patogénese e replicacdo do RNA desses virus.
Entretanto, ndo ha disponivel tratamento farmacolégico com atuagdo anti-viral. Assim
sendo, a identificagdo de quimicos com potencial de inibi¢do da formagdo do dimero da
proteina NS1 do DENV, YFV e ZIKV os possibilitaria atuarem como um farmaco
multialvo. Para isso, com auxilio do TM-Align selecionou-se conformacdes da proteina
NS1 mon6émero com a estrutura do dominio 8-roll similar (TM-Score > 0.57) entre as trés
espécies de virus a partir de conformacdes obtidas de simulagdes de dinamica molecular
executadas no GROMACS em 5 réplicas de 150 ns para cada espécie. Essa andlise
resultou na selecao de duas conformagdes de NS1 para cada espécie viral, totalizando seis
conformagdes de NS1. Apds a selecdo das estruturas proteicas, realizou-se a triagem
virtual de compostos provenientes do catalago de produtos naturais do banco de dados do
ZINC com as seis estruturas de NS1 através do AutoDock Vina. A partir do resultado da
ancoragem para cada proteina NSI, foi realizada a classificagdo os 100 melhores
compostos de acordo com dois critérios: afinidade e eficiéncia. Na classificagdo por
afinidade, comparou-se os compostos ranqueados para cada conformagao de NS1 e cinco
deles foram encontrados em comum a NS1 das trés espécies virais. Desses, quatro
possuiam risco toxicoldgico de acordo com o programa OSIRIS Property Explorer. Apo6s
remog¢do do fragmento tdxico, uma nova ancoragem apontou reducdo da afinidade da
molécula pela NS1, porém ainda com escores de energia promissores (entre -7.5 kcal/mol
e -9.6 kcal/mol). J& entre os compostos classificados por critério de eficiéncia, apenas
dois foram observados em comum as espécies, sendo que um deles possuia risco
toxicologico e ndo se encaixou em paramétros de compostos de potencial farmacologico
apos remocao do fragmento toxico. Os resultados aqui obtidos demonstram a alta
similaridade das proteinas NS1 no género Flavivirus e afinidade pelos mesmos
compostos; justificando, pois, o potencial dessas seis macromoléculas na terapéutica
multialvo. Os dados tedrico-computacionais apresentados fundamentam/amparam
futuros experimentos in vitro e in vivo, tal como ensaios de avaliacdo da capacidade
replicativa do virus na presenca das moléculas bioativas destacadas. Logo, as informagdes
apresentadas neste trabalho serdo relevantes para desenvolvimento de uma molécula com
potencial de inibi¢ao da formacao do dimero da proteina NS1.

Palavras-chaves: Flavivirus, desenho racional de farmacos, biologia computacional,

ancoragem molecular e dindmica molecular.



ABSTRACT

Prospecting inhibitors of NS1 dimer formation of three main Flaviviruses of
medical importance: an approach by molecular dynamics and virtual screening of

compounds

Diseases caused by viruses of the Flavivirus genus are among the main diseases that affect
the world, especially Brazil, and they are a serious public health problem. In Brazil, three
of them stand out: dengue, yellow fever and Zika. The non-structural protein 1 (NS1),
encoded by this viral genus, in its dimeric form plays important roles in the pathogenesis
and RNA replication of these viruses. However, there is no available pharmacological
treatment with antiviral action. Therefore, the identification of chemicals with the
potential to inhibit the formation of the NS1 protein dimer of DENV, YFV and ZIKV
would enable them to act as a multi-target drug. For this, with the aid of TM-Align we
selected conformations of the NS1 protein monomer with similar B-roll domain structure
(TM-Score > 0.57) among the three virus species from conformations obtained from
molecular dynamics simulations performed in GROMACS in 5 replicates of 150 ns for
each species. This analysis resulted in the selection of two NS1 conformations for each
viral species, totaling six NS1 conformations. After selecting the protein structures, a
virtual screening of compounds from the natural products catalog of the ZINC database
with the six NS1 structures was performed using AutoDock Vina. From the result of
anchoring for each NS1 protein, the 100 best compounds were classified according to two
criteria: affinity and efficiency. In the affinity classification, the ranked compounds for
each NS1 conformation were compared and five of them were found in common with the
NS1 of the three viral species. Of these, four were at toxicological risk under the OSIRIS
Property Explorer program. After removing the toxic fragment, a new anchor showed a
reduction in the affinity of the molecule for NS1, but still with promising energy scores
(between -7.5 kcal/mol and -9.6 kcal/mol). Among the compounds classified by
efficiency criteria, only two were observed in common to the species, one of which had
toxicological risk and did not fit in parameters of compounds with pharmacological
potential after removal of the toxic fragment. The results obtained here demonstrate the
high similarity of NS1 proteins in the Flavivirus genus and affinity for the same
compounds; thus justifying the potential of these six macromolecules in multitarget
therapy. The theoretical-computational data presented support future in vitro and in vivo
experiments, such as tests to assess the replicative capacity of the virus in the presence of
highlighted bioactive molecules. Therefore, the information presented in this work will
be relevant for the development of a molecule with the potential to inhibit the formation
of the NS1 protein dimer.

Keywords: Computational biology, Flavivirus, molecular docking, molecular dynamics,

and rational drug design



1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Flavivirus

Os menores agentes infectantes conhecidos sdo os virus, com a habilidade de
infectar qualquer forma de célula viva procariota ou eucariota e, ocasionalmente,
provocar doengas simples, como resfriados ou doencas letais, como encefalites. Além
disso, alguns virus podem ser responsaveis pelo desencadeamento de processos

carcinogénicos (CARTER; SAUNDERS, 2007).

Os virus sdo classificados em diferentes familias e géneros. O virus da dengue
(Dengue virus - DENV), virus da Zika (Zika virus - ZIKV) e virus da febre amarela
(Yellow fever virus - YFV) sao classificados como entidades da familia Flaviviridae e
género Flavivirus. Os virus que compde esse género possuem formato esférico e medem
cerca de 40 a 60 nm, apresentam envoltério de constituicdo lipoproteica cujo acido
nucleico ¢ o RNA de fita simples positiva de aproximadamente 11 kilobases (Figura 1)

(CHAMBERS et al., 1990; KORSMAN et al., 2012; VASCONCELOS, 2003).

Figura 1 — Representacdo da estrutura geral dos Flavivirus
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(A) Organizagao estrutural do virus, destacando as proteinas estruturais e o coédigo genético. (B)
Representagdo da estrutura esférica dos Flavivirus.

O genoma dos Flavivirus ¢ inicialmente transcrito em uma poliproteina precursora
que €, posteriormente, processada por proteases virais € do hospedeiro em trés proteinas
estruturais: proteina de capsideo (C), proteina do Envelope (E) e pré-membrana (prM) ou
membrana (M) no virion imaturo e maduro, respectivamente. Além dessas, ha a produ¢ao

de sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que ndo



fazem parte da estrutura do virus, sendo que a protease responsavel pela clivagem da

jungdo NS1/NS2 permanece desconhecida (Figura 2)

Figura 2 — Estrutura do genoma do Flavivirus
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Os Flavivirus podem ser divididos de acordo com o conhecimento ou nao do seu
vetor. O grupo de vetores conhecidos pode ser separado em virus transmitidos por
carrapatos ou por mosquitos, sendo este ultimo grupo subdividido em dois: virus
transmitido por Aedes e por Culex (JUNGLEN et al., 2009). Uma interessante observagao
¢ o fato de que ao longo do tempo o numero de vetores aumentou juntamente com o

numero de doencgas causadas por esse género viral (AKEY et al., 2015).

Os virus, como outros parasitas, precisam se multiplicar para dar continuidade ao
processo infeccioso e infectar outros hospedeiros, porém com a peculiar caracteristica
que eles se utilizam da maquinaria celular do hospedeiro para realizar seu ciclo de vida
(KORSMAN et al., 2012). O processo de infec¢ao da célula se da por meio de interagdes
da glicoproteina de superficie (proteina E) do Flavivirus com receptores especificos
presente na superficie celular externa (LINDENBACH; RICE, 2003). Ao adentrar na
célula por meio de endocitose, o processo de replicagdo - no qual as proteinas virais sdo
produzidas - ocorre no citoplasma, seguido pela maturacdo (processo de montagem
completa da particula viral), que se dd pelo brotamento na membrana do reticulo

endoplasmatico ou complexo de Golgi (WHITE; FENNER, 1994).
1.1.1 Doengas e epidemiologia das infec¢des pelo DENV, YFV e ZIKV
1.1.1.1 Virus da dengue (DENV)

Até meados de 2013 acreditava-se que o DENV poderia ser encontrado em apenas
quatro diferentes sorotipos (DENV-1 ao -4) sendo transmitido por mosquitos do género

Aedes, tendo como principal espécie o Aedes aegypti (GUBLER, 2011; GUZMAN;



HARRIS, 2015). Em outubro de 2013 um novo sorotipo (DENV-5) foi anunciado durante
um rastreio de amostra viral coletada em 2007 de um fazendeiro da Malédsia (NORMILE,
2013). Na infec¢do causada pelo DENV ¢ comumente observada febre, dores nas
articulagdes com sintomas e sinais similares ao da gripe, sendo reportado fatalidade em
alguns casos (SPECIAL PROGRAMME FOR RESEARCH AND TRAINING IN
TROPICAL DISEASES; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

De acordo com os dados da Organizagdo Mundial da Saude, a doenga hoje ¢
considerada endémica em mais de 100 paises e atinge mais de 390 milhdes de pessoas
anualmente, sendo a América (Figura 3 e Figura 4), sudeste asiatico e Pacifico ocidental
as regides mais afetadas (BHATT et al., 2013; CENTRO EUROPEU DE PREVENCAO
E CONTROLE DE DOENCAS, 2021; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2020). De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Saude, mais de 1.46 milhdo de
casos foram reportados no Brasil em 2020 (Figura 7) sendo que em 2018 esse numero
nao passou de 300 mil. (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2021). Um
estudo recém realizado prevé o aumento de mais de 2.5 bilhdes de pessoas expostas ao
risco de dengue em 2080 quando comparado com 2015, totalizando 60 % da populagao

mundial (MESSINA et al., 2019).

Figura 3 — Distribuig@o geografica dos casos de dengue reportados em 2020
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Numero de casos de dengue reportados entre 1 de janeiro de 2020 a 31 de dezembro de 2020. Fonte: ECDC
(2021), traduzido.



Figura 4 — Numero de casos de Dengue nas Américas
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Casos suspeitos ou confirmados de infec¢des causadas pelo DENV entre 2001 e 2021. Dados de 2021 foram obtidos entre a
semana epidemiolégica 3 e 12, dependendo do pais. Fonte dos dados: Organizagdo Pan-Americana Da Satude (2021).
Disponivel em:  https://www.paho.org/data/index.php/en/mnu-topics/indicadores-dengue-en/dengue-nacional-en/252-
dengue-pais-ano-en.html?start=1

Até o presente momento ndo ha uma vacina amplamente disponivel para infec¢des
causadas pelos quatro sorotipos do DENV. Recentemente, a vacina tetravalente CYD ¢ a
unica que foi licenciada para uso e testes clinicos em alguns paises sendo que a mesma
possui limitagdo na capacidade de neutralizagdo do DENV-2 (DENG et al., 2020;
PROMPETCHARA et al., 2019).

1.1.1.2 Virus da febre amarela (YFV)

Outro importante Flavivirus ¢ o YFV. As infec¢des causadas pelo YFV podem
ser assintomaticas ou apresentar sintomas mais graves como febre, ictericia, doenga renal
e hemorragia (BARNETT, 2007). O principal tipo celular alvo desse virus sdo os
hepatdcitos, sendo determinante no efeito citopatico no figado, podendo prejudicar a
produgdo de fatores de coagulacdo e provocar a coagulacio intravascular disseminada e

trombocitopenia (KORSMAN et al., 2012).

A transmissdo do YFV pode ser descrita em dois ciclos principais: o urbano, que

ocorre entre Aedes aegypti € humanos, e o ciclo silvestre, quando o virus € transmitido



entre mosquitos e primatas ndo-humanos, com possivel infec¢do acidental de humanos
(Figura 5) (LUTZ, 1930; MONATH; VASCONCELOS, 2015; SOPER et al., 1933). No
ocidente, os vetores primarios e secundarios do ciclo silvestre sdo mosquitos do género
Haemagogus e Sabethes, respectivamente, tendo sido o Haemagogus o principal vetor
responsavel pelo surto de YFV em 2016 a 2018 no Brasil (ABREU et al., 2019; HANLEY
etal., 2013).

Figura 5 — Ciclos do YFV
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Esquema representado os dois ciclos descritos para o YFV no Ocidente. No ciclo silvestres, o humano pode
acidentalmente ser infectado, enquanto o ciclo urbano ¢ mantido entre mosquito ¢ humano.

Entre julho de 2017 e junho de 2018, 1376 casos silvestres da doenga foram
confirmados no Brasil (com 35,1 % de 6bitos) e mais de 700 estavam sob investigacdo
(BRASIL, 2018). Diferente do DENV, ha vacina disponivel contra o YFV desde 1937
contudo, o surto de febre amarela ocorrido entre 2016 e 2018 na regido sudoeste do Brasil
foi principalmente causado pela baixa cobertura vacinal, j& que a Gltima ocorréncia de
febre amarela urbana no Brasil foi em 1942 (OLIVEIRA et al., 2017; SILVA etal., 2018;
THEILER; SMITH, 1937). Além disso, estudos demonstram a persisténcia do virus em
2019 no Rio de Janeiro apés a sua primeira introducdo alertando para uma maior
vigilancia epidemiolégica da doenga (GIOVANETTI et al., 2019). A Figura 6 mostra o

rapido e alarmante crescimento do nimero de casos provocado por esse surto.



Figura 6 — Grafico do nimero de casos de infecgdes por YFV entre 2000 ¢ 2019 no Brasil
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Fonte: Grafico gerado a partir de dados obtidos do “WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system.
2020 global Summary” - Organizagdo Mundial da Saude (2020). Disonivel em:
https://apps.who.int/immunization_monitoring/globalsummary/incidences?c=BRA. Nao ha dados do ano
de 2020 e 2021.

1.1.1.3 Virus da Zika (ZIKV)

O ZIKYV foi primeiro isolado em abril de 1947 do soro de macaco rhesus e uma
segunda vez foi isolado de mosquitos da espécie Aedes africanus quando estudava-se o
ciclo silvestre do YFV na floresta Zika (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Uma das
complicacdes causadas por essa espécie viral ¢ a sindrome de Guillain-Barré, que foi pela
primeira vez associada ao ZIKV depois de um surto ocorrido em 2013 na Polinésia
Francesa, onde também foi relatado o risco de documentacao por transfusdo sanguinea,

sémen, saliva e urina (WEAVER et al., 2016).

No final de 2014 no Brasil, comegou-se a observar elevado aumento de pacientes
com erupg¢odes cutaneas, febre e artralgia na regido nordeste do pais e em abril de 2015 foi
anunciado a provavel etiologia desses casos que rapidamente se espalhou pela regido:
ZIKV (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Inicialmente, acreditava-se que o ZIKV
havia sido introduzido no Brasil durante Copa do Mundo de Futebol em 2014, ou durante
o Campeonato Mundial de Canoagem, ocorrido no mesmo ano com participagdo de
atletas da Polinésia Francesa, mas pesquisadores descartaram as duas hipdteses relatando

que o virus chegou do meio para o final de 2013 (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015;



FARIA et al., 2016; MUSSO, 2015). O ZIKV recentemente provocou surtos da doenca
na India e Angola, o que alerta para o risco de reemergéncia de ZIKV em regides com
circulagdo do vetor e presenca de pessoas susceptiveis (HAMER; CHEN, 2019; MUSSO;
KO; BAUD, 2019).

O surto dos casos de ZIKV logo trouxe um aumento preocupante no nimero de
recém-nascidos portadores de microcefalia em especial na regido do nordeste brasileiro,
e logo em seguida diversos estudos foram publicados relatando a relagdo da infeccdo de
mulheres gravidas por ZIKV e microcefalia congénita (BRADY et al., 2019; MELO et
al., 2016; MLAKAR et al., 2016).

Atualmente, diversas vias de transmissdo sdo conhecidas para o ZIKV. A
principal, sem davidas, ¢ por meio de vetor artropode. Na Africa, destacam-se os
mosquitos do subgénero Aedes (Stegomya), Aedes (Diceromyia) e Aedes (Fredwardsius),
incluindo Aedes africanus, fonte do segundo isolado de ZIKV, Aedes vittatus e Aedes
Sfurcifer como principais vetores (DIAGNE et al., 2015; DIALLO et al., 2014). J& os casos
mais recentes de surto de ZIKV tem sido relacionado a transmissdo pelo Aedes aegypti,
como exemplo do primeiro caso confirmado na América em 2015, o que justifica o rapido

avanco da doenca no Brasil (GUERBOIS et al., 2016).

Outras vias de transmissdo do ZIKV incluem transmissdo sexual, sendo portanto
considerada uma Infec¢do Sexualmente Transmissivel (IST), por via congénita e durante
o parto, transfusdo sanguinea, e possivelmente pelo leite materno (BARJAS-CASTRO et

al., 2016; BESNARD et al., 2014; FOY et al., 2011; SOTELO et al., 2017).

Esses trés Flavivirus vem se destacando no cendrio da saude publica no Brasil, em
especial nos ultimos anos com a introdu¢do do ZIKV, e do aumento de casos de YFV

observados no surto entre 2016 ¢ 2018 (Figura 7).



Figura 7 — Casos de DENV, YFV e ZIKV no Brasil
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1.1.2 Proteina NS1

Todos os virus que fazem parte do género Flavivirus possuem o gene capaz de
produzir a proteina ndo-estrutural 1 (NS1), a qual apresenta 352 aminodcidos e tem peso
molecular de aproximadamente 50 kD, sendo esse género o Unico representante da familia
Flaviviridae que a codifica. Isso sugere, portanto, que essa proteina ajude na replicagdo e
transmissdo de dois hospedeiros completamente distintos: mamiferos e insetos (YEN et
al., 2016). Na analise da NS1 entre as diferentes espécies de Flavivirus, nota-se que ha

diversas regides conservadas (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016).

Inicialmente foi sugerido que a forma madura da proteina era encontrada na forma
de dimero, e hoje sabe-se com mais clareza que a forma glicosilada da NS1 pode ser
encontrada na forma de homodimero associado a membrana (membrane-bounded NSI1 —
mNS1) apo6s translocagdo no lumen do reticulo endoplasmatico (WANG et al., 2017;
WINKLER et al., 1988). Outra forma encontrada da NS1 ¢ a forma hexamérica, resultado
da unido de trés homodimero, que ¢ secretada como uma lipoproteina (secreated NSI —

sNS1) descrita por interagir com o sistema imune adaptativo e inato, sendo responsavel



pela patogénese e evasdo do sistema imune do hospedeiro (AKEY et al., 2014;

HILGENFELD, 2016).

Atualmente considera-se que a NS1 (esteja ela na membrana plasmatica ou no
meio extracelular) apresenta fungdes importantes na patogénese viral ligando-se a
proteinas do complemento antagonizando ou modificando suas fun¢des (AVIRUTNAN
etal., 2011). Dentro da célula a NS1 apresenta papel importante em eventos modulatorios
da replicagdo do RNA viral uma vez que possui a capacidade de remodelar a estrutura do
reticulo endoplasmatico, sendo esta uma etapa crucial na formagao do compartimento de
replicagdo dos Flavivirus (CI et al.,, 2020). Scaturro et al. (2015) em seu estudo
demonstrou que interagdes da NS1 com glicoproteinas do envelope na superficie do
virion sdo fundamentais para eficiéncia na produgdo de particulas virais infectantes

(Figura 8).

Figura 8 — Papel da NS1 proposto para o ciclo de vida do virus da dengue
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Esquema demonstrando os possiveis papeis da NS1. Em (I) observa-se a NS1 interagindo com a
NS4A/NS4B através do dominio 5-roll para auxiliar nos eventos iniciais da replicagdo do RNA viral. (II)
Trafego de particulas virais (do reticulo endoplasmatico para o compartimento intermediario RE-Golgi)
pode ser assistido pela NS1. (IIT) NS1 ¢ secretada como lipoparticula hexamérica. Fonte: Scaturro et al.
(2015).

Cada mondémero da proteina NS1 ¢ composto por trés dominios bem

caracterizados: um N-terminal 3-hairpin (abrangendo os residuos 1 ao 30) que forma um
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mini-dominio denominado f3-roll (residuo 1 ao 25); o dominio Wing (aminoacidos 31 ao
180) que possui um sub-dominio descontinuo (31-37 e 152-180) denominado de conector

e o dominio f-ladder (residuos 181-352) (Figura 9) (HILGENFELD, 2016).

Figura 9 - Estrutura 3D do dimero NS1 Zika Virus (PDB ID: 5K6K)

Dominios

B B-hairpin
Wing
Conector
B-ladder

Cadeias

Cadeia A
Cadeia B

Em ribbon estio representadas as cadeias principais do dimero da NS1 do ZIKV. Em stick estdo os agtcares
NAG ligados ao dimero. (A) Destaca-se os dominios da NS1. (B) Destaque para as duas cadeias
monoméricas formando o homodimero.

A NSI possui doze cisteinas bem conservadas em sua estrutura as quais garantem
a molécula uma estabilidade pela formacdo de seis ligagdes dissulfeto entre os residuos
(BLITVICH et al., 2001; WALLIS et al., 2004). Outra peculiaridade da proteina ¢ a
presenga de dois sitios de N-glicosilagdo bem conservados nos residuos ASN130 e
ASN207, cuja fungdo estd relacionada com o processo de dimerizacdo e secrecao da
molécula (CHAMBERS et al., 1990; PRYOR; WRIGHT, 1994). Contudo, acredita-se
que a glicosilagdo do residuo 207 seja a mais significativa uma vez que Pryor et al. (1994)

em seus estudos observaram que a falta do agticar N-acetilglucosamina (NAG) no residuo



207, apesar de ndo impedir, reduziu o processo de dimerizagdo e secre¢do da proteina.
Mais recentemente foi observada que a glicosilagdo no residuo 207 da NS1 do DENV,
ZIKV e virus do Oeste do Nilo (West Nile virus -WNV) € essencial no papel da disfungao
endotelial provocada por essa proteina e, por essa razdo, o processo de glicosilacdo pode
ser considerado um interessante alvo para desenvolvimento de farmacos (WANG et al.,
2019). Um outro estudo de mutacdo A188V na proteina NS1 em cepas do ZIKV mostra
o aumento de viruléncia em virus com essa substitui¢do (XIA et al., 2018). Essa
substituicdo pode estar causando um aumento da flexibilidade da proteina, uma vez que
ela ocorre em uma interface de interagdo e um estudo recém publicado relaciona a
flexibilidade da proteina NS1 de diferentes cepas do ZIKV com o aumento da viruléncia,
uma vez que poderia dificultar o reconhecimento pelo sistema imune (POVEDA-

CUEVAS; BARROSO DA SILVA; ETCHEBEST, 2021).

Apesar das diversas regides conservadas na sequéncia da NS1 entre as espécies
de Flavivirus, as divergéncias entre elas podem ser as responsaveis pelas diferengas nas
interagdes entre patdgeno e hospedeiro (SONG et al., 2016; XU et al., 2016). Para a NS1
do DENV observou que ela sozinha ¢ capaz de induzir a hiperpermeabilidade endotelial
de células humanas pulmonares, dérmicas e umbilicais in vitro, bem como ao
extravasamento vascular no pulmio, figado e intestino delgado em camundongos

(BEATTY etal., 2015; MODHIRAN et al., 2015).

J4 a NS1 do ZIKV, que tem como alvo as células do cérebro e placenta humana,
foi descrito por elevar a permeabilidade de células endoteliais cerebrais e da veia
umbilical, e a NS1 do YFV foi relacionada com a indugdo in vitro da hiperpermeabilidade
apenas nas cé¢lulas endoteliais do figado, sendo esses achados associados com as doengas

causadas por essas respectivas espécies (GLASNER et al., 2018).

Em razdo dessas diferencas encontradas entre as NS1 dos Flavivirus entende-se
que estudar o comportamento do mondémero das espécies desse género viral ¢ de
fundamental importancia para elucidar os diferentes mecanismos de interacao da proteina

e processos por tras da patogénese desses virus.
1.2 Ferramentas de Bioinformatica
1.2.1 Modelagem de proteinas

Os avangos na area do sequenciamento, especialmente apds o projeto genoma,

provocou o surgimento de uma lacuna entre o numero de sequéncias nucleotidicas
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conhecidas e o numero de estruturas proteicas resolvidas experimentalmente, uma vez
que esta ultima requer um aparato experimental maior e mais oneroso (RODRIGUEZ et
al., 1998; STOESSER et al., 2002). Por essa razao, foi necessario a criacao de ferramentas

capazes de resolver estruturas proteicas com eficacia e rapidez.

Atualmente, diversos recursos computacionais vém sendo desenvolvidos e cada
vez mais utilizados com intuito de diminuir gastos e poupar tempo nas pesquisas. Uma
ferramenta amplamente empregada ¢ modelagem molecular por homologia (ou
comparativa) que ¢ capaz de gerar modelos de estruturas proteicas, sendo util para
diversos tipos de estudos incluindo o desenvolvimento de novos farmacos (HILLISCH;
PINEDA; HILGENFELD, 2004). A origem dela se deu ap6s a elaboragdo de programas
e servidores capazes de calcular estruturas de moléculas aliado com a diminuicao de custo
da maquinaria de alta performance necessaria para a execucdo dos programas

(BARREIRO et al., 1997).

A premissa da modelagem por homologia reside no fato de que proteinas com
estruturas primarias semelhantes a proteinas homodlogas (moldes) experimentalmente
resolvidas resulta em similaridade na estrutura e fun¢do, principalmente se a sequéncia
tiver uma homologia maior que 50 % (CHOTHIA; LESK, 1986). Além disso, proteinas
que sdo consideradas homologas possuem regides bem conservadas, sendo que as maiores

diferencas estdo na parte externa, geralmente compostas por algas
(SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003).

A modelagem por homologia de proteinas pode ser feita seguindo quatro passos
sucessivos (Figura 10). O primeiro deles ¢ a identificacdo e sele¢do das proteinas-moldes
(templates), aquelas que possuem sua estrutura resolvida e depositada no banco de dados.
Em seguida alinha-se a sequéncia alvo (sequéncia da proteina a ser modelada) com os
templates, e obtém-se um modelo inicial com as coordenadas preditas. Por fim, valida-se
esse modelo gerado utilizando servidores de avaliagdo de qualidade do modelo tais como
PROCHECK e MolProbity (CHEN et al., 2010; ESWAR et al., 2014; LASKOWSKI et
al., 1993; SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003; SCHWEDE et al., 2003; WEBB;
SALI 2017).
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Figura 10 — Etapas da modelagem por homologia
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Fonte: Eswar et al. (2014), traduzido.

Ha diversos servidores disponiveis capazes de realizar modelagem de proteinas
seguindo diferentes métodos. Os servidores mais conhecidos sio o MODELLER
(ESWAR et al., 2014), I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG;
ZHANG, 2015) e SWISS-MODEL (SCHWEDE et al.,, 2003). A abordagem dos
servidores MODELLER e SWISS-MODEL sao descritos como sendo de montagem de
fragmentos rigidos, e para uma boa predig@o ¢ necessario que pelo menos uma estrutura
homologa da proteina em estudo tenha sido resolvida experimentalmente (SCHWEDE et

al., 2003).

Por outro lado, o I-TASSER foi, a principio, desenvolvido para modelagem de
estrutura de proteina por simulagdes de montagem de segmentacdo iterativa, uma
metodologia chamada de predicdo de enovelamento (threading) considerada
intermediaria entre a modelagem por homologia e a ab initio, onde geralmente a escolha
dos melhores moldes ¢ dada por uma biblioteca de fragmentos para obten¢ao do modelo

final (VERLI, 2014; YANG; ZHANG, 2015). Por essa razao, o MODELLER ¢ SWISS-
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MODEL sao servidores que se destacam na modelagem de proteinas homologas e, por

outro lado, o I-TASSER sobressai quando a identidade da sequéncia é menor que 30 %.

Os preditores de estruturas proteicas sdo avaliados bianualmente em uma
competicdo denominada Critical assessment of methods of protein structure prediction
(CASP), a qual teve o I-TASSER como melhor servidor desde a 7* edi¢do até a 14%,
ocorrida em 2020 (YANG; ZHANG, 2015; PROTEIN STRUCTURE PREDICTION
CENTER, 2021). Por ter essa reputacdo, desde seu langamento ao publico em novembro
de 2006 até meados de abril do corrente ano, o I-TASSER j4 gerou mais de 600 000
modelos de 144 000 usudrios de 154 paises distintos (I-TASSER web server, 2021)

Em contraste, o Protein Data Bank (PDB) possui atualmente cerca de 177009
estruturas de macromoléculas bioldgicas depositadas sendo 173325 estruturas proteicas
(PROTEIN DATA BANK, 2021) com uma média nos ultimos 10 anos de
aproximadamente 8600 estruturas sendo depositadas a cada ano. O niimero quase 3.5
vezes maior de estruturas geradas pelo I-TASSER em apenas 12 anos de langamento
mostra a importancia dessa ferramenta em se estudar estruturas proteicas e seu
comportamento em meio bioldgico, uma vez que a obtencdo da estrutura cristalografica
€ por vezes onerosas €, a depender da proteina, pode ser bastante complexa (BERMAN

et al., 2000).

Em suma, os programas de preditores de estruturas proteicas vem se tornando uma
ferramenta cada vez mais poderosa na constru¢do de modelos in silico que muitas vezes
ndo possuem estrutura cristalograficas disponiveis, e dessa forma permite que diversos

estudos sejam realizados e informagdes pertinentes a respeito da molécula sejam obtidas.
1.2.2 Dinamica Molecular

A dinamica molecular (DM) ¢ uma ferramenta capaz de estudar a fisica local das
moléculas tais como distor¢ao, flexibilidade e estabilizagdo, sendo capaz de melhorar a
orientacdo das cadeias laterais da molécula e reproduzir sua estabilidade estrutural tal
qual ocorre no sistema bioldgico (PRONK et al., 2013). Além disso, as simulacdes de
DM podem serem Ttteis na extracdo mais facilitada de informagdes especificas de um
sistema modelo em relagdo a um sistema real por meio de experimentos (KARPLUS;

MCCAMMON, 2002).

Na DM, as moléculas sdo tratadas como uma cole¢do de particulas unidas por

forgas elasticas ou harmonicas, descritas pro for¢as newtonianas, baseado na Mecénica
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Classica (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Como a DM tenta realocar os atomos
seguindo as leis do movimento de Newton, essa ferramenta vem sendo amplamente
utilizada para refinamento a nivel atdmico de estruturas de proteinas (ZHANG; LIANG;
ZHANG, 2011). A determinagdo da trajetdria seguida pelos d&tomos do sistema em estudo
¢ dada pela solucao da equacdo de movimento que regem essas leis, a qual pode ser

descrita para um atomo por:

Segunda lei de Newton:

d?x; Av;
EBy=—_zmi=m=am (D

Onde F,, ¢ a forga aplicada a particula i no instante de tempo 7 € posigdo x, € a; €
a aceleracdo do atomo i de massa igual a m;e v ¢ a sua velocidade. O fornecimento de
calor ¢ o responsavel por dar inicio ao sistema regido pela Segunda Lei de Newton,

quando a energia fornecida ocasiona a aceleracdo e movimentagdo dos atomos (VERLI,

2014).

Uma questdo que deve ser levado em consideragdo ¢ o fato de, por se tratar de
macromoléculas, grande parte dos 4&tomos que constitui o sistema estdo ligados a varios
outros tipos de 4tomos, estando submetidos as forcas intra-atdmicas e intermoleculares.
Portanto, se faz necessario a representacdo desse sistema por uma fun¢do matematica
capaz de descrever as forcas envolvidas nas interacdes intra-atomicas e intermoleculares.
Dessa forma, o céalculo das forcas ¢ entdo realizado por um modelo denominado campo
de forca, cuja funcdo também reside no ordenamento das geometrias em que uma rede de
atomo se situa (VERLI, 2014). Um exemplo ¢ o campo de forca Amber (PONDER;
CASE, 2003):

VEN)y= > k(l-1)*+ Y ka(6—60)°

ligacdes angulos

+ Z Z %Vn[l + cos(nw — ’Y)]+Ni i fff{f"f [(%)n - 2(:0,J>6] N 4:;:1;1 } @)

torsGes 7 I=1 =4+l

O primeiro termo observado na equacao (somatorio sobre as ligacdes) representa
as energias envolvidas entre os atomos ligados covalentemente; k5 ¢ a constante eldstica
das for¢as em equilibrio; o comprimento da ligagdo entre os d&tomos i e j ¢ dado por /e /y

¢ comprimento da ligagdo de equilibrio (obtidos a partir de céalculos quanticos). A
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descri¢do dessa energia se d4 por um potencial harmodnico, cujo comportamento se

assemelha a uma mola e ¢ considerada uma boa aproximacao do equilibrio de ligacao.

O segundo termo diz respeito dada a geometria dos orbitais eletronicos
compreendidos na ligacdo covalente, onde k., ¢ a constante elastica, & ¢ o angulo de

ligacdo e 6, corresponde ao angulo de equilibrio.

O terceiro termo da equacao refere-se a energia do torssionamento das ligagdes,
levando em conta a ordem das ligacdes, na qual V, ¢ a barreira de energia para torcao, n
representa os valores madximo/minimo de uma tor¢ao completa, € @, ¢ o angulo do diedro,

e yo angulo de fase (0° a 180°). Essa energia ¢ expressa por uma série de Fourier.

O quarto e tltimo termo trata-se de um somatorio duplo da energia envolvida nas
interagdes de pares de dtomos ndo-ligados. Os termos com expoente de ordem 6 e 12
descrevem a energia envolvida nas interagdes de van der Waals, onde & ¢ a distancia
entre as barreiras atrativas e repulsivas, Gjj representa a distancia na qual o potencial entre
as particulas € zero. Juntos, esses termos sdo denominados de potencial de Lennard-Jones.
O tultimo termo traduz a energia envolvia nas interagdes eletrostaticas, onde g; € ¢,
retratam a magnitude das cargas pontuais de cada atomo, 7;; ¢ a distancia entre as cargas i

e/, &r€ & representam a constante dielétrica e a permissividade do meio, respectivamente.

As simulacdes de DM vém se tornando cada vez mais aprimoradas com o
desenvolvimento de melhores campos de forgas que permitem estudar escalas de tempo
extremamente pequenas, tal como se observa no enovelamento proteico (ABRAHAM et
al., 2015). Para proteinas ja enoveladas, os campos de forcas disponiveis apresentam boa
precisdo. O campo de forca AMBER ff99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010)
se destaca por duas importantes razdes: melhora a predi¢do de enovelamento ab initio
além de aperfeicoar as tor¢des dos residuos de isoleucina, leucina, acido aspartico e

asparagina, permitindo melhor concordancia com dados estruturais de NMR.

Para execucdo de DM propriamente dita destaca-se 0o GROMACS, ferramenta que
vem amplamente sendo utilizada para estudos de moléculas biologicas (VAN DER
SPOEL et al., 2005). O GROMACS ¢ um sofiware livre usado principalmente nas
simulagdes de macromoléculas bioldgicas tanto em membrana como em meio aquoso

(VAN DER SPOEL et al., 2005).
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1.2.3 Ancoragem molecular

A ancoragem molecular (molecular docking, em inglés) baseado em estruturas
proteicas conhecidas - ou modelos gerados por programas de modelagem - tem sido uma
interessante abordagem nas fases iniciais do desenho de novos farmacos (PAGADALA;
SYED; TUSZYNSKI, 2017; SHOICHET et al., 2002). Os programas usados para
executar a ancoragem molecular tem a habilidade de predizer conformacgdes de pequenas

moléculas em um sitio de ligagdo definido (FERREIRA et al., 2015).

Diversos programas de ancoragem molecular estdo atualmente disponiveis. Uma
analise com dez deles conclui que nenhum programa de ancoragem tem uma vantagem
dominante sobre os outros, sendo portanto, o ideal a combinagdo de diferentes
ferramentas de ancoragem em uma Unica plataforma (WANG et al., 2016). A funcdo de
pontuacao (fungdo scoring) do AutoDock Vina, um software de cddigo-livre que tem sido
utilizado nos trabalhos do grupo com resultados satisfatorios, leva em consideracdo a
soma de interagdes estéricas, interacao hidrofobica entre &tomos hidrofobicos e pontes de
hidrogénio de forma efetiva, bem como o ntimero de ligagdes rotativas ativas (COSTA et

al., 2015; DA SILVA et al., 2019; TROTT; OLSON, 2009).

Uma barreira encontrada na busca de novos farmacos reside na disponibilidade de
um banco de dados amplo e gratuito para execucdo da triagem virtual de compostos (em
inglés, virtual screening). O banco de dados do ZINC (IRWIN et al., 2012) possui uma
grande diversidade de moléculas, tais como metabolitos, farmacos e produtos naturais,
com suas respectivas estruturas tridimensionais em formatos para uso nos principais

programa de ancoragem (IRWIN; SHOICHET, 2014).

A maioria dos novos farmacos sdo obtidos a partir de produtos naturais ou de
derivados de produtos naturais. Esses compostos vém sendo usados na busca de
potenciais tratamentos tanto para doengas infecciosas ou ndo infecciosas, como doencas
fungicas, virais, cancer e osteoporose (CHIKHALE et al., 2020; COSTA et al., 2015;
FERREIRA et al., 2021; LIU et al., 2021; OPO, 2021).

Existem diversas vantagens em se usar produtos naturais no desenvolvimento de
um novo farmaco. Uma dessas vantagens ¢ a enorme gama de estrutural e quimica que
eles possuem. Provavelmente devido a uma estrutura mais complexa, os produtos naturais
exibem caracteristica de interagdo avangadas quando comparadas com produtos

sintéticos. Além disso, esses compostos tendem a possuir maiores pesos moleculares,
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sendo portanto importantes fontes de novas moléculas terapéuticas (LAHLOU, 2013;

MULLER-KUHRT, 2003).
1.2.4 Predicao in silico de parametros ADMET

Uma das etapas do desenvolvimento de novos farmacos compreende os estudos
dos perfis de Absorcao, Distribui¢do, Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicidade (ADMET)
de um potencial farmaco. A indlstria farmacéutica gasta milhdes de dolares no
desenvolvimento de novos medicamentos, e na fase clinica do estudo muitos falham por
pK indesejavel ou pela toxicidade acima do tolerdvel (HONORIO; MODA;
ANDRICOPULO, 2013; SERTKAYA ect al., 2016). Por essa razio, selecionar bons
candidatados ainda no inicio da pesquisa ¢ fundamental.

Entretanto, a avaliagdo in vitro das propriedades de ADMET ainda acarreta em
elevados gastos de recursos financeiros e tempo (JIA et al., 2020). Por esse motivo,
diversas ferramentas in silico estdo sendo desenvolvidas. Algumas dessas ferramentas se
baseiam na relagdo entre fragmentos de farmacos conhecidos e fragmentos de moléculas
que ndo sdo fArmacos (incluindo compostos toxicos conhecidos), classificando com baixo
potencial aquelas moléculas com muitos fragmentos desse segundo grupo (TTIAN et al.,
2015; URSU; OPREA, 2010).

O programa Java-based OSIRIS property explorer (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/) ¢ um preditor in silico dos parametros de ADMET que usa essa
estratégia para definicdo de uma molécula promissora ou nao no desenvolvimento de
novos farmacos. Diversos estudos recém realizados utilizaram essa ferramenta de
predicdo com a finalidade busca de potenciais farmacos, indicando ser uma estratégia
promissora (DIVYASHRI et al., 2021; OSMAN et al., 2021; RASHID, 2020; SARFRAZ
et al., 2021).

O OSIRIS ¢ capaz de avaliar a probabilidade do ligante em se tornar um potencial
candidato a farmaco com base na avaliacdo tedrica de riscos toxicoldgicos e indices de
druglikeness e drug-score. As informagdes de cada métrica descritas a seguir foram

retiradas do proprio site do programa (https://www.organic-chemistry.org/prog/).

A avalia¢do do risco de toxicidade teodrica predita pelo programa foi avaliada
submetendo um conjunto de compostos toxicos e um conjunto de compostos
provavelmente ndo-toxicos. Os resultados do teste podem ser observados na Figura

abaixo:
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Figura 11 — Avaliagdo da predigdo tedrica de toxicidade pelo OSIRIS
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Na primeira linha estd a avaliacdo de compostos sabidamente com algum risco (mutagenicidade,
tumorigenicidade, efeitos irritantes e efeitos na reproducgdo). Na segunda linha esta a predigdo a partir de
farmacos disponiveis no mercado. Adaptado de: https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/tox.html

E possivel inferir uma boa confiabilidade do servidor para os quatro parametros
de risco avaliado. Por exemplo, para o pardmetro de mutagenicidade o servidor errou
apenas na classificagdo de 14% dos compostos, sendo eficaz na predicdo em 86% deles

(médio e alto risco).

O indice de druglikeness ¢ baseado em uma lista de 5300 fragmentos estruturais
distintos e com pontuagdes associadas. A lista foi construida a partir da quebra de ligacdes
rotaveis de 3300 farmacos comerciais e 15000 compostos ndo semelhante a farmacos (em
inglés, non-drug-like) do conjunto Fluka. A pontuagdo associada a cada fragmento esta
relacionada ao logaritmo do quociente da frequéncia em cada um desses fragmentos
nesses bancos de compostos. O valor druglikeness (d) ¢ dado entdo pela somatoria da

pontuacgado associada a cada fragmento () divido pela raiz do nimero de 4tomos (n):

2V

=7 ®)

O histograma apresentado na Figura 12 mostra a distribui¢do dos valores de
druglikeness calculados do Fluka e dos farmacos comerciais. Ele apresenta cerca de 80%

dos farmacos disponiveis no mercado com valores positivos de druglikeness, enquanto a
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maioria do Fluka estava em valores negativos, sugerindo dessa forma que um potencial

farmaco possua valor de druglikeness positivo.

Figura 12 — Distribui¢ao do valor de druglikeness predito pelo OSIRIS
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A distribuicdo dos valores de druglikeness calculado pelo servidor OSIRIS indica que moléculas com
potencial farmacologico possuem valor de druglikeness maior que 0. Adaptado de: https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/druglikeness.html.

Por fim, o drug-score ¢ uma métrica do OSIRIS que combina os resultados do
druglikeness, cLogP (lipofilicidade), logS (solubilidade), peso molecular e riscos de
toxicidade preditos pelo proprio programa. A escala varia de 0 a 1, sendo 1 considerado

o melhor cenario para um potencial farmaco.

O valor de logP ¢ uma medida bem estabelecida da hidrofilicidade do composto.
Ele ¢ dado pelo o logaritmo do coeficiente de particdo entre n-octanol e agua — (log
Coctanol/Csgua). Baixa hidrofilicidade e alto valor de logP causa pouca absor¢ao. Assim, tem
sido mostrando que compostos para ter uma boa probabilidade de serem bem absorvidos

devem ter logP menor que 5.0. No diagrama da Figura 13 podemos ver esse fato:

Figura 13 — Distribui¢ao do valor de clogP de farmacos comerciais
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Distribuicao dos valores de clogP preditos pelo OSIRIS para farmacos comerciais. Nota-se que a maioria
dos farmacos possuem clogP < 5. Adaptado de: https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/cLogP.html
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A solubilidade aquosa afeta diretamente a absor¢ao e distribui¢do de um farmaco
pelo organismo. Normalmente, baixa solubilidade esta relacionado com ma absor¢ao. O
valor estimado de logS ¢ logaritmo da solubilidade medida em mol por litro (mol/L). No
diagrama da Figura 14 ¢ possivel observar mais de 80% das drogas no mercado tem um

valor estimado de logS maior que -4.

Figura 14 — Distribui¢ao do valor de logS de farmacos comerciais
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Distribui¢ao dos valores de logS preditos pelo OSIRIS para farmacos comerciais. Nota-se que a maioria
dos farmacos possuem clogP > - 4. Adaptado de: https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/logS.html

No desenvolvimento de farmacos, a otimizacdo de compostos com alta atividade
biologica se dd geralmente com aumento do peso molecular por meio de adi¢do de
fragmentos. Entretanto, compostos com alto peso molecular possuem mais dificuldade de
ultrapassar as barreiras da membrana bioldgica, e, portanto, sio menos provaveis de
serem absorvidas (Figura 15). Logo, ¢ indicado manter os pesos moleculares dos

compostos 0 mais baixo possivel.

Figura 15 — Distribui¢do do peso molecular de firmacos comerciais
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Distribuicao dos pesos moleculares de compostos disponiveis comercialmente. Compostos com alto peso
molecular ndo possuem potencial para se tornar farmaco. Adaptado de: https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/mw.html



22

Para tanto, diante das informacdes expostas, percebe-se que o uso das
metodologias in silico se apresenta como uma grande aliada na busca de fairmacos contra
doencas ainda sem tratamento farmacologico disponivel. Ressalta-se ainda que elas nao
visam as substituicdes dos testes in vitro e in vivo, mas uma etapa a mais no
direcionamento dos proximos passos da pesquisa. As ferramentas, além de inovadoras,

podem auxiliar na redu¢ao de tempo e custos inerentes ao projeto.
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2. JUSTIFICATIVA

A dengue, Zika e febre amarela sdo doengas provocadas por Flavivirus que
causam problemas de saude publica no Brasil e em grande parte do mundo, em especial
nos paises subdesenvolvidos. Por essa razao, ha pouco interesse da industria farmacéutica
em desenvolver farmacos para tratamento delas. Dessa forma, essas doengas também

podem ser denominadas de doencgas negligenciadas.

Nenhuma delas ha tratamento farmacoldgico especifico, sendo apenas possivel o
tratamento sintomatico, ou seja, com intuito de amenizar os sintomas e nao a causa deles.
O problema ¢ agravado para o ZIKV e DENV, pois ndo ha vacina disponivel ainda.
Apesar da disponibilidade de uma vacina contra YFV, ainda se observa surtos como o

que ocorreu em 2017 no estado de Minas Gerais.

A proteina NS1, objeto de estudo deste trabalho, possui importantes fungdes na
patogénese viral. Por estar conservada nos Flavivirus, e possuir alta similaridade
estrutural entre espécies do género, ela se torna um importante alvo para desenvolvimento

de uma terapia género-especifica.

Sabe-se, entretanto, que as diferengas nas sequéncias proteicas das espécies
podem levar a diferentes comportamentos da molécula quando em solugdo. Nesse
contexto, o estudo do comportamento da NS1 do DENV, YFV e ZIKV, utilizando
diferentes trajetorias de dindmica molecular e a busca de conformagdes em comum
(similares) entre espécies, surge como uma poderosa ferramenta para busca de inibidores
da NSI que possam atuar simultaneamente contra as doengas causadas por esses trés

virus.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Determinar moléculas com potencial de inibi¢do, por meio de impedimento
estérico, da formacao do dimero da proteina NS1 do DENV, YFV e ZIKV possibilitando

atuar como um farmaco multialvo.

3.2 Objetivos especificos
1. Obtencao das estruturas do mondmero da NS1 do DENV, YFV ¢ ZIKV

por banco de dados;

2. Modelagem dos residuos faltantes em servidores de modelagem de
proteinas;
3. Execug¢do de dinamica molecular em réplicas com intuito de aumentar a

amostragem de conformacdes;

4. Agrupamento das conformacdes obtidas nas trajetérias e selecdo das
conformacdes similares encontradas nas trés espécies para proceder com a triagem
virtual;

5. Realizar triagem virtual com 224 mil compostos naturais do banco de
dados do ZINC contra as conformagdes da NS1 das trés espécies;

6. Encontrar compostos que tenham afinidades elevadas pela NS1 das trés
espécies, a fim de propor um composto com perfil multialvo;

7. Analisar as propriedades druglikeness, drug-score e predicdo de

toxicidade desses potenciais compostos.
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4. METODOLOGIA

O resumo da metodologia geral utilizada no desenvolvimento do trabalho pode

ser observado na Figura 16.
Figura 16 — Fluxograma da metodologia basica utilizada no trabalho
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A estrutura proteica da NS1 para cada uma das trés espécies virais foi inicialmente
obtida de acordo com sua disponibilidade no PDB. Dentre elas, a tinica completamente
disponivel na forma monomérica e preparada para as simula¢des foi a NS1 do ZIKV

(PDB ID: 5K6K, cadeia B) (BROWN et al., 2016).

J& a estrutura do monomero da NS1 do DENV foi obtida a partir do trabalho
realizado por Gongalves et al. (2019). Nele, para obtencao da estrutura da NS1 do DENV,
o servidor SWISS-MODEL foi usado para completar as regides faltantes da estrutura
cristalografica (PDB ID 406B) (AKEY et al., 2014). A sequéncia submetida no servidor
de modelagem foi a mesma da cepa usada para obtencao da estrutura do cristal (GenBank
AET43250.1). As glicosilagdes com D-N-Acetilglicosamina (NAG) nas ASP 130 e ASP

207, bem como as 6 pontes de cisteinas foram adicionadas e tiveram suas coordenadas
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ajustadas no software Discovery Studios Visualizer (SPASSOV; YAN, 2013). A
qualidade do modelo gerado foi avaliado no servidor MolProbity (CHEN et al., 2010).

Para a NS1 do YFV foi realizada a modelagem da proteina por meio do servidor
de modelagem I-TASSER. O modelo foi gerado tendo como molde a proteina NS1 do
ZIKV (PDB ID: 5K6K). Parte da estrutura da proteina (residuos 172 a 352) ja possui
estrutura cristalografica resolvida e depositada no PDB (PDB ID: 5YXA) (WANG et al.,
2017), fazendo com que o servidor se concentrasse em modelar essencialmente os
residuos iniciais (N-terminal) da proteina. O genoma utilizado na resolugdo do cristal foi
o da cepa depositada no GenBank (NO KX268355), e essa mesma sequéncia
aminoacidica do mondomero da NS1 do YFV foi usada para submissdo no servidor I-

TASSER.

Ap0s a obtencdo do modelo inicial da proteina NS1, a molécula teve sua qualidade
avaliada pelo servidor MolProbity e em seguida foi submetida no servidor ModRefiner
(XU; ZHANG, 2011) para melhora da estereoquimica. Uma vez que o modelo gerado
ndo possui os acucares e as pontes de cisteinas formadas, a proteina foi glicosilada nos
residuos 130 e 208, bem como foram feitas as ligagdes disulfeto entre seus 6 pares de
cisteina (4-15, 55-143, 179-224, 280-329, 291-312 e 313-316) utilizando o software
UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004). O NAG utilizado nas glicosila¢des foi obtido
a partir do cristal da estrutura da NS1 do ZIKV. O procedimento de modelagem e ajustes
da estrutura da NS1 do YFV foi executado previamente no trabalho de Menezes et al.

(2019).

Uma vez obtidas as estruturas da NS1 dos trés virus, a predi¢do da protonagdo
especifica da histidina em pH 7.4 foi feita utilizando o servidor PropKa (OLSSON et al.,
2011). Em seguida, o sofiware AMBER14 (CASE et al., 2014), por meio da ferramenta
tleap, foi o responsavel por fazer ligacao das cisteinas no campo de forca AMBER{f12SB,
assim como foi Util na montagem do campos de forga dos acticares e dos residuos ligados

a ele utilizando o campo de forca GLYCAM_06j-1 (KIRSCHNER et al., 2008).
4.2 Simulagoes de dindmica molecular

Uma vez glicosilada, as proteinas passaram por simulagdes de dindmica molecular
usando o software GROMACS 5.1.2 (ABRAHAM et al., 2015) no campo de forga
AMBER99SB-ILDN apos ter seu formato convertido utilizando o Acpype (SOUSA DA
SILVA; VRANKEN, 2012). O sistema foi neutralizado com ions cloreto (CI") ou sodio

(Na") e uma caixa cubica foi montada a 10 angstrons (A) de distincia de qualquer 4tomo
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da proteina e preenchida com moléculas de 4gua do tipo TIP3P (Figura 17)

(JORGENSEN et al., 1983).

Figura 17 — Sistema NS1 do ZIKV

A B

Sistema montado para simulagdo da dindmica molecular da proteina NS1 do ZIKV. (A) Encontra-se a
proteina em cartoon azul antes da solvatacdo da caixa. (B) Representagdo da caixa cubica com adi¢do da
agua (sticks vermelho e branco) com zoom das moléculas de 4gua em CPK circundando a parte da proteina.

Ligagdes covalentes do soluto envolvendo todos os 4tomos foram restringidos
através do algoritmo LINCS (HESS, 2008) enquanto o solvente teve sua estrutura rigida
interna mantida pelo algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992). A
temperatura do sistema foi ajustada para 310 K (36,85 °C) regulada pelo algoritmo de
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) e a pressdo de 1 atm pelo barostato Parrinello-
Rahman (HUTTER, 2012). Para interagdes nao-covalente um cutoff de 1.0 nm foi
definido e o método de malha especial da somatoria de Ewald (em inglés, Particle Mesh
Ewald) (ESSMANN et al., 1995) foi usado para o célculo de interagdes eletrostaticas de
longo alcance. O algoritmo leap-frog (HOCKNEY; GOEL; EASTWOOD, 1974) foi

usado para integrar as equagdes de movimento usando 2 fs de tempo de integracao.

Inicialmente o sistema foi submetido a duas etapas de minimizagdo de energia. A
primeira foi realizada em até 500 etapas ou quando a for¢ca maxima fosse menor que 50
kJ/mol/nm usando o algoritmo de minimizagdo do maximo declive (em inglés, steepest
descent minimization) com a proteina restringida em suas posigdes. A segunda
minimizagao foi realizada usando o mesmo algoritmo, mas com no maximo 10000 etapas
ou quando a forca maxima fosse menor que 250 kJ/mol/nm e usando agua flexivel no

lugar de rigida.

Para tanto, depois da etapa de minimizagdo o sistema passou para etapa de
equilibragdo. O sistema foi submetido a duas simulac¢des de 100 picossegundos (ps) sendo

uma de ensemble NVT e outra ensemble NPT para o equilibrio das varidveis
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termodindmicas com a proteina restringida em suas posi¢des. O fim da equilibracdo se

deu com um ensemble NPT de 1 nanossegundo (ns) sem restricdo da posi¢ao da proteina.

A etapa de producdo da dindmica molecular para proteina NS1 foi executada a
uma temperatura de 310 K e tempo de 150 ns, sem restricdo de conformagdo. Com o
intuito de garantir o perfil de flutua¢do da proteina NS1, para cada espécie outras quatro
réplicas foram submetidas a dindmica molecular seguindo o mesmo protocolo descrito a
partir da etapa de equilibracdo. Assim, para cada sistema (espécie) de NS1, simulagdes

em quintuplicatas (cinco de cada espécie) foram executadas.

A andlise da trajetdria foi feita por meio da Raiz do Desvio Quadratico Médio
(RMSD) baseada na estrutura inicial da proteina realizada pelo algoritmo gromos como
descrito por Daura et al. (1999). Para determinar as conformagdes que mais estiveram

presentes ao longo da trajetoria, utilizou-se o programa g cluster do pacote GROMACS.

O perfil da proteina ao longo da simulagdo de dindmica molecular foi observado
com base na analise de cluster e RMSD. Além disso, a Raiz da Flutuacao do Quadratico
Médio (RMSF), o qual determina a flutuacdo média dos residuos ao longo da trajetoria,
também foi calculado a partir do pacote de analise do GROMACS. O software UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foi utilizado para visualizacdo do comportamento da

proteina ao longo da trajetdria.
4.3 Analise das cavidades de ancoragem

A defini¢do da cavidade onde as potenciais moléculas inibidoras irdo ancorar foi
realizada com base em estudos prévios que apontam a regido 3-roll (residuos 1-28 e 182-
216) como uma importante interface de interagdo mondmero-mondmero para formagao
da estrutura funcional dimérica. O trabalho realizado por Gongalves et al. (2019) apontou
essa regido como chave no mecanismo de estabilidade da NS1 do ZIKV e DENV. Ja o
trabalho realizado por Menezes et al. (2019) conferiu a importancia dessa regido para a
NS1 no YFV. Neste trabalho, a mutacao de dois aminoacidos (PHE20 e PHE22) alterou

significativamente a estabilidade da interface de interagdo mondmero-mondmero.

Para encontrar estrutura das cavidades que fossem similares entre as trés espécies,
as cinco trajetorias em réplicas de cada virus foram concatenadas, e entdo uma analise de
cluster (agrupamento de conformagdes) apenas da regido da cavidade (1-28 e 182-216)

com com cutoff de 0.15 nm foi realizada. As estruturas representativas de cada cluster
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foram entdo submetidas para andlise de similaridade estrutural no TM-align (ZHANG,

2005).

O pardmetro mais usado para analisar similaridade estrutural ¢ o RMSD.
Entretanto, devido o RMSD ponderar as distancias entre todos os pares de residuos
igualmente, um pequeno numero de desvios estruturais locais pode resultar em um alto
valor de RMSD, mesmo quando as topologias globais das estruturas comparadas sao
similares. O TM-score (algoritmo no qual o TM-align se baseia) supera esse problema
uma vez que pondera os pares de residuos em distancias menores relativamente mais
fortes do que aquelas mais distantes. Dessa forma, o TM-score ¢ mais sensivel a topologia
global do que as variagdes estruturais. A equacdo para calculo do TM-score pode ser

descrita como:

Lai 1

TM-score = Max
L’Farget i (
1+

; (3)
d;

Onde Lrarget € 0 comprimento da proteina alvo que a outra estrutura esta alinhada,
Lai € o nimero de residuos alinhados e d; ¢ a distancia entre o i-ésimo par de residuo
alinhado. do(Ltarger) = 1.24 3/Lrgrger — 15— 1.8 ¢ o pardmetro de distancia que

normaliza a distancia para que o TM-score nao seja dependente do tamanho da proteina

(ZHANG, 2005).

Como o programa TM-align faz a andlise em pares de estruturas, as estruturas da
cavidade da NS1 do ZIKV foram comparadas com as cavidades do YFV, seguida da
comparagdo ZIKV com as estruturas das cavidades do DENV e por fim, foi feita a
comparagdo entre as cavidades da NS1 do YFV e do DENV. Dessa forma, obtiveram-se
os valores de TM-score para cada par de andlise. Essa analise foi automatizada através de

script desenvolvido in house escrito em linguagem Python.

O valor de TM-score > 0.5 sugere que as proteinas possuem geralmente o0 mesmo
enovelamento. Dessa forma, inicialmente foi usado um cutoff de 0.6 para o valor de TM-
score para selecionar os pares que resultassem em pelo menos esse valor de similaridade.
Como nenhuma andlise comparativa gerou esse valor de TM-score, foi-se reduzindo o
valor do cutoff até encontrar um niimero consideravel de comparagdes com TM-score

igual ou maior que ele. Ao chegar no cutoff de 0.57 de TM-score filtrou-se das analises
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os pares estruturais da NS1 ZIKV-YFV, ZIKV-DENV e YFV-DENV. As estruturas que
estiveram presentes nas trés analises ap0s a filtragem foram consideradas similares entre
si. Essas estruturas foram entdo usadas para a triagem virtual de compostos, pois assim

aumenta-se a probabilidade de encontrar um farmaco em comum a todas as espécies.
4.4 Triagem virtual de compostos

Os compostos naturais de banco de dados do ZINC foram obtidos através de

download no site https://zincl5.docking.org/substances/subsets/natural-products/ em

unico arquivo de formato SDF. Os compostos foram separados em arquivos Unicos e
convertidos em formato PDBQT através da automacdo do programa OpenBabel
(O’BOYLE et al., 2011) inserido em um script em Python. Em seguida, as estruturas da
NS1 foram preparadas usando o script prepare_recpetord.py do MGLTools (MORRIS et
al., 2009) e a obtenga@o das coordenadas da caixa para delimita¢do da regido de ancoragem

foi feita no UCSF Chimera.

A execugdo da triagem virtual de compostos foi realizada em duas etapas através
do programa AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010). A primeira etapa correspondeu
a 01 (uma) simulag¢do por composto com geracao de 10 modos de ligagdo. Ja a segunda
etapa consistiu em 100 (cem) simulagdes para cada composto classificado entre os 100

melhores pelo critério de afinidade ou eficiéncia.

A analise de critério de afinidade se deu com base no valor calculado pela funcao
escore do AutoDock Vina. J4 o critério de eficiéncia, proposto por Abad-Zapatero (2007),
leva em consideragdo o nimero de atomos do ligante. A equagao pode ser descrita por:

AG
EL =% (4)

A funcdo depende do valor de energia de ligacdo AG entre ligante e receptor e o
nimero de atomos total. Conclui-se entdo que compostos com menores nimeros de
atomos e alta afinidade irdo possuir maior eficiéncia. Aqui, o AG sera entdo substituido
pela funcdo escore definido pelo AutoDock Vina assegurando a sele¢do de ligantes

pequenos com estabilidade na cavidade de ligagao.

As interagdes entre ligante e receptor foram visualizadas através do Discovery
Studios 2.5 da Accelrys (https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download)
e a andlise de similaridade entre ligantes foi realizada do servidor ChemMine Tools

(http://chemmine.ucr.edu/) usando a ferramenta de “Cluster > Hierarchical Clustering”

ou “Similarity Workbench” no caso de apenas um par de compostos. Além disso, buscou-
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se encontrar fragmentos que interagiram de forma similar no sitio de ancoragem nas
diferentes conformacdes da NS1 de cada espécie. Para isso, foi feita uma andlise de
distancia entre 4&tomo do receptor e atomo do ligante no programa ContPro (FIROZ et al.,
2010), e o grafico da andlise foi realizado através do pacote Alluvial no RStudio

(https://www.rstudio.com).
4.5 Analise perfil ADMET

A analise in silico das propriedades farmacocinética e toxicoldgica dos compostos
selecionados  foi  realizada pelo programa OSIRIS Property Explorer

(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). Os principais parametros utilizados para

analise dos compostos foram os riscos toxicologicos (mutagénico, tumorogénico, irritante

e reprodutivo) e os escores (druglikeness e drug-score).

4.6 Analise estatistica

Os principais dados avaliados no estudo foram os valores de RMSD das
simulagdes de dindmica e os escores de energia do AutoDock Vina. Para ambos foram
realizados os testes de normalidade: Shapiro-Wilk e Anderson-Darling. O primeiro foi
usado para amostras com menos de 5000 dados e o segundo para amostras com mais de

5000. Para todos os casos os dados ndo estavam em distribuicdo normal.

Sendo assim, foram aplicados os testes ndo-paramétricos de Kruskall-Wallis
(KRUSKAL; WALLIS, 1952) para comparacdes multiplas e Wilcoxon (WILCOXON,
1945) para comparacao de duas amostras. As andlises foram executadas na versao 3.6.1
do programa R (https://www.r-project.org) e os graficos plotados no RStudio por meio

da fungao ggboxplot. As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Modelagem por homologia

Conforme descrito anteriormente, apenas as proteinas NS1 do DENV e YFV
foram submetidas a servidores de modelagem. De acordo com o servidor MolProbity, a
modelagem da NS1 do DENV realizada no trabalho de Gongalves et. al. (2019) no
SWISS-MODEL apresentou valores de clashscore e MolProbity score de 4.29 (96°
percentil) e 1.85 (94° percentil), respectivamente. No grafico de Ramachandran, obteve-
se 94.1% dos residuos em regides favoraveis e 99.3% em regides permitidas (Figura

18A).

J4 0 modelo da NS1 do YFV obtido no trabalho de Menezes et al. (2019) gerado
pelo servidor I-TASSER, o mapa de Ramachandran (dado ndo mostrado) apresentou 82%
dos residuos em regides favoraveis em relacdo aos angulos phi e psi e 94.3% em regides
permitidas. O modelo entdo passou por uma etapa de refinamento no servidor MolProbity
(CHEN et al., 2010) que permitiu aumentar para 91.7% os residuos em regides favoraveis
e para 99.1% nas regides permitidas (Figura 18B). O modelo refinado obteve uma
mudanga do MolProbity score de 2.42 (52° percentil) para 1.00 (100° percentil) e um
clashscore de 2.21 (99° percentil) para 0 (100° percentil). O RMSD entre as estruturas

antes e apds refinamento foi de 0.602 A.

Figura 18 — Ramachandran dos modelos gerados da NS1 do DENV e YFV.
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Graficos de Ramachandran mostrando a posi¢do dos residuos em relagdo aos angulos phi e psi. As linhas
em azul escuro delimitam as regides permitidas e em azul claro as regides favoraveis. (A) Avaliagdo do
modelo da estrutura da NS1 do DENV gerado pelo SWISS-MODEL (B) Anélise do modelo da NS1 do
YFV gerado pelo I-TASSER ap6s refinamento no MolProbity.

As estruturas monoméricas obtidas como descrita anteriormente podem ser
visualizadas na Figura 19. Observa-se que as proteinas geradas pelos servidores de

modelagem (Figura 19.B-C), quando sobrepostas, mostram-se bastante similares com o
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cristal NS1 do ZIKV (Figura 19.D). O RMSD entre a estrutura NS1 de ZIKV sobreposta
com YFV e DENV & de 2.137 A e 4.793 A, respectivamente. Contudo, nota-se (Figura
19.D) que a maior diferenca entre elas estd no dominio wing, uma regido de elevada

instabilidade. Quando exclui-se essa regido do calculo do RMSD, estes valores caem para

0.824 A e 1.603 A.

Figura 19 — Estruturas monoméricas da proteina NS1
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Estruturas monoméricas da proteina NS1 em representagdo de ribbon. Em stick cinza esta representado o
aciicar NAG. Na imagem (D), destaca-se a regido do dominio Wing com maior divergéncia entre as
estruturas

5.2 Simulagdes de dindmica molecular

A analise de RMSD entre as réplicas de ZIKV (Figura 20) mostrou diferengas
significativas (p < 0.05) entre elas, exceto entre as réplicas 4 e 5. Todas as réplicas se
estabilizaram em uma faixa entre aproximadamente 0.4 nm e 0.6 nm, com excegdo da
réplica 1 que teve seu RMSD aumentado apds 100 ns para em torno de 0.8 nm causado
principalmente pela elevada flutuagdo da regido do f3-roll, conforme ¢ mostrado na Figura

21.
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Figura 20 — RMSD das réplicas da NS1 do ZIKV
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(A) Grafico RMSD ao longo da simulagdo de DM em linhas das cinco réplicas da NS1 do ZIKV. (B)
Analise dos valores do RMSD em box plot. *: p <0.05; **: p <0.01; ****: p <0.0001; ns: p > 0.05



Figura 21 — Mapa de calor do RMSD por residuo ao longo da trajetéria da NS1 do ZIKV
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A analise do RMSF (Figura 22) mostra que de todas as regides instaveis, a Uinica

que teve diferenca mais aparente entre as réplicas foi na regido do f5-roll. Certamente, a

necessidade do atracamento dessa regido com a correspondente do outro mondmero, para

obtencao da estrutura funcional em forma de dimero, faz com que esse dominio seja mais

flexivel e instavel para facilitar o ajuste da ligacdo entre eles.

Figura 22 — RMSF das simula¢des de DM das réplicas da NS1 do ZIKV
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Inserido no gréafico tem-se a estrutura da NS1 do ZIKV apontando para as flutuagdes observadas no RMSF. As cores
dos retangulos pontilhados fazem referéncia as cores das regides apontadas na estrutura (3-roll, C-Loop ¢ Wing).
Eixo x esta colorido de acordo com o dominio da proteina (vermelho — 3-hairpin, laranja - conector, amarelo

— wing ¢ azul- 8-ladder).
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As outras regides que apresentaram maiores flutuagdes no RMSF compreendem
o dominio wing e a regido denominada de conector loop (CLoop). Apesar de funcdes
desconhecidas na NS1 monomérica, acredita-se que essas regides possam desempenhar
um papel importante na interacdo da proteina com membrana do hospedeiro

(GONCALVES et al., 2019)

O perfil de RMSD para as réplicas da NS1 do YFV (Figura 23) apresentou um maior
intervalo em relacao aos valores de estabilidade, onde variou de 0.55 a 0.85 nm. De forma
similar ao observado para a NS1 do ZIKV, duas das réplicas (1 e 3) ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa entre si.

Figura 23 — RMSD das simula¢des de DM das réplicas da NS1 do YFV
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(A) Grafico RMSD ao longo da simulagdo de DM em linhas das cinco réplicas da NS1 do YFV. (B) Andlise dos valores
do RMSD em box plot. ****: p <0.0001; ns: p > 0.05
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A andlise do RMSF mostrou flutuagdes em regides similares (Figura 24) ao do
ZIKV, como nos dominios f3-roll e wing. Por outro lado, foi observado a flutuagao elevada
na regido conhecida como Spaghetti Loop Interface (SLI) (residuos 228 a 238) e ndo foi
observada na regido do CLoop. Assim como no f-roll, a SLI ¢ uma regido de interagdo
intermolecular, o que justificaria a flutuagdo aumentada. Contudo, deve-se investigar a
auséncia dessa flutuacdo na NS1 do ZIKV. Além disso, na réplica 3 foi observada uma
flutuacao fora do perfil observado para as outras réplicas da NS1 do YFV na regido 188-
192. Essa regido compreende uma das fitas do f5-ladder que se estabilizam por meio de
pontes de hidrogénio. Provavelmente, a ruptura dessas pontes na replica 3 desencadeou a

instabilidade na regido.

Figura 24 — RMSF das simulagdes de DM das réplicas da NS1 do YFV
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RMSF das replicas das NS1 do YFV. Representacdo em ribbon apontando a ruptura das ligagdes de
hidrogénio das fitas do f3-ladder na replica 3 (verde) em relagdo a replica 2 (vermelho), causando a
instabilidade nessa regido. Eixo x esta colorido de acordo com o dominio da proteina (vermelho — -hairpin,
laranja - conector, amarelo — wing e azul- 8-ladder)

O RMSD das réplicas da NS1 do DENV (Figura 25) se mostrou o mais estavel entre
as trés espécies, com valores apds estabilizacdo da proteina entre 0.4 nm e 0.6 nm para
todas as réplicas. Como observado para as outras espécies, duas réplicas (3 e 4) ndo

apresentaram diferenga nos valores de RMSD estatisticamente significante entre si.
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A andlise do perfil de RMSF do comportamento da NS1 do DENV em solugao
(Figura 26), mostrou as flutuagdes elevadas observadas anteriormente para as duas outras
espécies nas regides do f-roll e dominio wing. Curiosamente, uma terceira flutuagdo
presente nas outras espécies (no CLoop da NS1 do ZIKV e no SLI da NS1 do YFV) ndo
foi observada para a NS1 do DENV.

Figura 25 — RMSD das simula¢des de DM das réplicas da NS1 do DENV
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(A) Grafico RMSD ao longo da simulagdo de DM em linhas das cinco réplicas da NS1 do DENV. (B)
Analise dos valores do RMSD em box plot. ****: p <0.0001; ns: p > 0.05
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Figura 26 - RMSF das simulagdes de DM das réplicas da NS1 do DENV
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Eixo x esta colorido de acordo com o dominio da proteina (vermelho — 3-hairpin, laranja - conector, amarelo
— wing ¢ azul- 8-ladder).

A chave das diferencas observadas entre espécies pode estar na sequéncia de
aminodcido que difere entre elas. Por exemplo, a regido do SLI na NS1 YFV difere das
proteinas do DENV e ZIKV (Figura 27, delimitado pelas setas vermelhas). Essa
composi¢do pode favorecer o aumento da instabilidade nessa regido. Ja na regido do
CLoop da NS1 do ZIKV, ndo foi observada nenhuma grande alteracdo que justifique a
diferenga, exceto pela substituicdo da histidina 164 pela treonina no YFV ¢ DENV
(Figura 27, seta azul). Analises mais detalhadas devem ser realizadas a fim de confirmar

a interferéncia dessa substitui¢do na NS1 do ZIKV.
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Figura 27 — Alinhamento da sequéncia de aminoacido das NS1 do ZIKV, YFV e DENV
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Alinhamento da sequéncia de aminodcido da NS1 onde colorido estdo os aminoacidos conservados, e em branco os
aminoacidos divergentes em pelo menos uma espécie. Acima do ntimero dos residuos tem-se a indicagdo do dominio de acordo
com a cor da linha: vermelho — f-hairpin, laranja - conector, amarelo — wing e azul- 8-ladder.

5.3 Anadlise das cavidades de ancoragem da proteina NS1

Como o objetivo do trabalho ¢ a inibicdo do processo de dimerizag¢do, o foco na
busca de cavidades para triagem de compostos foi na regido do f-roll. Essa regido ¢ a
principal entre as superficies de interagdo intermolecular na formac¢ao do dimero. Sendo
assim, com o foco em buscar compostos que se liguem as NS1 das trés espécies, foi
realizada a andlise conformacional dessa regido com intuito de buscar conformagdes

similares nas trés espécies.

Na andlise de cluster para um cutoff de 0.15 nm com as trajetorias das cinco réplicas
concatenadas, e levando em conta apenas a regido da cavidade, observou-se 415, 506 e
247 clusters para a NS1 do ZIKV, YFV e DENV, respectivamente. As conformagdes
representativas de cada cluster foram entdo submetidas para andlise do TM-align. Assim,
os pares das conformacdes da NS1 nas diferentes espécies foram comparados.
Inicialmente, foi usado um cutoff de 0.6 de valor de TM-score para selecionar os pares
com no minimo esse valor de similaridade. Como nenhuma analise comparativa gerou
esse valor de TM-score, foi-se reduzindo o valor do cutoff até achar um numero

consideravel de comparagdes com TM-score igual ou maior que ele. Ao chegar no cutoff
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de 0.57 de valor de TM-score, encontrou-se 7036 pares de estruturas da NS1 ZIKV e NS1
do DENV, 1338 pares entre NS1 YFV e DENV, e 337 entre NS1 ZIKV e YFV. Nessas
analises foram encontradas 11 estruturas da NS1 do DENV concomitantemente similares
(TM-score > 0.57) com estruturas dos clusters de YFV e ZIKV, 15 conformagoes da NS1
do YFV foram classificadas similares em compara¢do com do DENV e ZIKV, e por fim
30 conformagdes da NS1 do ZIKV similares com DENV e YFV (Figura 28). Esse valor

esta dentro do valor indicado para proteinas com enovelamento similar (TM-score > 0.5).

Figura 28 — Numero de estruturas em comum nas analises do TM-align
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Para cada par de analise no TM-align, buscou-se estruturas que apareceram concomitantemente nos dois
pares. Nas analises NS1 DENV-ZIKV e NS1 DENV-YFV, 11 estruturas da NS1 do DENV estavam
presentes nas duas andlises. Para NS1 YFV-ZIKV e NS1 YFV-DENV, 15 estruturas da NS1 do YFV
apareceram nas duas. E na comparag@o ZIKV-YFV e ZIKV-DENYV, 30 estruturas do ZIKV apareceram em
comum nas duas analises.

Ap0s essa triagem, uma analise visual da estrutura da NS1 completa para verificar a
viabilidade da cavidade foi realizada (Figura 29). Para o DENV, duas conformagdes
foram promissoras, sete para o YFV e quatro para o ZIKV (Tabela 1). Elas foram entao
submetidas no servidor DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012) para analise das suas
cavidades. Para os virus com mais de duas conformacdes de NS1 selecionadas (YFV ¢
ZIKV), filtrou-se as duas NS1 que apresentaram na cavidade do 3-roll maiores drugscore
de acordo com o servidor. O drugscore ¢ uma métrica que varia de 0 a 1 cujo valor leva
em consideragdo o formato, tamanho e hidrofobicidade do sitio, sendo 1 o valor mais
promissor para sitio de ancoragem de fdrmaco. As imagens das estruturas da NSI
selecionadas para a triagem virtual com a cavidade do f-roll em destaque podem ser
visualizadas no Apéndice A. As estruturas da NSI1 a partir de agora serdo descritas
somente pela espécie seguido pelo numero do cluster a qual pertence (por exemplo,
DENV 46 ou DENV _46). O alinhamento estrutural entre elas pode ser observado na

Figura 30.



Figura 29 — Inspecdo visual da viabilidade da cavidade

O critério de selecdo foi feito com base na viabilidade da cavidade que compreende a regido do f-roll.
Estrutura sem viabilidade de ancoragem de compostos foram excluidos (estrutura da esquerda, em laranja).
Quando a cavidade foi observada como promissora, foi incluida (estrutura da direita, em azul).

Tabela 1 — Estruturas selecionadas apds a inspegdo visual

Estrutura NSI  Volume (A%)  Area (A?) Drugscore
DENYV 46 681.77 965.98 0.82
DENV 73 2295.81 2628.84 0.81

YFV 9 437.91 768.83 0.7
YFV 11 913.83 1498.04 0.8
YFV 65 796.34 1354.55 0.85
YFV 119 759.95 1218.8 0.81
YFV 135 1422.1 2318.81 0.81

YFV 162 661.45 954.59 0.83
YFV 174 905.15 1317.54 0.8

ZIKV 6 329.02 432.41 0.75

ZIKV 73 1431.81 1595.3 0.81
ZIKYV 84 1022.85 1187.18 0.82
ZIKV 144 2877.38 3422.02 0.82

Em negrito estdo destacadas as estruturas selecionadas (maiores drugscores, sendo duas de cada espécie)
para a triagem virtual

Figura 30 — Alinhamento estrutural das seis conformagoes selecionadas para a triagem virtual

ZIKV 84
W ZIKV 144
W YFV 65
YFV_162
B DENV 46
I DENV_73

Representagdo em ribbon das seis estruturas da NS1 definidas para a triagem de compostos a ser
realizado. Destaque para a regido do bolsdo (residuos 1-28 e 182-216)

42
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5.4 Triagem virtual de compostos

Ap6s a selecdo das estruturas da NS1 para execugdo da triagem virtual, realizou-
se a ancoragem dos 224205 mil compostos do catalogo de compostos naturais do banco
de dados do ZINC em cada estrutura de NS1 dos Flavivirus. Em seguida, esses compostos
foram entdo classificados seguindo dois critérios: afinidade e eficiéncia.
5.4.1 Critério de afinidade
5.4.1.1 Comparagdo da triagem virtual entre estruturas da NS1 do DENV

Utilizando critério de afinidade, ou seja, considerando apenas o escore de energia
calculado pelo AutoDock Vina como critério de classificagdo, selecionou-se os 100
compostos com menores energias para cada espécie. Apos 100 simulacdes exaustivas no
AutoDock Vina para cada um dos 100 compostos, os 10 modos conformacionais de mais
baixa energia de cada composto docado na proteina foram armazenados. Para o DENV,
houve diferenca estatisticamente significante (p < 0.0001) entre as energias obtidas dos
ligantes docados nas duas estruturas selecionadas para a triagem (Figura 31). Para a
estrutura do DENV 46 a menor energia observada foi de -10.7 kcal/mol e a maior -5.8
kcal/mol. Ja para o DENV 73 esses valores foram de -11.2 kcal/mol e -6.6 kcal/mol. Com
TM-score de 0.70576 entre os bolsdes, apenas dois compostos dentre os 100 melhores
foram comuns as duas estruturas (Apéndice B).

Figura 31 — Boxplot das distribuicdes de energia das 100 simulagdes exaustivas dos 100 compostos
ranqueados de acordo com o critério de energia (afinidade) para as duas estruturas da NS1 do DENV.
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O diagrama de interagdo 2D (Figura 32) apresenta as principais interagdes entre o
ligante e a proteina NS1 do DENV. Nota-se que h4d uma diferenca entre estruturas em
relacdo aos residuos envolvidos nas interagcdes com cada composto, sendo alguns residuos
chaves (VALS5, SER7, TRP8, LYS9, LYS14, CYXI15, GLY16, HID26, ARG192 ¢
GLU203) na interacdo com todos os compostos. O RMSD entre esses residuos nas duas
estruturas foi de 6.809 A. Essa divergéncia nos residuos envolvidos nas interacdes se da
pela diferenca conformacional entre os sitios de ancoragem de cada estrutura. Nota-se
que houve um favorecimento no escore de energia quando envolveu os residuos SER17
(incluindo formagao de ponte de halogénio), ILE19, ILE21, THR22 e ASP23 na estrutura
do DENV 73 além de maior numero de interagdes Alkyl ou Pi-alkyl (total de seis) quando
comparado com o DENV 46 (total de trés). Contudo, nota-se também que muitos residuos

sdo conservados nas interagdes independente da estrutura da NS1 do DENV.
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Figura 32 — Representagdo do diagrama 2D de interagdo dos dois compostos em comum as duas estruturas
do DENV com seus respectivos escores de energia.
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Na primeira coluna esta representado as interagdes do DENV 46 e na segunda coluna as interagdes do
DENV 73. Na primeira linha tem-se o composto ZINC000070704746 e na segunda linha o composto
ZINC000070699829 ambos em linhas cinza. LigH Conv.: Liga¢cdo de hidrogénio convencional; LigH:
ligacdo de hidrogénio com doadores ndo convencionais (C-H ou sistemas pi de anéis aromaticos).

Realizou-se ainda uma analise em busca de especificidade entre &tomo do ligante
e residuo da proteina. Dessa forma ¢ possivel avaliar se ha algum fragmento do composto
que tem preferéncia por alguma regido/aminoacido do sitio de ancoragem. Para tanto, os
complexos  proteina-ligante ~ foram  submetidos no  servidor = ContPro

(http://procarb.org/contpro/) e uma andlise de distincia de até 5 A entre ligante e receptor

foi realizada para cada complexo. Em seguida, foi feita a comparagdo de pares
aminodcido-atomo do ligante em comuns entre as estruturas DENV 46 e DENV 73 para

cada um dos compostos. O resultado para o ligante ZINC000070704746 pode ser
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observado na Figura 33. Nota-se que os residuos LYS14, CYX15 e GLY 16, que também
estavam presentes na andlise anterior, apareceram como especificos para uma parte do
fragmento do ligante (destacado em vermelho na estrutura da Figura 33). A espessura da
linha do diagrama reflete o numero de pares observados para cada par de atomo do ligante
e residuo, uma vez que um atomo do composto poderia estar a uma distincia < 5A de

mais de um atomo do aminoacido.

Figura 33 — Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000070704746 no sitio da NS1 do DENV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000070704746 em comum nas duas
estruturas da NS1. A espessura da linha corresponde ao numero de atomos dos residuos nos quais o a&tomo
do ligante estd proximo. Na representagdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os
fragmentos em comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

J& para o ligante ZINC000070699829 além dos trés residuos destacados
anteriormente, mais dois (GLU203 ¢ TRP201) foram observados com interagdes em
comum com atomos do ligante (Figura 34). Percebe-se também que o fragmento

destacado nesse ligante difere consideravelmente do fragmento do ZINC000070704746.

Figura 34 — Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000070699829 no sitio da NS1 do DENV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000070699829 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos
em comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

5.4.1.2 Comparagao da triagem virtual entre estruturas da NS1 do YFV

Para as estruturas da NS1 do YFV, resultado similar foi observado em relacao as
distribui¢des das energias. A estrutura YFV 65 obteve como menor energia -11.3
kcal/mol e maior de -5.1 kcal/mol. Ja a estrutura YFV 162 as energias foram -12.7
kcal/mol e -6.9 kcal/mol, com diferenca estatisticamente significante (p < 0.0001) entre
as estruturas (Figura 35). Entre os 100 compostos de maior afinidade para cada estrutura,
cinco estavam presentes no ranqueamento de ambas (Apéndice C) apesar de um menor
TM-score (0.66) entre os bolsdes que o observado para as estruturas do DENV. O
composto ZINC000070699829 também esteve entre esses compostos em comum, assim
como para as estruturas do DENV, indicando que esse composto aparece no

ranqueamento das estruturas de ambas espécies.
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Figura 35 — Boxplot das distribui¢des de energia das 100 simulagdes exaustivas dos 100 compostos
ranqueados de acordo com o critério de energia (afinidade) para as duas estruturas da NS1 do YFV.
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No diagrama 2D das interacdes (Figura 36) nota-se que ha residuos (GLY16,
ILE19, PHE20, VAL21, ARG23 e TRP201) que estdo interagindo com os cinco
compostos para ambas as estruturas da NS1 do YFV e DENV. O RMSD entre estruturas
levando em conta apenas esses residuos para o calculo foi de 4.753 A, menor que o RMSD
entre os residuos em comum da analise do DENV (6.809 A), o que pode justificar um
maior nimero de compostos em comum apesar do menor TM-score. Percebe-se também
pequenas diferencas em relagdo aos residuos envolvidos nas interagdes inerentes a
mudanga de conformagdo entre bolsdes do YFV 65 ¢ YFV 162. Nota-se que as cinco
maiores energias (-10.2 kcal/mol, -10.3 kcal/mol, -10.5 kcal/mol, -10.9 kcal/mol e -11.1
kcal/mol) pertencem a interagdo com YFV 65 e os cinco menores (-11.6 kcal/mol, -11.7
kcal/mol, -11.8 kcal/mol, -11.9 kcal/mol e -12.1 kcal/mol) ao YFV 162. A maior
divergéncia entre sitios de ancoragem esta na auséncia de interacdo com residuos LYS10
e GLUI2 na estrutura do YFV 162, e presenca de interagdes em regides envolvendo os
residuos ALA187, GLU203, SER204, HIP214, LYS276, além de possuir maior nimeros
de interagdes (principalmente Alkyl ou Pi-Alkyl e de van der Waals) ocasionando uma

menor energia de ligacdo.
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Figura 36 - Representagdo do diagrama 2D de interagdo dos cinco compostos em comum as duas estruturas
do YFV com seus respectivos escores de energia.
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Figura 36 (continuagdo) - Representacdo do diagrama 2D de interag@o dos cinco compostos em comum as

duas estruturas do YFV com seus respectivos escores de energia.
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Na primeira coluna esta representado as interagdes do YFV 65 e na segunda coluna as interagdes do YFV 162. Na
disposigao das linhas (horizontal) estdo os cinco compostos. LigH Conv.: Ligagdo de hidrogénio convencional; LigH:
ligagdo de hidrogénio com doadores ndo convencionais (C-H ou sistemas pi de anéis aromaticos).
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Na analise de especificidade residuo-atomo para o ligante ZINC000008792187,
apenas uma pequena parte do fragmento foi observado em comum para os aminoacidos
PHE20, ASP26 e TRP201 (Figura 37). O fragmento compreende trés carbonos de um
anel aromatico e um atomo de nitrogénio (destacados em vermelho na representagdo da

estrutura).

Figura 37— Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000008792187 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000008792187 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

A andlise para o ligante ZINC000070705115 também apresentou apenas um
pequeno fragmento com relacdo ao residuo-dtomo ligante especifico (Figura 38). O
fragmento em destaque também envolveu parte de um anel aromatico (C29 a C32),
similar ao fragmento do ligante descrito anteriormente. Apesar disso, os residuos

envolvidos foram diferentes.
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Figura 38— Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000070705115 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000008792187 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Em relagdo ao composto ZINC000095486217 apenas quatro atomos ndo-
consecutivos foram encontrados na analise em comum entre as estruturas (Figura 39), ndo

sendo observado um fragmento relevante em comum.

Figura 39— Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000095486217 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000095486217 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).



53

Para o ligante ZINC000015956900 houve maior concordancia na proximidade em
relacdo aos atomos do ligante e residuo (Figura 40). Duas regides (C21-C29 e C34-
C39/N37/H38) foram apontadas em comum para as duas estruturas. Eles compreendem
partes de anéis aromaticos, sendo um com a presenca de nitrogénio. Além desses

fragmentos, &tomos de hidrogénios e oxigénio isolados apareceram também na analise.

Figura 40— Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000015956900 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000015956900 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

O composto ZINC000070699829 apresentou duas pequenas regides (C2-C5 e
C9/C35/N14/H15) em comum a ambas estruturas (Figura 41). Juntando as informagdes
dessas andlises observa-se que alguns residuos (CYX15, GLY16, ASP26 ¢ TRP201)
apareceram em mais de uma analise de comparagdo residuo-atomo ligante. Os residuos
GLY16 e TRP201 sdo dois residuos que apareceram em todas as intera¢des entre NS1
independente do ligante analisado (diagrama de interacdo da Figura 36). Nessa ultima
analise de fragmento sitio-especifico, para dois compostos, esses residuos se mostraram

também com uma especificidade em relacdo ao modo de ligagdo no sitio.
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Figura 41 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000070699829 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000070699829 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

5.4.1.3 Comparacao da triagem virtual entre estruturas da NS1 do ZIKV

Para as estruturas da NS1 do ZIKV também houve diferenca estatisticamente
significante (p < 0.0001) nas distribui¢des de energias dos compostos ranqueados entre
os 100 melhores para cada estrutura. A estrutura do ZIKV 84 obteve como menor energia
-11.2 kcal/mol e maior de -6.5 kcal/mol. J4 a estrutura do ZIKV 144 as energias foram -
12.4 kcal/mol e -6.3 kcal/mol (Figura 42). Entre os 100 compostos de maior afinidade
para cada estrutura, seis estavam presentes no ranqueamento de ambas (Apéndice D). A
maior quantidade de compostos em comum reflete a maior similaridade entre os bolsdes
(TM-score = 0.78768). Nenhum desses compostos apareceram nas duas andlises

realizadas anteriormente para o DENV e YFV.
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Figura 42 — Boxplot das distribui¢cdes de energia das 100 simulagdes exaustivas dos 100 compostos
ranqueados de acordo com o critério de energia (afinidade) para as duas estruturas da NS1 do ZIKV.
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No diagrama 2D (Figura 43) das intera¢des entre receptor e ligante ¢ possivel notar
alguns residuos chaves nas interagdes com esses seis compostos tais como SERS, PHES,
ILE21, ARG214 ¢ ARG276. Nao foi observado nenhum padrao de interagdo relacionado
a estrutura ZIKV 84 ou ZIKV 144, ou seja, ndo houve interagdo com residuos exclusivos
de uma estrutura, provavelmente pela elevada similaridade entre as cavidades. Além
disso, o RMSD entre os residuos que apareceram interagindo em todos os compostos foi
de 3.108 A, o menor valor entre as espécies. As menores energias foram todas da estrutura
do ZIKV 144 destacando-se pelo maior niimero de interacdes de van der Waals e

Alkyl/pi-Alkyl.
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Figura 43 - Representagdo do diagrama 2D de interagdo dos seis compostos em comum as duas estruturas
do ZIKV com seus respectivos escores de energia.
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Figura 43 (continuagdo) - Representacdo do diagrama 2D de interag@o dos seis compostos em comum as
duas estruturas do ZIKV com seus respectivos escores de energia
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Na primeira coluna esta representado as interagdes com ZIKV 84 e na segunda coluna as interagdes com ZIKV 144.
Na orientacdo das linhas (horizontal, de cima para baixo) estdo os compostos ZINC000524730935,
ZINC000070691963, ZINC000008792352, ZINC000085878218, ZINCO000085569026 e ZINC000020759145

representados em sticks.
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A analise entre especificidade do fragmento para o ligante ZINC000524730935 e
residuo da proteina, apresentou duas grandes regides com similar posi¢do em relagdo aos
residuos no sitio de ancoragem na entre as duas estruturas da NS1 do ZIKV, indicando
que mesmo com uma alteragdo estrutural no sitio, houve a manutenc¢ao da pose em relagado

aos residuos (Figura 44).

Figura 44 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000524730935 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000524730935 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representagéo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Em relacdo a andlise para o ligante ZINC000070691963, uma grande regido da
molécula também foi observada em comum as duas estruturas da NS1 do ZIKV (Figura

45) também indicando uma especificidade entre residuo-fragmento da molécula.
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Figura 45 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000070691963 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000070691963 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Para o ligante ZINC000008792352 um fragmento contendo um anel aromatico
ligado a um atomo de cloro e nitrogénio foi observado na andlise residuo-atomo ligante,
além de uma pequena regido de carbonila ligado ao nitrogénio, e um 4tomo de oxigénio

de outra carbonila (Figura 46).

Duas pequenas regides do ligante ZINC000085878218 foram apontados com
especificidade em relagdo a distancia entre os residuos da proteina NS1 (Figura 47). Aqui,
pode-se concluir que houve pouca especificidade em relagdo as outras moléculas
observadas para a NS1 do ZIKV. Apesar disso, ¢ importante frisar a ocorréncia de

residuos que apareceram em analises anteriores como SERS5, PHE8, GLU203 e LYS213.
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Figura 46 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000008792352 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000008792352 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Figura 47 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000085878218 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINCO000085878218 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).
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Na analise do ligante ZINC000085569026 apenas houve concordancia com um
residuo (LYS213) e alguns atomos da molécula compreendendo quatro regides com trés
ou quatro atomos cada (Figura 48). Aqui pode-se também considerar que a mudanga na
estrutura do sitio de ancoragem afetou a posi¢do da molécula em relagdo aos residuos da

proteina.

Figura 48 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000085569026 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000085569026 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representagdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Por fim, para o ligante ZINC000020759145 nao foi observado nenhuma interagao
em comum relacionando residuo-atomo do ligante, sendo este o ligante mais afetado pela
diferenca no sitio de ancoragem. Vale salientar que a andlise foi feita apenas do modo de
ligagdo de menor energia para cada estrutura do ZIKV, sendo que para as outros modos

esse resultado pode ser diferente.

Nessas andlises do ZIKV foi possivel ver alguns residuos em destaque, como
SERS, PHE8, ARG14, VAL19, PHE20, ILE21, GLU203, LYS213, ARG214, ARG216
e PHE277. Alguns desses residuos ja haviam sido destacados na analise de interagdo, e
além de uma preferéncia por interagdo com esses residuos dos sitios, observou-se também

uma preferéncia relacionada ao fragmento do ligante em anélise.

5.4.1.4 Anélise da intersec¢do de compostos presentes na triagem virtual das trés espécies
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Realizou-se uma andlise comparativa dos compostos classificados entre os 100

melhores para cada estrutura usando apenas o critério de energia. Buscou-se compostos

que estavam presentes simultaneamente na classificagdo das trés diferentes espécies. Para

isso analisou-se inicialmente a interse¢do de compostos entre as seis estruturas (duas de

cada espécie) e assim foi-se reduzindo entre cinco estruturas, quatro e trés, sendo que nas

analises deveria ter pelo menos uma estrutura de cada espécie. O resultado pode ser visto

na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 — Interse¢do de compostos por critério de afinidade presentes nas estruturas da NS1

ANALISE COM 6 ESTRUTURAS

# COMPOSTOS EM

COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
ANALISE COM 5 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
ANALISE COM 4 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 ZIkV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_162 ZIkV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_162 ZIkV_84 ZIKV_144 1
ANALISE COM 3 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 YFV_65 ZIkV_84 0
DENV_46 YFV_162 ZIkV_84 0
DENV_46 YFV_65 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 1
DENV_73 YFV_162 ZIkV_84 1
DENV_73 YFV_65 ZIKV_144 1
DENV_73 YEV_162 ZIKV_144 3

Como ¢ possivel observar, apenas nas analises com quatro e trés estruturas foi

possivel achar compostos em comum as trés espécies virais. Compilando as informagdes

dos compostos que apareceram nessas analises, obteve-se cinco compostos promissores

que possuem afinidade elevada a NS1 das trés espécies virais, sendo que o composto

ZINC000008792352 apareceu em trés das cinco analises (Tabela 3).
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Tabela 3 — Compostos por critério de afinidade presentes na intersecdo entre estruturas da NS1

Composto Analises
DENV 73NYFV 162NZIKV 84NZIKV 144
ZINC000008792352 DENV 73NYFV 162NZIKV 144

DENV 73NYFV 162NZIKV 84

ZINC000012879754 DENV 73NYFV 65NZIKV 144
ZINC000002108995 DENV 73NYFV 65NZIKV 84

ZINC000013411589 DENV 73NYFV 162NZIKV 144
ZINC000008792389 DENV 73NYFV 162NZIKV 144

A Figura 49 apresenta a distribuicdo das energias dos 250 melhores modos de
ligagdo (menores energias) desses cinco compostos para cada estrutura. Nota-se que os
compostos  ZINC000013411589, ZINC000008792352 e  ZINC000008792389

apresentam médias menores dos valores de energia quando comparado com

ZINC000002108995 e ZINC000012879754.

Figura 49 — Boxplot da distribuigdo das energias da triagem virtual obtida para os cinco compostos em comum
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A analise de similaridade usando matriz de distancia (onde subtrai-se de 1 o valor
do coeficiente de Tanimoto entre compostos) foi realizado para comparar as estruturas

dos cinco compostos. Dessa forma, valores proximos de 0 indicam alta similaridade e
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valores proximos de 1 indicam baixa similaridade. O mapa de calor (Figura 50) mostra
que dois compostos (ZINC000008792352 e ZINC000008792389) apresentaram elevada
similaridade (valor da matriz de distdncia = 0.21; coeficiente de Tanimoto = 0.79). Entre
esses dois compostos nao foi observado diferenga estatisticamente significante entre as
distribui¢des de energia da Figura 49 (dado ndo mostrado). Os outros dois compostos com
menor distancia foram os compostos ZINC000002108995 e ZINC000012879754 (valor
matriz de distdncia = 0.51; coeficiente de Tanimoto = 0.49). Entre eles houve diferenca
estatisticamente significante (p < 0.0001) em relagdo a distribuicdo de energia para as
estruturas da NS1 (dado ndo mostrado). Na Figura 50 os fragmentos em comum desses
dois pares de compostos estdo destacados em amarelo e azul nas estruturas dos
compostos. Esses dados sugerem uma maior afinidade pelo fragmento destacado em azul

em relacdo aos fragmentos destacados em amarelo.

Figura 50 — Similaridade estrutural entre os cinco compostos
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Na andlise das principais interagdes entre ligante e proteina € possivel ver algumas
interagdes (posicao de residuo) em comum as estruturas a depender do composto (Figura
51). Para o ZINC000008792352 observou-se a conservacao da interagao nos residuos
LYS/ARG14, ILE/VAL19 e ILE/VAL2I1. Apesar de residuos diferentes na mesma
posi¢do, eles possuem caracteristica bioquimica em comum: polar de carga positiva para

LYS/ARG e apolar alifatico no caso do ILE/VAL.

No caso do composto ZINC000012879754 interagdes com os residuos
LYS/ARG14 e ILE/VAL21 foram conservadas nas trés estruturas da NS1. A molécula
ZINC000002108995 apresentou, além de interagdes ja citadas (LYS/ARGI14 e
ILE/VAL19), as interagdes ARG/ASP/ASN23 e HID/ASP/GLU26 tendo em comum
serem aminoacidos de carater polar, porém com diferentes cargas: ASN — polar nao

carregado, HID/ARG — polar carga positiva e GLU e ASP — polar carga negativa.

O composto ZINC000013411589 apresentou seis interagcdes em residuo em
comum: residuos LYS/ARG 14, ILE/VAL19, ILE/VAL21, HID/ASP/GLU26,
VAL/ALA194, TRP201 e GLU/GLY203. ASP e GLU possuem carater polar negativo,
diferente do HID que possui carga positiva. VAL/ALA possuem ambos carateres apolares
alifaticos. GLU e GLY sdo opostos em relagdo a polaridade. Enquanto a GLY ¢ apolar

alifatico, a GLU ¢ polar de carga negativa.

Por fim, a molécula ZINC000008792389 foi a que apresentou mais interagdes em
residuos em comum as estruturas da NS1. Algumas ja citadas como LYS/ARG14,
ILE/VALI19, ILE/VAL21 e VAL/ALA194. Houveram também interagdes na PHE20 e
TRP201, ambos residuos conservados nas trés espécies. E nos residuos
ASP/LYS/ARG276, também polares com carga, sendo os dois ultimos de carga positiva

e o primeiro de carga negativa.

A partir dessas observacdes ¢ possivel destacar residuos chaves nas interagdes
desses cinco compostos como LYS/ARG14 que apareceu em todas as interagdes, além de
outras importantes como ILE/VAL19 e ILE/VAL21. Apesar de serem residuos distintos,
nota-se que eles possuem caracteristicas bioquimicas conservadas. O residuo TRP201
apenas ndo apareceu em trés das 16 interagdes, podendo ser considerado como um
importante residuo principalmente pelo fato de ser conservado nas trés espécies, assim

como a PHE20 que apareceu em 11 interagdes.



66

Figura 51 — Diagrama das principais interagdes* observadas entre proteina e ligante
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* apenas residuos com pelo menos oito das 16 interagdes possiveis foram incluidos na tabela com intuito de
facilitar a visualizac¢do das principais interagdes.

Por fim, realizou a avaliacdo do perfil ADMET de acordo com o programa
OSIRIS. Para tal andlise, apenas o composto ZINC000013411589 apresentou baixa

toxicidade para os parametros analisados conforme apresentado na Tabela 4.

O programa OSIRIS ¢ capaz de apontar qual fragmento da molécula estd sendo
responsavel pelo risco médio ou elevado de toxicidade. A remocdo dos fragmentos
apontados pelo programa (Figura 52 — destacado em vermelho na estrutura) altera os
parametros de toxicidade para “baixo” além de aumentar os escores de druglikeness (DL)

e drug-score (DS) como observado na Figura 52.
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Tabela 4 — Predi¢ao toxicidade, druglikeness e drug-score de acordo com OSIRIS dos cinco compostos em comum

Riscos de toxicidade Scores
Composto mufai;f“eonico tu mjricsj(;c(:enico ir:{iicsacrice reer;?jcl:)tivo Druglikeness  Drug-score
ZINC000008792352 Baixo Baixo Baixo 8.84 0.21
ZINC000012879754 Elevado Elevado Baixo Baixo 5.85 0.09
ZINC000002108995 Elevado Elevado Baixo Baixo 1.08 0.1
ZINC000013411589 3.78 0.24
ZINC000008792389 Baixo Baixo Baixo 4.96 0.25

Figura 52 — Alterag@o estrutural das moléculas com média/elevada toxicidade
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5.4.1.5 Ancoragem molecular dos compostos sem risco toxicolégico

Para avaliar a interferéncia dessas alteragdes na molécula no escore de afinidade
desses compostos, foram realizadas 100 simula¢des de ancoragem nas estruturas da NS1
onde o composto original foi classificado entre os 100 melhores. Os compostos com
alteracdo serdo aqui designados com o codigo original do ZINC adicionado um * ao final
para assim saber a origem da molécula. Nos graficos, serdo todos representados pelos

quatro ultimos digitos.

A andlise comparativa da distribui¢do das 250 melhores energias dos compostos
por estrutura da NS1 pode ser observada na Figura 53. Nota-se que para todas as
estruturas € compostos houve um aumento no valor da energia de afinidade apds a

modifica¢do na molécula.

Figura 53 — Boxplot da distribuicdo das energias dos compostos antes ¢ apoés modificagdo para cada estrutura
da NS1
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A andlise global (sem distinguir a estrutura) da distribuicdo das 250 melhores
energias por composto também apresenta valores maiores de energia para a molécula sem
o fragmento potencialmente toxico quando comparado com a molécula sem alteragao (p
< 0.0001) (Figura 54). Para o composto ZINC000008792352* os valores variaram de -
7.3 kcal/mol a -9.2 kcal/mol, com média de -8.28 kcal/mol. J& o composto
ZINC000012879754* variou sua energia em -7.6 kcal/mol a -9.2 kcal/mol, com média de
-8.43 kcal/mol. O composto ZINC000002108995* teve a energia varidvel de -7.4
kcal/mol a -9.7 kcal/mol, com média de -8.32 kcal/mol. Por fim, as energias obtidas para
interacdo com o composto ZINC000008792389* foram entre -7.9 kcal/mol e -8.9
kcal/mol. Percebe-se que os valores de energias obtidos pelas novas moléculas ainda
assim possuem potencial para uma boa intera¢do ligante-proteina, contudo novas
simulacdes in silico envolvendo dindmica molecular com o ligante poderiam fornecer
melhores informacgdes acerca da estabilidade dos compostos na NS1 antes e apos as
alteracdes estruturais.

Figura 54 — Analise comparativa da distribuigdo global das energias dos compostos antes e apds a
modificag¢do estrutural
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Na analise da interagdo entre os compostos e as estruturas da NS1, foi possivel
observar maior numero de interagdes nao-favoraveis, especialmente na estrutura da NS1
YFV 65 (Figura 55). Entretanto, alguns residuos observados na anélise com 0s compostos
inalterados permaneceram chaves nessa andlise também, tais como LYS/ARGI14,
ILE/VAL19, PHE20 ¢ TRP201. Além dessas, interagdes foram constantes com os
residuos ARG/LYS/GLU192 e GLY/GLU203.

Figura 55 — Diagrama das principais interagdes observadas entre receptor e ligante apds modificagdo estrutural
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Tabela das interagdes obtidas através da analise no programa Discovery Studios. Somente residuos com mais de cinco
interagdes foram mostrados para facilitar visualizagdo dos dados.

Uma andlise comparativa em estrutura 2D das moléculas antes e apods a
modificacdo pode ser observada nas Figuras 56 a 59. Para os compostos
ZINC000008792352 ¢ possivel notar que alguns residuos apontados como chaves (tais
como ILE/VAL19 e TRP201) interagiram com o fragmento apontado como toxico
(destacado em vermelho na primeira coluna) com dois anéis aromaticos, € apds a sua
remog¢do esses residuos mantiveram interagindo em uma nova regido da molécula,
geralmente no anel aromatico que contem o atomo de cloro. A manutengao das interagdes
com esses aminodcidos, mesmo que em uma nova regido da molécula, destaca mais uma

vez a importancia desses residuos.
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Figura 56 — Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e ligante ZINC000008792352 antes e apds

modificag¢do estrutural
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Na primeira coluna esta representado o

composto sem modificagdo, e na segunda coluna o composto com

modificagdo. Nas linhas (horizontais, de cima para baixo estdo as analises para as estruturas da NS1 do
DENV 73, YFV 162, ZIKV 84 ¢ ZIKV 144. O fragmento removido esta destacado em vermelho na primeira

coluna.
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J& para o composto ZINC000012879754 ndo foi observado residuos chaves
interagindo na regido removida da molécula, exceto para a estrutura do YFV 65 que tinha
os residuos PHE20 e VAL21 com interag¢des do tipo van der Waals e LYS14 interagindo
em ambos anéis aromaticos (Figura 57). Apds a remog¢ao dos anéis aromaticos, PHE20 e
VAL21 apresentaram intera¢des ndo-favoraveis e LYS14 ndo apareceu no diagrama. Na
estrutura do DENV 73, os residuos ILE19, ILE21 e TRP201 foram mantidos apds a
alteracdo na molécula, mas interagindo em diferente localizagdo da molécula, sendo a

interacdo com PHE20 ausente antes e ap6s remog¢ao do fragmento.

J& para o ZIKV 144, entre os residuos chaves que interagiam com o composto sem
alteracdo estavam apenas o TRP201 e ILE21. Apds a remog¢do do fragmento tdxico,
apenas a interacdo com o ILE21 se manteve, sendo que VAL19 e PHE20 apareceram na
analise. Em resumo, os residuos chaves ndo foram tdo afetados pela remoc¢do do

fragmento, exceto em relacdo a estrutura do YFV 65.

A andlise da interagdo antes e apdés a modificacio do composto
ZINC000002108995 nao apresentou residuos chave (LYS/ARG14, ILE/VAL19, PHE20
e TRP201) na regido apontada como toxicoldgica (Figura 58). Para o DENV 73, antes da
modificacdo dos compostos, os residuos LYS14, ILE19 e TRP201 estavam presentes
interagindo na molécula e se mantiveram apds a remocdo dos anéis aromaticos.
Entretanto, por ajuste da molécula no sitio de ancoragem, a regido de interacdo desses

residuos no composto foi alterada.

Na estrutura do YFV 65 todos os quatro residuos estavam presentes interagindo
na molécula sendo VAL21 de forma desfavoravel. Apos a alteracdo do composto, todas
se mantiveram, sendo que a ILE19 e VAL21 com intera¢des desfavoraveis, também em
regides diferentes da observada antes da remocdo do fragmento. Para as interacdes na
estrutura do DENV 84, o composto antes da modificagdo interagiu com os residuos
VALI19, PHE20 e ILE21. Ap6s a modificagdo, apenas a interagdo com PHE20 foi perdida

sendo que a interagdo com TRP201 foi adicionada.
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Figura 57 - Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e ligante ZINC000012879754 antes e apos
modificag¢do estrutural
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Na primeira coluna esta representado o composto sem modificacdo, e na segunda coluna o composto com
modificagdo. Nas linhas (horizontais, de cima para baixo estdo as analises para as estruturas da NS1 do
DENV 73, YFV 65 e ZIKV 144. O fragmento removido estd destacado em vermelho na primeira coluna.
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Figura 58 - Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e ligante ZINC000002108995 antes e apos
modificagdo estrutural
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Na primeira coluna esta representado o composto sem modificagdo, e na segunda coluna o composto com
modificagdo. Nas linhas (horizontais, de cima para baixo estdo as andlises para as estruturas da NS1 do
DENV 73, YFV 65 e ZIKV 84. O fragmento removido esta destacado em vermelho na primeira coluna.
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A andlise do composto ZINC000008792389 antes e ap0s a alteragdo na molécula
pode ser observado na Figura 59. Para a estrutura do DENV 73, entre os residuos chaves
jé citados anteriormente, o LYS14 e TRP201 interagiram com pelo menos um dos trés
anéis removidos da molécula, além de interagdo de van der Waals observadas com
residuos ILE19, PHE20 e ILE21. Apos a remogao do fragmento, apenas a interagdo com
ILE19 ndo foi mantida na andlise. Na estrutura do YFV 162 todos os residuos chaves
apareceram na andalise antes da remoc¢ao do fragmento, sendo o TRP201 o Unico que
interagiu diretamente com a regido removida. Apos a modificagdo no composto, nao foi
observado na analise a interagdo com LY S14. Para o ZIKV 144, também todos os residuos
chaves apareceram na analise, sendo VAL19 e PHE20 que estavam interagindo na regido
dos anéis removidos. As interacdes com esses residuos foram mantidas mesmo apods

mudanga na estrutura do composto.

Percebe-se que apesar do tipo de interagdo alterar, muitos residuos se mantiveram
interagindo nas duas situagdes (antes e apos a modificacdo dos compostos). Essa regido
da cavidade, por ser uma interface de interacdo que se entrelaca com a mesma regido de
uma outra unidade monomeérica, ¢ rica de aminoacidos hidrofébicos e, por isso, as
estruturas com mais anéis aromaticos (sem modificagdo estrutural) tiveram o escore de
afinidade favorecido. Entretanto, o risco toxicologico aumentado ndo permite classificar
essas moléculas inalteradas como possiveis compostos com propriedades terapéuticas. As
moléculas sem os fragmentos toxicos apontados pelo servidor, apresentaram bom escore
de energia e interagcdes com residuos importantes da proteina, sendo potenciais ligantes

para acoplamento na regido do f-roll da proteina NSI1.
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Figura 59 - Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e ligante ZINC000008792389 antes e apos
modificagdo estrutural
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Na primeira coluna esta representado o composto sem modifica¢do, e na segunda coluna o composto com
modificagdo. Nas linhas (horizontais, de cima para baixo estdo as analises para as estruturas da NS1 do
DENV 73, YFV 162 e ZIKV 144. O fragmento removido esta destacado em vermelho na primeira coluna.
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5.4.2 Critério de eficiéncia
5.4.2.1 Comparagdo da triagem virtual entre estruturas da NS1 do DENV

Na analise de critério de afinidade, ou seja, considerando o nimero de 4&tomos do
ligante de acordo com a equacdo 4, selecionou-se os 100 melhores compostos
classificados como mais eficientes para cada estrutura de NS1. Apos 100 simulagdes
exaustivas para cada um dos 100 compostos ranqueados, a analise das energias de acordo
com o escore do AutoDock Vina foi realizada.

Para as estruturas da NS1 do DENV, houve diferencga estatisticamente significante
(p <0.0001) entre as energias obtidas na ancoragem desses 100 compostos para cada uma
das estruturas (DENV 46 e DENV 73) (Figura 60). Para a estrutura da NS1 do DENV 46
a maior energia foi de -5.8 kcal/mol e menor energia foi de -10.3 kcal/mol. Ja para o
DENYV 73 esses valores foram de -5.9 kcal/mol e -10.8 kcal/mol para maior e menor
energia, respectivamente.

Na andlise comparativa dos compostos classificados entre os 100 melhores de
acordo com o critério de eficiéncia entre as estruturas do DENV 46 ¢ DENV 73, nao foi
encontrado nenhum composto em comum, diferente do observado na analise por critério

de afinidade.

Figura 60 — Boxplot das distribui¢cdes de energia das 100 simulagdes exaustivas para os 100 compostos
ranqueados de acordo com critério de eficiéncia para as duas estruturas da NS1 do DENV.
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5.4.2.2 Comparagao da triagem virtual entre estruturas da NS1 do YFV

Assim como pro DENV, para as estruturas da NS1 do YFV também houve
diferenga estatisticamente significante (p < 0.0001) entre as energias dos compostos
ranqueados entre os 100 melhores (Figura 61). Para a estrutura da NS1 YFV 65 a maior
energia observada foi de -5.9 kcal/mol e a menor foi de -10.8 kcal/mol. Ja para a estrutura
YFV 162 os valores observados de maior energia foi de -6.6 kcal/mol e menor de -10.7
kcal/mol.

Entre os 100 compostos ranqueados como mais eficientes para as duas estruturas
do YFV, 11 deles foram encontrados simultaneamente na classificagdo da NS1 YFV 65
e YFV 162 (Apéndice E), sendo a maior concordancia entre estruturas até entdo

observada.

Figura 61 — Boxplot das distribui¢cdes de energia das 100 simulagdes exaustivas para os 100 compostos
ranqueados de acordo com critério de eficiéncia para as duas estruturas da NS1 do YFV.
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No diagrama 2D das interacdes (Figura 62), nota-se que ha residuos que estio
interagindo com os onze compostos para ambas as estruturas da NS1 do YFV como VAL
21 e TRP201. Esses dois residuos também estavam presentes analises das interagdes das
estruturas da NS1 do YFV usando o critério de afinidade. Outros residuos também se
caracterizaram como chaves nessas interagdes como CYX15, GLY16, ASP17, ILE19,
PHE20, ARG23 e ASP26 por estarem bastante presentes nas interagdes. Em comparagado

a analise da afinidade, algumas regides da proteina perderam interagdes (LEU13, LEU
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219, GLU274, VAL275 e HIP324). Esses residuos estdo fora da regido definida como
cavidade (residuos 1-28 e 182-216), sendo, portanto, aqui evidenciado uma
especificidade maior no acoplamento desses compostos menores na regido (cavidade) de

interesse.
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Figura 62 - Representag@o do diagrama 2D de interagdo dos onze compostos em comum as duas estruturas
do YFV com seus respectivos escores de energia
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Figura 62 (continuagdo) - Representagdo do diagrama 2D de interagdo dos onze compostos em
comum as duas estruturas do YFV com seus respectivos escores de energia
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Figura 62 (continuagdo) - Representacdo do diagrama 2D de interacdo dos onze compostos em comum as
duas estruturas do YFV com seus respectivos escores de energia
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Na primeira coluna esta representado as interagcdes do YFV 65 e na segunda coluna as interagdes do YFV
162. Na disposigao das linhas (horizontal) estdo os cinco compostos em stick.
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Assim como realizado nas analises dos compostos classificados pelo critério de
afinidade, também foi realizada a andlise das distancias entre residuos da proteina e
atomos do ligante. Essa analise nos permite ter uma ideia de especificidade entre
fragmento do composto e local de ancoragem na proteina. Para o ligante
ZINC000013370090 uma regido consideravel da molécula apresentou interacdes em

comum com os residuos ASP17, ILE19, PHE20, VAL21 e ARG23 (Figura 63).

Figura 63 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000013370090 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000013370090 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

J& a andlise realizada para o ligante ZINC000000462723 mostrou dois pequenos
fragmentos com especificidade em relagdo ao residuo com destaque pra os residuos

ASP17,ILE19, LYS192 e TRP201 (Figura 64).

No ligante ZINC000002123259 um consideravel fragmento em comum nas
ancoragens com as duas estruturas da NS1 do YFV (Figura 65). Esse fragmento possui
bastante similaridade com o fragmento observado na andlise para o ZINC000013370090,
com destaque para a regido do anel aromatico. Nota-se também que entre esses dois
compostos, quatro residuos (ASP17, ILE19, PHE20 e ARG23) apareceram nas duas
analises, indicando uma possivel preferéncia por esse fragmento nessa regido da cavidade

(Figura 66).
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Figura 64 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000000462723 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000462723 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Figura 65 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000002123259 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000002123259 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).
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Figura 66 — Pose de ancoragem dos ligantes ZINC000013370090 e ZINC000002123259
21

” . ZINC000002123259

ZINC000013370090

Hustragdo dos ligantes ZINC000013370090 e ZINC000002123259 em suas respectivas conformagdes de
ligacdo na cavidade da NS1 YFV 65 como exemplo. E possivel observar que os fragmentos similares (anéis
aromaticos com circulo verde destacando) estdo de formas semelhantes acoplados ao sitio.

Na analise do composto ZINC000000095489 observou-se um grande fragmento
com preferéncia de proximidade de certos residuos (CYX15, ILE19, PHE20, VAL2I,
ARG23, ASP26 e TRP201) independente da estrutura de NS1 do YFV (Figura 67). Nota-
se que parte desse fragmento (anel aromatico ligado ao fluor) é bastante similar ao do
composto anteriormente analisado (ZINC000002123259). Contudo, nota-se que apenas
dois residuos foram em comum nas duas andlises (ILE19 e ARG23) sugerindo um
diferente modo de ligacdo entre eles. Ao abrir os modos de ligacao desses dois compostos
na estrutura da NS1 YFV 65, observa-se que de fato as regides onde o flaor (&tomo verde)

se liga em cada composto estdo em lados opostos (Figura 68).
Figura 67 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000000095489 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000095489 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).
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Figura 68 - Pose de ancoragem dos ligantes ZINC000002123259 ¢ ZINC000000095489

ZINC000002123259

ZINC000000095489

Tlustragdo dos ligantes ZINC000002123259 ¢ ZINC000000095489 em suas respectivas conformagdes de
ligacdo na cavidade da NS1 YFV 65 como exemplo. Nota-se que as regides similares (com atomo de fltior
em verde) estdo de formas distintas acoplados ao sitio.

Ja para a anélise do composto ZINC000000485867 uma regido composta por dois
anéis aromaticos € uma outra composta um grupamento éter € uma cetona, além de mais
outros dois atomos de carbono isolados ligados a um outro anel aromatico foram
observados por estarem proximos aos mesmos residuos nas duas NS1 (Figura 69). Os
residuos que se destacaram na analise foram LYS14, CYX15, ILE19, ARG23, LYS192
e TRP201.

Figura 69 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000000485867 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000485867 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).
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O ligante ZINC000000086259 apresentou uma pequena regido em interagindo de
forma similar com os residuos da proteina, sendo uma parte de um anel aromatico e outra
contendo atomo de nitrogénio (Figura 70). Apenas os residuos ILE19 e PHE20

apareceram nessa analise
Figura 70 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000000086259 no sitio da NS1 do YFV

N17
PHE20

HN NH

ILE19 C19

ZINC000000086259

C18

C16

o YFV 65 ' Atomo |
Residuo s YF\/ 162 ligante

Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000086259 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Praticamente toda a estrutura do ligante ZINC000000178240 se manteve a uma
distincia < 5 A dos mesmos residuos da proteina independente da estrutura de NS1 do
YFV (Figura 71). Parte dessa regido ¢ composta por dois anéis ciclicos contendo um
grupamento éter, além de fragmentos de outros dois anéis ciclicos também com um
grupamento éter. Na andlise destaca-se a presenca dos residuos ILE19, PHE20, VAL21,
ARG23, ASP26, LYS192 e TRP201.

Assim como para o ligante anterior, o composto ZINC000000488503 também
apresentou uma grande parte da molécula préxima aos mesmos residuos da NSI
independente da estrutura da proteina, indicando um similar modo de ligagdo (Figura 72).
Destaca-se mais uma vez a presenga de um anel aromatico e grupamento éter em uma
cadeia ciclica. Nessa analise, os residuos em evidéncia foram CYX15, ILE19, PHE20,

VAL21, ARG23, ASP26 e TRP201 que ja estiveram presentes em analises anteriores.
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Na andlise realizada para o ligante ZINC000065248686, pequenos fragmentos

foram em comum distancia (< 5 A) a quatro residuos da proteina (GLY 16, ASP17, ILE19

e PHE20) (Figura 73), sugerindo uma maior divergéncia desse composto em relacdo a

forma de ancoragem nas diferentes estruturas da NS1 do YFV.

Figura 71 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000000178240 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000178240 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Figura 72 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000000488503 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000000488503 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).
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Figura 73 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000065248686 no sitio da NS1 do YFV

PHE20

C14
ILE19

ZINC000065248686

C13
GLY16

ASP17 C12
c11

| . | YFV 65 Atomo
Residuo — YFV 162 ligante

Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000065248686 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Para o ligante ZINC000065248870 (Figura 74) foi possivel observar que um
fragmento contendo parte de um anel aroméatico com o atomo e fluor ligado a ele, com
destaque para os residuos LYS14, GLY16, ILE19, PHE20, VAL21, ARG23, ASP26,
LYS192 e TRP201. Esse fragmento com o atomo de fltior ¢ muito similar ao das analises
dos compostos ZINC000002123259 e ZINC000000095489 (Figuras 65 e 67,
respectivamente). Nota-se, contudo, que ha maior concordancia de residuos entre o
composto ZINC000065248870 e ZINC000000095489, sugerindo que eles possuem um
mesmo modo de ligacdo no sitio. Na Figura 75, € possivel observar que diferente do que
aconteceu na andlise dos compostos ZINC000002123259 e ZINC000000095489, a
orientacdio do atomo de flior estd similar entre o ZINC000065248870 e
ZINC000000095489.

Apesar de uma certa similaridade estrutural entre os ligantes ZINC000065248686
e ZINC000065249270, os resultados nas analises foram distintos. Enquanto que para o
primeiro houve pouca concordancia entre ligante e distancia de residuo para as duas
estruturas de NS1, para o composto ZINC000065249270 grande parte da molécula esteve
a uma distancia < 5 A dos mesmos residuos para as duas estruturas da NS1 do YFV
(Figura 76), indicado um similar encaixe no sitio independente da estrutura. Em relagao
aos residuos do sitio, se destacaram a LYS14, ILE19, PHE20, VAL21, ARG23, ASP26,
LYS192 e TRP201.
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Figura 74 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000065248870 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC0000652488706 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Figura 75 — Conformagdes da ancoragem dos compostos ZINC000065248870 ¢ ZINC000000095489

ZINC000065248870
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Tlustragdo dos ligantes ZINC000065248870 e ZINC000000095489em suas respectivas conformagdes de
ligacdo na cavidade da NS1 YFV 65 como exemplo. Nota-se que as regides similares (com atomo de fltior
em verde, delimitado pelo circulo tracejado em cinza) estdo de formas similares acoplados ao sitio.

Nas analises dos 11 compostos em comum ¢ possivel destacar alguns aminoacidos
que apareceram em vdrias resultados como ILE19, PHE20 e ARG23, sendo que o
primeiro apareceu em todas. Além desses, LYS14, CYX15, GLY16, ASP17, VAL21,
ASP26, LYS192 e TRP201 apareceram em mais de uma andlise. Esses residuos j& foram
destacados como importantes em outras andlises desse estudo. Curiosamente, a PHE22
apesar da proximidade espacial com a PHE20, ndo se destacou em nenhuma andlise
realizada para as estruturas da YFV tanto na classificacdo dos ligantes por critério de
eficiéncia quando afinidade. Esse fato reforca a importancia da PHE20, que é um residuo

conservado entre as espécies aqui estudada, diferente da PHE22.
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Figura 76 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000065249270 no sitio da NS1 do YFV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000065249270 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

5.4.2.3 Comparacao da triagem virtual entre estruturas da NS1 do ZIKV

Similar aos resultados encontrados para o DENV e YFV, a distribui¢do de energia
da triagem virtual dos compostos do ZINC também apresentou diferenga estatisticamente
significante (p < 0.0001) entre as duas estruturas da NS1: ZIKV 84 e ZIKV144 (Figura
77). Para a estrutura do ZIKV 84 a maior energia observada foi de -6.3 kcal/mol e a menor
de -11.2 kcal/mol. J4 para a estrutura do ZIKV 144 esses valores foram de -5.5 kcal/mol

e -11.4 kcal/mol, respectivamente.

Na comparacdo dos 100 compostos ranqueados para cada estrutura, observou-se
apenas dois compostos em comum as duas NS1 (Apéndice F). Na anélise de interagdo
2D (Figura 78), os aminoacidos envolvidos nas interagdes apareceram em pelo menos
trés das quatro interagdes avaliadas, exceto pra VAL6, ASP7 e ARG276. Os residuos

SERS, ILE21 e ARG214 apareceram em todas as quatro analises das interagdes.
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Figura 77 - Boxplot das distribui¢cdes de energia das 100 simulagdes exaustivas para os 100 compostos
ranqueados de acordo com critério de eficiéncia para as duas estruturas da NS1 do ZIKV
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Figura 78 - Representagdo do diagrama 2D de interagdo dos dois compostos em comum as duas estruturas
do ZIKV com seus respectivos escores de energia
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Na primeira coluna esta representado as interagdes do ZIK'V 84 e na segunda coluna as ineragdes do ZIKV
144, ambos em superficie rosa claro e rosa mais escuro, respectivamente. Na orientacdo das linhas
(horizontal, de cima para baixo) estdo os compostos ZINC000000271839 e ZINC000006117574 em sticks

Na busca de fragmentos proximos aos mesmos aminodcidos nas duas estruturas

da NSI1, foi possivel observar para o ligante ZINC000000271839 que uma regido do

composto manteve distancia < 5 A aos residuos SERS, VAL6 e ARG14 independente da

estrutura (Figura 79). A maior parte da molécula estava proxima a SERS, indicando uma

maior preferéncia de proximidade dessa regido do ligante com esse residuo. Esse

aminoacido também se destacou na analise de interacdo 2D realizada anteriormente

(Figura 78), onde apareceu nas quatro interagdes analisadas.
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Figura 79 - Andlise fragmento-especifico do ligante ZINC000000271839 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINCO000000271839 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representagdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

Na andlise para o ligante ZINC000006117574, grande parte da molécula estava a
uma distancia < 5 A dos mesmos residuos da proteina NS1 do ZIKV independente da
estrutura analisada (ZIKV 84 e ZIKV 144) (Figura 80). Diferente do observado para o
ligante ZINC000000271839, varios residuos se destacaram na andlise: SERS5, VALG6,
PHES, ASN23, VAL25, GLU26, GLU192, TRP201, GLU203 e LYS213. Esse resultado
sugere uma maior concordancia entre local de interagdo da molécula nas estruturas da

proteina NS1 do ZIKV.
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Figura 80 - Analise fragmento-especifico do ligante ZINC000006117574 no sitio da NS1 do ZIKV
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Diagrama ilustrando o local de ancoragem do fragmento ZINC000006117574 em comum nas duas
estruturas da NS1. Na representacdo da estrutura do composto, destaca-se (em vermelho) os fragmentos em
comum (coluna “Atomo ligante” do diagrama).

5.4.2.4 Anélise da intersec¢do de compostos presentes na triagem virtual das trés espécies

Da mesma forma que foi feita a busca de compostos em comum nas estruturas da
NSI1 das trés espécies nos compostos classificados pelo critério de afinidade, também foi
realizada a busca para os compostos classificados por critério de eficiéncia. O resultado

pode ser observado na Tabela 5.

Observou-se interse¢do de compostos na analise de quatro estruturas, como pelo
menos uma de cada espécie e na andlise com trés estruturas, sendo uma de cada espécie
com um total de quatro analises com pelo menos um composto em comum. Ao avaliar
quais compostos eram esses, notou-se que eles se resumiram em dois compostos, como

descrito na Tabela 6.

No boxplot da distribuigdo das 250 menores energias resultado da ancoragem
desses dois compostos nas estruturas da NS1 (Figura 81), ¢ possivel observar que o
composto ZINC000000271839 possui valor maior de energia (-7.6 kcal/mol, para
estrutura da NS1 do ZIKV 144) e o composto ZINC000000485867 possui menor energia
(-10.1 kcal/mol, na estrutura da NS1 YFV 162). Contudo, a distribuicdo global das
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energias ¢ bastante similar para os dois compostos. Ao avaliar essa distribuicdo

globalmente, sem separar por estrutura de NSI1, nota-se que ndo ha diferenca

estatisticamente significante entre elas (p > 0.05) (Figura 82). Apesar disso, esses

compostos possuem baixa similaridade estrutural, com coeficiente de Tanimoto de 0.22,

de acordo com a ferramenta “Similarity Workbench” do ChemMine Tools.

Tabela 5 — Interse¢do de compostos por critério de eficiéncia presentes nas estruturas da NS1

ANALISE COM 6 ESTRUTURAS

# COMPOSTOS EM

COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
ANALISE COM 5 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
ANALISE COM 4 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_65 ZIKV_144 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_46 DENV_73 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 0
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_84 1
DENV_73 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 YFV_162 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_65 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_65 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_46 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
DENV_73 YFV_162 ZIKV_84 ZIKV_144 0
ANALISE COM 3 ESTRUTURAS # COMPOSTOS EM
COMUM
DENV_46 ZIKV_84 YFV_65 0
DENV_46 ZIKV_84 YFV_162 0
DENV_46 ZIKV_144 YFV_65 0
DENV_46 ZIKV_144 YFV_162 0
DENV_73 ZIKV_84 YFV_65 2
DENV_73 ZIKV_84 YFV_162 1
DENV_73 ZIKV_144 YFV_65 1
DENV_73 ZIKV_144 YFV_162 0

Tabela 6 — Compostos por critério de eficiéncia presentes na interseg@o entre estruturas da NS1

Composto

ZINC000000271839

ZINC000000485867

DENV_73NYFV_65NYFV_162NZIKV 84

Analises

DENV_73NYFV _65NZIKV 84
DENV_73NYFV_65NZIKV 144

DENV_73NYFV _65NZIKV 84
DENV_73NYFV_162NZIKV_84
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Figura 81 — Boxplot da distribuicdo das energias da triagem virtual obtida para os dois compostos em
comum

Dois compostos em comum as trés espécies - Critério de afinidade

DENV 73 E3 YFV162 EJ YFVe5 3 ZIKV 144 ZIKV 84
75
[ ]
[ ]
[ ]
[
-8.0 .
[ ]
% -8.5 ° °
g ° °
(_U L]
L2 '
; °
> -9.0 .
(4] ]
: =
95
-10.01 |
ZINC000000271839 ZINC000000485867
Composto

Figura 82 — Boxplot da distribuicao global das energias dos dois compostos em comum
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A andlise das interagdes entre o ligante ZINC000000271839 e proteina revelou
que foram mantidas as interagdes nos residuos LYS/ARG14 e ILE/VALI19 em todas as
estruturas da NS1 da andlise (DENV 73, YFV 65, ZIKV 84 ¢ ZIKV 144) (Figura 83).
Esses residuos na mesma posicao (14 e 19), sdo classificados como substitui¢do
conservativa, uma vez que os aminodcidos possuem caracteristicas bioquimicas similares
como falado anteriormente em outras andlises. Em relacdo ao ligante
ZINC000000485867, além da interacdo LYS/ARG14, também se observou as interagdes
ILE/VAL21, ARG/ASP/ASN23 e HID/ASP/GLU?26. Essas cinco interagoes conservadas
para seus respectivos compostos independente da estrutura da NS1 também foram
encontradas nas intera¢des dos cinco compostos em comum classificados de acordo com
o critério de afinidade. Esses resultados sugerem a importancia desses residuos, ndo

somente em relacdo a sua posi¢ao, mas também as suas caracteristicas bioquimicas.

Ao unir os resultados obtidos para os dois compostos nota-se que apenas a
interagdo LYS/ARG14 foi mantida para todas as estruturas. Entretanto, VAL/ILE21,
ARG/ASP/ASN23 e HID/ASP/GLU26 também se destacaram, aparecendo em sete das
oito andlises ligante-receptor. Também ¢ importante destacar a presenca das interagdes
PHE20 (seis de oito intera¢des), TRP201 e ILE/VAL19 (cinco de oito interagdes, cada

um).

A andlise do perfil ADMET in silico realizado no programa OSIRIS apresentou
bons resultados para o composto ZINC000000271839, com baixo risco de toxicidade para
todos os pardmetros analisados e drug-score de 0.87 (Tabela 6). J& o ligante
ZINC000000485867 apresentou elevado risco de toxicidade na avaliagdo de risco

reprodutivo e drug-score de 0.12.

O fragmento apontado como de elevado risco toxicoldgico pelo programa OSIRIS
engloba boa parte da molécula, cuja remocgao resulta em um composto com baixo risco
toxicologico, porém com baixos valores de druglikeness e drug-score (-4.24 e 0.39)
(Figura 84). Esse comportamento foi diferente do observado nas moléculas classificadas
pelo critério de afinidade, uma vez que 14 as modificagdes nas moléculas aumentaram os
escores do OSIRES para valores de potenciais fAirmacos (druglikeness > 0) e aqui esse

valor se manteve negativo.
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Figura 83 — Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e os dois ligantes em comum
(ZINC000000271839 e ZINC000000485867)
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Figura 83 (continuagdo) - Diagrama 2D da interagdo entre proteina NS1 e os dois ligantes em comum (ZINC000000271839
e ZINC000000485867)
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Na orientagdo de coluna encontra-se os dois compostos em comum as estruturas ZINC000000271839 e
ZINC000000485867, e na orientagdo de linhas estdo as estruturas da NS1.

Tabela 6 — Predicao toxicidade, druglikeness e drug-score de acordo com OSIRIS

Riscos de toxicidade Scores
Composto Risco Risco Risco Risco
mutagénico  tumorogénico irritante reprodutivo  Druglikeness Drug-score
ZINC000000271839 4.21 0.87
ZINC000000485867 Elevado -8.87 0.12

Figura 84 — Alteragdo estrutural da regido apontada como potencial risco reprodutivo para o composto ZINC000000485867

DL=-4.24

DS =0.39

ZINC000000485867
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6. DISCUSSAO

A proteina NS1 dos Flavivirus tem se mostrado um importante fator de viruléncia,
e consequentemente um promissor alvo para uso terapéutico contra as viroses causadas
por esse género. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos almejando a inibicdo da
proteina NS1, seja através de moléculas, peptideos ou anticorpos Anti-NS1. Entretanto,
todos eles focam em apenas uma espécie e na forma dimérica da proteina (AHMAD et
al., 2020; RAZA; ABBAS; AZAM, 2019; SONGPRAKHON et al., 2020; WAN et al.,
2014).

O presente estudo, contudo, visou a busca de conformagdes do mondmero da NS1
que sejam similares entre as trés espécies de Flavivirus mais presentes no Brasil na
tentativa de propor uma molécula que seja em comum a todas elas. A sugestao pela forma
monomérica deve-se ao fato da proteina como dimero possuir importantes fun¢des na
patogénese do virus. Sendo assim, acredita-se que uma interferéncia na molécula nao
funcional (mondémero), impedindo a formagdo das estruturas funcionais (dimero e

hexamero) seja uma melhor alternativa.

O estudo realizado em réplicas permitiu o aumento da amostragem
conformacional da proteina NS1 das trés espécies. A importancia dessa metodologia pode
ser observada pela diferenca do perfil do RMSD nas analises interespécie, e na quantidade

de clusters gerados ap0Os concatenar as trajetorias.

Um desafio que encontra-se na execuc¢ao da triagem virtual de compostos ¢ a
selecdo das conformagdes do receptor para ancoragem com os ligantes. Muitos
pesquisadores t€ém usado a abordagem conhecida como ensemble docking quando a
dindmica de um receptor ¢ caracterizada e um série de conformagdes sdo usadas na
ancoragem (EVANGELISTA FALCON et al., 2019). Apesar de obter bons resultados,
essa metodologia pode ter um elevado custo computacional. Em casos de capacidade
computacional limitada, o agrupamento das conformagdes obtidas de uma tUnica
trajetoria, e o uso das estruturas representativas de cada grupo, € usada para selecionar as

conformacdes do receptor para a ancoragem (AMARO et al., 2018).

Evangelista et al. (2019) enfatiza que o agrupamento de configuragdes de uma
trajetoria ndo identifica as estruturas proteicas que sdo mais selecionadas pelos seus

ligantes, entretanto, se o agrupamento focar em apenas uma regido (um sitio de ligagao)
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os resultados podem ser aprimorados quando comparados aos agrupamentos focados em

grande parte da proteina.

Com base nisso, foi realizada a analise de cluster (agrupamento de conformagdes)
apenas da cavidade de ligagdo dos possiveis ligantes. Como o intuito do trabalho ¢
encontrar moléculas que possuam afinidade elevada a NS1 das trés espécies virais
concomitantemente, foram selecionadas conformagdes de cada espécie que se mostraram
estruturalmente similares entre si. Aquelas com o sitio de ligagio aberto (favoravel para
a ancoragem do ligante) e com melhores drug scores foram selecionados para a execugao
da triagem virtual. Nota-se no alinhamento das estruturas (Figura 30) que a regido com
maior similaridade estrutural é a do 8-ladder, sendo a regido do [5-roll a mais divergente

devido a sua flutuagdo elevada.

Dessa forma, apds a selecao das conformagdes estruturais da NS1 de cada espécie
realizou-se a triagem virtual de compostos naturais do banco de dados de ZINC. As
andlises das ancoragens foram ranqueadas de acordo com dois critérios: afinidade e
eficiéncia. Na andlise de critério de afinidade, cinco compostos foram encontrados em
comum as estruturas da NS1 sendo pelo menos uma de cada espécie, sendo que quatro

ligantes apresentaram risco de toxicidade médio ou elevado de acordo com o programa

OSIRIS.

Esses compostos foram entdo modificados para remocao dos riscos toxicologicos,
e uma nova andlise de ancoragem foi realizada com eles. Todos tiveram os valores de
energia de acordo com o escore do AutoDock Vina aumentados, sendo que ainda assim
se mantiveram em uma boa pontuagdo para se tornar um possivel farmaco, incluindo o
valor de druglikeness do OSIRIS maior que 0. A andlise de interacdo dos ligantes pos-
modificacdo estrutural e do ligante ZINC000013411589 (o tnico que ndo apresentou
risco toxicologico e ndo precisou ser modificado) apresentou residuos importantes
(LYS/ARGI14, ILE/VAL19, PHE20, ILE/VAL21 e TRP201) que se destacaram nas

analises.

Na andlise dos compostos classificados por critério de eficiéncia, apenas dois
ligantes foram encontrados em comum as estruturas da NS1 das diferentes espécies. A
analise do OSIRIS apontou um composto (ZINC000000485867) com elevado risco

reprodutivo, sendo que diferente dos compostos classificados pelo critério de afinidade,
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a modificagdo do fragmento apontado como toxico ndo gerou uma molécula promissora

para se tornar um potencial fArmaco (druglikeness < 0). Sendo assim, apenas o composto

ZINC000000271839 se mostrou promissor na classificagdo por critério de eficiéncia. Na

andlise de interacdo receptor-ligante, as interagdes LYS/ARGI14 e ILE/VALI9 se

destacaram mais uma vez. No geral, seis potenciais farmacos multialvo foram

selecionados. Um resumo deles pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Seis compostos selecionados como promissores para inibi¢do da formagdo do dimero da NS1

Composto Critério* Druglikeness Drug-score  Espécie (Plzzl:ll;ﬁiz;)
DENV -8.7

ZINC000008792352* A 8.87 0.77 YFV -9.2
ZIKV -8.7

DENV -9.2

ZINC000012879754* A 8.79 0.70 YFV -9.6
ZIKV -8.5

DENV -8.5

ZINC000002108995* A 2.11 0.78 YFV -9.0
ZIKV -7.5

DENV -10.8

ZINC000013411589 A 3.78 0.24 YFV -11.8
ZIKV -11.7

DENV -8.3

ZINC000008792389* A 5.48 0.82 YFV -8.9
ZIKV -8.9

DENV -9.3

ZINC000000271839 E 4.21 0.87 YFV -9.7
ZIKV -9.3

*: compostos com modificagdo estrutural
*: valor do menor escore de energia obtido pelo AutoDock Vina

&: A = afinidade; E = eficiéncia
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As ferramentas in silico vém sendo utilizadas como um importante aliado na busca
de moléculas promissoras a farmacos permitindo uma diminui¢do de custo e tempo no
processo. Para tanto, novas estratégias e aprimoramento das ja existentes estdo sendo

testadas.

Com base nisso, o presente trabalho obteve a partir de simulagdes de dindmica
molecular em quintuplicatas da proteina NS1 do DENV, YFV e ZIKV conformagdes
similares entre as espécies com o intuito de encontrar ligantes com elevada afinidade pelo

sitio de ancoragem.

A triagem virtual de compostos naturais do banco de dados do ZINC forneceu seis
farmacos promissores, sendo cinco classificados pelo critério de afinidade e um pelo
critério de eficiéncia. As analises das interagcdes desses compostos permitiram destacar

residuos chaves para a interagdo deles.

O presente trabalho foi pioneiro no laboratério de bioinformatica do NCBios a
trabalhar com diferentes conformagdes de uma proteina de espécies distintas na busca de
um composto multialvo, iniciando uma nova abordagem no desenvolvimento racional de

farmacos.

A ideia de que um mesmo composto tem tendéncia a interagir com conformagdes
similares com elevada afinidade foi mostrado aqui com os compostos em comum as
estruturas da NS1 similares entre si. A limitagdo do trabalho se deu pelo baixo numero de
estruturas usadas (duas de cada espécie), devido a reduzida capacidade computacional do
laboratorio. Mais compostos poderiam ser ranqueados com o aumento de conformagdes
da NS1 para cada espécie. Entretanto, os seis compostos aqui apontados sdo suficientes

para dar prosseguimento aos estudos.

Apesar de ndo ter sido foco do trabalho, também foi realizada a comparacao de
compostos ranqueados em comum nas estruturas de NS1 da mesma espécie. Os dados
gerados e resultados aqui apresentados abrem oportunidades de estudo no desenho

racional de farmacos espécie-especifico desses Flavivirus.
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Os resultados até entdo obtidos se mostraram como um importante passo inicial,
sendo necessario ainda andlises complementares. Almejamos prosseguir com o estudo de
estabilidade dessas moléculas nas estruturas da NS1 dessas trés espécies virais por meio
de simulac¢des de dindmica molecular. Espera-se que haja uma estabilidade do sitio de
ancoragem (f3-hairpin) que ¢ uma regido instavel sem a intera¢cdo com a mesma regiao da
outra unidade monomérica. Com a estabilidade garantida pelo ligante, a interface de
interacdo para formacdo do dimero fica indisponivel. Por fim, testes in vitro serdo
realizados para avaliagdo da capacidade inibitéria da reproduc¢do dos virus por esses

compostos.
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APENCIDE A — Estruturas da NS1 selecionadas para triagem virtual de compostos

NS1 DENV

No chart superior esta a estrutura DENV 46 e no inferior encontra-se DENV 73 em superficie branca. Em
tom de vermelho e em superfice mesh esta destacado o pocket. Em superficie verde, esta selecionado os
residuos do f-roll (1 o 25).

NS1 YFV

No chart superior esta a estrutura YFV 65 e no inferior encontra-se YFV 162 em superficie branca. Em
tom de azul e em superfice mesh esta destacado o pocket. Em superficie verde, esta selecionado os residuos
do f3-roll (1 0 25).
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NS1 ZIKV

No chart superior esta a estrutura ZIKV 84 e no inferior encontra-se ZIKV 144 em superficie branca. Em
tom de magenta e em superfice mesh estd destacado o pocket. Em superficie verde, esta selecionado os
residuos do f-roll (1 o 25).
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APENDICE B — Modos de ligagdo dos compostos em comum nas cavidades da NS1
DENV _46 e DENV_73 por critério de afinidade

DENV_46 DENV_73

ZINC000070704746

-10.1 kcal/mol

ZINC000070699829

-9.7 kcal/mol -10.4 kcal/mol

Na primeira coluna esta representado as estruturas do DENV 46 e na segunda coluna as estruturas do DENV
73, ambos em superficie cinza escuro e cinza claro, respectivamente. Na primeira linha tem-se o composto
ZINC000070704746 em stick vermelho e na segunda linha o composto ZINC000070699829 em stick
amarelo com as respectivas energias do melhor modo de ligagao.
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APENDICE C — Modos de ligagdo dos compostos em comum nas cavidades da NS1
YFV_65e YFV_162 por critério de afinidade
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YFV_162
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Na primeira coluna esta representado as estruturas do YFV 65 e na segunda coluna as estruturas do YFV
162, ambos em superficie bege claro ¢ bege mais escuro, respectivamente. Na orientacdo das linhas

(horizontal, de cima para baixo) estdo

os compostos ZINC000008792187, ZINC000070705115,

ZINC000095486217, ZINC000015956900 e ZINC000070699829 representados em sticks.
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APENDICE D - Modos de ligagdo dos compostos em comum nas cavidades da NS1
ZIKV 84 e ZIKV 144 por critério de afinidade

ZIKV_84 ZIKV_144

ZINC000524730935

ZINC000524730935

ZINC000524730935

ZINC000085878218

‘ -
.
- S R

-11.0 kcal/mol

ZINC000085569026

ZINC000020759145

-10.3 kcal/mol -11.2 kcal/mol

Na primeira coluna esta representado as estruturas do ZIKV 84 e na segunda coluna as estruturas do ZIKV 144, ambos
em superficie rosa claro e rosa mais escuro, respectivamente. Na orientac¢do das linhas (horizontal, de cima para baixo)
estdo os compostos ZINC000524730935, ZINC000070691963, ZINC000008792352, ZINCO000085878218,
ZINC000085569026 ¢ ZINC000020759145 representados em sticks.
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APENDICE E - Modos de ligagdo dos compostos em comum nas cavidades da NS1
YFV_65e YFV_162 por critério de eficiéncia

ZINC000013370090

ZINC000002123259 ZINC000000462723

ZINC000000095489

-9.2 kcal/mol
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~
~
i
08 Y—,
" ’_. j.'a:j
-
-9.3 kcal/mol
- - = .
t .
~
~
a‘. :
Ve g G
T S
ST

--

-9.1 kcal/mol

-9.3 kcal/mol

YFV_162
= e

-9.9 kcal/mol

-9.2 kcal/mol

- -r\
1

-9.7 kcal/mol
- LB | \

-9.7 kcal/mol



ZINC000000488503 ZINC000000178240 ZINC000000086259 ZINC000000485867

-9.1 kcal/mol

YFV_162

-10.1 kcal/mol

-10.1 kcal/mol

-9.1 kcal/mol

--------’

-9.5 kcal/mol
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YFV_162

ZINC000065248870 ZINC000065248686

ZINC000065249270

-9.3 kcal/mol -10.2 kcal/mol

Na primeira coluna esta representado as estruturas do YFV 65 e na segunda coluna as estruturas do YFV
162, ambos em superficie bege claro ¢ bege mais escuro, respectivamente. Na orientacdo das linhas
(horizontal, de cima para baixo) estdo os compostos ZINC000013370090, ZINC000000462723,
ZINC000002123259, ZINC000000095489, ZINC000000485867, ZINC000000086259,
ZINC000000178240, ZINC000000488503, ZINC000065248686, ZINC000065248870 e
ZINC000065249270 representados em sticks.
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APENCIDE F - Modos de ligagdo dos compostos em comum nas cavidades da NS1
ZIKV 84 e ZIKV 144 por critério de eficiéncia

ZIKV_84 ZIKV_144

ZINC000000271839

ZINC000006117574

-9.1 kcal/mol -9.9 kcal/mol

Na primeira coluna esta representado as estruturas do ZIKV 84 e na segunda coluna as estruturas do ZIKV
144, ambos em superficie rosa claro e rosa mais escuro, respectivamente. Na orientagdo das linhas
(horizontal, de cima para baixo) estdo os compostos ZINC000000271839 e ZINC000006117574 em sticks.
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