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RESUMO

A dengue ¢ uma doenga que se tornou uma grande preocupagao para a saude publica e,
de acordo com a OPAS (Organizagdo Pan-Americana de Saude), nas ultimas décadas, a
incidéncia global da enfermidade aumentou drasticamente. Ela ¢ causada por um agente
etiologico pertencente a familia Flaviviridae, do género Flavivirus e tem como vetor de
transmissdo, 0 mosquito Aedes aegypti.

Apesar do individuo diagnosticado com a doenga ser tratado com medicamentos que
melhorem os sintomas, ndo existe nenhum registro cientifico de antivirais que sejam eficazes
contra o virus da dengue. Por essas razdes, se faz necessaria a busca e descoberta de possiveis
farmacos que tratem diretamente o agente causador dessa enfermidade e um dos alvos que
mostra bastante potencial para esses estudos ¢ uma proteina ndo estrutural do Dengue virus
conhecida como NS5 que, durante o ciclo de replicagdo em células humanas, tem como papel,
ser uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) que replica o genoma viral e ajuda o
virus a escapar do sistema imunoldgico.

Atualmente, a bioinformatica se tornou uma area de conhecimento muito importante
nessa corrida, pois ela oferece varias ferramentas que ajudam o pesquisador a estudar
previamente compostos que possam ser potenciais medicamentos como, por exemplo, a
triagem virtual que filtra um banco de dados com inimeras moléculas e retira aquelas que ndo
cumprem requisitos basicos para serem futuramente utilizadas.

Outro procedimento ¢ conhecido como ancoragem que testa o encaixe desses
compostos na proteina alvo e ha o teste de ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo,
Excre¢do e Toxicidade) utilizado para comprovar as varias caracteristicas das moléculas.

Utilizando as ferramentas disponiveis da bioinformatica foi possivel obter a proteina
NS5 do Dengue virus juntamente com seu ligante e construir um modelo baseando-se em sua
forma para fazer os processos de triagem virtual, ancoragem molecular e teste de toxicidade
encontrando, como resultado, dois compostos, a Fasciculiferina e a 3,3-O-Dimetilquercertina,

que tiveram desempenhos interessantes para esse trabalho.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS:

ADMET - Absor¢ao, Distribuicao, Metabolismo, Excrecao E Toxicidade.

PDB - Protein Data Bank.

vROCS - Programa baseado no método de comparagdo de forma.

NuBBE - Nucleo de Bioensaios, Biossintese ¢ Ecofisiologia de Produtos Naturais.
RdRp - RNA-dependent RNA polymerase.

CADD - Computer-Aided Drug Design

DENYV - Virus da dengue

pkCSM — progama que avalia o ADMET de uma molécula.



SUMARIO:

INTRODUGAO ..ottt eennan 09
OBJIETIVOS ..o 13
MATERIAIS E METODOS .........ooomiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 14
RESULTADOS E DISCUSSAO ... 17
CONCLUSAO.........oomooeeeeeeeeeeeeeeee ettt n s s s 28
REFERENCIAS ..o 29
ANEXOS ..o 32



1. INTRODUCAO

A dengue ¢ uma doencga causada por um virus conhecido como Dengue virus (DENV)
da familia Flaviviridae, do género Flavivirus que ¢ caracterizado por ser envelopado, conter o
RNA como material genético e suas particulas esféricas chegam a medir de 40 a 50 nm em
diametro (NAGATA, 2009). Essa enfermidade assola grande parte das pessoas, pois, dois
quintos da populagao mundial vivem em areas endémicas e correm grandes riscos de contrai-
la (GUO et al., 2017, MENDONCA et al., 2018). Atualmente sabe-se que existem quatro
sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que circulam simultaneamente e causam
sintomas como: febre baixa ou alta e incapacitante; dor de cabega; dor atras dos olhos; dores
musculares; dores nas articulagdes e erupgdes cutaneas. Além disso, a saide do individuo
pode se agravar e esses sintomas podem evoluir para casos de febre hemorragica e até

sindrome de choque letal (CANNALIRE et al., 2018).

A replicagdo viral ja é conhecida dentro de células humanas e comeca pela endocitose
que sO ¢ realizada quando ocorre a interacdo de proteinas do envelope (Proteina E) com
receptores celulares. Depois de ser internalizada, a particula ¢ exposta a um pH baixo no
compartimento pré-lisossomal endocitico induzindo a fusdo do envoltorio do virus e a
membrana celular permitindo o processo de desnudamento e liberagdo do material genético

viral no citoplasma. (NAGATA, 2009; PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008)

A partir desse momento, ocorre o processo de tradug¢dao gerando uma poliproteina que
serd clivada por proteases codificadas pela célula hospedeira e a protease do proprio virus
(NS2b/NS3) resultando, ao final da etapa, dez proteinas: trés sendo estruturais (C, prM e E) e
sete sendo ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5). Apoés a sintese da
NS5, se inicia a replicacio de RNA que servird de molde para futuras fitas de material

genético, possibilitando a montagem de particulas virais no reticulo endoplasmatico.

No complexo de Golgi, devido ao pH 4acido, o virus ainda imaturo sofrerd um
rearranjo nas proteinas do envelope e uma clivagem proteolitica da proteina prM em “pr” e
“M” pela protease furina celular caracterizando na sua maturagdo e liberagdao da célula por
exocitose. (LIM, 2015; MARINHO, 2015; NAGATA, 2009; PERERA; KHALIQ; KUHN,
2008).



FIGURA 1 - Ciclo de replicacdo de um flavivirus em células humanas
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Fonte: (MARINHO, 2015; PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008)

No Brasil, a primeira epidemia de dengue confirmada de modo clinico foi em Boa
Vista (Roraima) no ano de 1981 e, desde entdo, se tornou comum a circulagdo do virus: apos
um periodo de 2 a 4 anos hia o declinio do sorotipo prevalente durante esse intervalo
ocorrendo a substituicdo de um novo sorotipo trazendo um grande desafio para manter sob
controle a disseminagdo da enfermidade na populacdo (BEZERRA et al., 2021; MARINHO,
2015). Os métodos de prevengdo para barrar a propagacdo do DENV baseiam-se em combater
o vetor de transmissdo conhecido por ser o mosquito Aedes aegypt que ¢ originario da Africa
subsaariana e seu processo adaptativo vem permitindo a rapida difusdo espacial e o seu
explosivo crescimento nas areas urbanas. (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; FERREIRA;
CHIARAVALLOTI NETO; MONDINI, 2018; KRAEMER et al., 2019)

Por 1sso, h4 grande preocupacao da sociedade para evitar a propagagao e a reproducao
do agente transmissor. Apesar de existir vacina para a dengue, a taxa de protecao adquirida

por ela ainda estd em estudo e ndo hé antivirais para o tratamento da doenca (CANNALIRE et
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al., 2018). E por esse motivo que existe a necessidade da pesquisa para descobrir um possivel

farmaco que, futuramente, possa ser utilizado.

Atualmente, o alvo desses estudos ¢ uma das proteinas ndo estruturais: a NS5. Ela ¢
interessante para o desenvolvimento de futuros medicamentos, pois tem um alto nivel de
conservagdo em sua estrutura entre os sorotipos do virus da dengue (mantendo,
aproximadamente, 70% de identidade de sua sequéncia) e também entre os outros flavivirus, o
que possibilita projetar compostos de amplo espectro. Possui aproximadamente 900 kDa e
exerce um papel importante, pois ela tem como funcionalidade, a replicagdo do material
genético do virus e também auxilia em sua prote¢ao por apresentar dois dominios: dominio N-
terminal que codifica atividades enzimadticas envolvidas para a formagdo do RNA cap e
dominio C-terminal que tem a funcdo de uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
estritamente necessdria para a formagdo de particulas virais em células hospedeiras (LIM,

2015; NAGATA, 2009).

FIGURA 2 — Estrutura da proteina NS5 do dengue virus sorotipo 3

Fonte: https://www.rcsb.org/structure/5JJR
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Hoje, a pesquisa para novos medicamentos ¢ bastante complexa e necessita da
interacdo de areas como inovacdo, conhecimento e tecnologia (GUIDO; ANDRICOPULO,
2008). E nesse contexto que o Computer-Aided Drug Design (CADD) se tornou uma
ferramenta de grande importancia que ajuda o mundo cientifico, agilizando e tornando os
estudos mais baratos. E uma técnica que visa calcular, por exemplo, a similaridade de ligantes

in silico.

O CADD tem duas maneiras de ser utilizado: baseando-se na estrutura ou baseando-se
no ligante. O primeiro método utiliza o conhecimento e a disponibilizacdo prévia da
disposi¢do da proteina alvo para o desenho de compostos que possam se ligar a ela. Ja o
segundo processo usa apenas as informagdes obtidas pelos ligantes para prever sua atividade e

similaridade quimica (SLIWOSKI et al., 2014).

A triagem virtual € outro procedimento muito importante utilizado para o desenho de
farmacos que, basicamente, consiste em testar, in silico, um nimero de compostos contra um
alvo, procurando algum tipo de resposta. Ela tem o seu diferencial por ndo incluir no
processo, substancias preditas como inativas e assim, facilitando, reduzindo o nimero de

falhas, tornando mais barato e mais rapido os futuros testes in vitro (SOUSA et al., 2020).

A ancoragem molecular ¢ utilizada para prever um melhor encaixe de um ligante a
uma molécula, permitindo varias conformagdes e orientagdes possiveis dele no local de
ligacdo da proteina. Ao final do processo, o pesquisador terd uma lista ranqueada das

melhores interagdes calculada pelo software (SALMASO; MORO, 2018).

Ao usar essas ferramentas disponiveis, € possivel direcionar as buscas a uma solug¢ao
direta para varios tipos de males e doencas que assolam a populagdo, incluindo a dengue que

gera, ha muito tempo, grande preocupacao na sociedade e na nagao brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBIJETIVOS GERAIS

e Construir um modelo para a busca de possiveis farmacos para o Dengue virus

sorotipo 3 através da triagem virtual.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter um modelo baseado em forma de um inibidor conhecido da NS5 extraido do

banco de dados do PDB.

e Realizar a técnica de triagem virtual no banco de dados de produtos naturais do

Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE).

e Fazer a ancoragem molecular nos programas FRED e GOLD a partir dos

resultados da triagem.
e Analisar os dados de toxicidade pelo pkCSM das moléculas selecionadas.

e Gerar diagrama 2D dos complexos selecionados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Gera¢io de modelo

A proteina NS5 do Dengue virus sorotipo 3 foi escolhida por causa dos dados obtidos
e do método utilizado durante os estudos de Lim et al., (2016) que, através de uma triagem
baseada em fragmentos usando cristalografia de raios-X, ele conseguiu identificar um
composto que, mais tarde, serviria como modelo para outras estruturas modificadas e
sintetizadas que se ligariam a proteina. Uma dessas modificagdes foi o composto 29 (ID: 68E)
que foi escolhido por se ligar a por¢do C-terminal no sitio RdRp e reter uma atividade
inibidora ndo competitiva potente. Depois, foi utilizado o programa vROCS 3.2.0.4, OpenEye
Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007) para gerar
um modelo baseado na forma do ligante escolhido para o seguimento das proximas etapas do

estudo.

3.2. Triagem virtual

Ap6s a geracdo do modelo baseado na forma, foram feitas as preparacdes para a etapa
de triagem virtual. O banco de dados utilizado para esse estudo foi o NuBBE que contém,
aproximadamente, 2223 moléculas provenientes de produtos naturais brasileiros que, logo em
seguida, passou por uma etapa de filtragem feita pelo programa FILTER do OMEGA 3.1.2.2:
OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM. (HAWKINS et al., 2010) para a retirada de
compostos indesejaveis como aqueles que possuem alta massa molecular e/ou que sdo

promiscuos, por exemplo.

Na etapa seguinte, as moléculas que passaram pela filtragem foram submetidas ao
programa QUACPAC 1.6.3.1, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM
(http://www.eyesopen.com) que fornece os estados de protonacdo adequados para o pH7,4 do
sangue e os isdmeros conhecidos como tautdmeros para cada composto do banco estudado.
Posteriormente, foram geradas as varias conformacgoes bioativas de cada composto do banco
de dados através do OMEGA 3.1.2.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM.
http://www.eyesopen.com (HAWKINS et al., 2010).

Com as etapas de preparacdo feitas, a triagem virtual foi realizada utilizando o

programa ROCS 3.3.2.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM. (HAWKINS;
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SKILLMAN; NICHOLLS, 2007) que, basicamente, ¢ uma ferramenta de virtual screening
que identifica compostos potencialmente ativos de maneira rapida através da comparagdo de

forma.

3.3.  Ancoragem molecular

Apos o processo de virtual screening, foi obtida uma lista ranqueada dos 500 melhores
compostos, com isso, partiu-se para a etapa de ancoragem molecular que, para realizé-la
utilizou-se dois programas. O primeiro foi o GOLD (JONES et al.,, 1997) que usa um
algoritmo para fazer o docking ¢ o segundo programa foi o FRED do pacote OEDOCKING
3.4.0.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM. (MCGANN, 2011) que faz esse
processo por métodos ndo estocasticos examinando todas as possiveis poses do ligante na
proteina. Para o seguinte passo, as dez melhores scores ChemPLP do GOLD e os sete
melhores scores Chemgauss do FRED foram escolhidos para realizar as analises de toxicidade

do ADMET.

3.4. Dados de toxicidade

Os compostos que tiveram melhores resultados no processo de ancoragem passaram
pelo procedimento de andlise de ADMET in silico onde foi utilizado o software online
chamado pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) que mostra as caracteristicas de
Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade de uma molécula. Os

parametros abordados nesse estudo foram, apenas, de toxicidade onde foram discutidos:

LD 50 (em ratos): E conceituado como dosagem letal que, quando administrada uma
unica vez, tem a capacidade de matar 50% da populacdo de ratos. Tem como objetivo avaliar

a poténcia toxica das moléculas.

Toxicidade para Tetrahymena pyriformis: A T. pyriformis ¢ uma bactéria usada para
determinar a toxicidade de uma substancia. Pelos calculos previamente feitos pelo programa,
a dosagem ¢ considerada toxica quando o valor de resultado desse parametro ¢ maior que -0,5

log ug/L que impedira o crescimento de 50% do microorganismo.

Teste de AMES: E um teste onde se verifica o potencial mutagénico de uma molécula
utilizando bactérias. Se o resultado der valores positivos, o composto ¢ mutagénico e pode ser

cancerigeno.
15



CL 50 (em peixes): Conceitua-se CL 50 como a concentragdo letal de uma substancia
que pode levar a morte, 50% da populacdo de peixes conhecidos como Flathead Minnows. O
resultado desse parametro que der abaixo de 0,5 mM indica que a molécula analisada tem alta

toxicidade aguda.

Dose tolerada maxima: Esse teste estima a quantidade maxima tolerada da
substancia, baseando-se em testes de medicamentos feitos anteriormente em animais durante a
fase I. Se o resultado for menor ou igual a 0,477 log (mg/kg/dia) é considerada baixa e serad

considerada alta se for maior que 0,477 log (mg/kg/dia).

Hepatotoxicidade: Essa analise tenta prever se um dado composto sera hepatotoxico

com base em varios efeitos colaterais observados em humanos causados por substancias.

Toxicidade cronica em ratos por via oral: Esse parametro visa identificar a dose
mais baixa da molécula estudada que poderd causar algum efeito adverso que pode ser

observado.

Sensibilizacao da pele: Esse teste prevé se um composto pode causar algum tipo de

sensibilizacdo da pele, como por exemplo, a dermatite alérgica.

Inibidores de hERG 1 e II: Essa analise visa prever se a substancia estudada pode
inibir os canais de potassio codificados pelo hERG o que pode resultar em uma arritmia
ventricular fatal. Essa foi uma das causas mais importantes de retiradas de medicamentos no

mercado farmacéutico.

Além da toxicidade dos compostos, ha também o teste da regra dos 5 de Lipinski onde
se espera uma boa absor¢do se os critérios como: a molécula deverd ter, no maximo, 5
doadores de hidrogénio; ndo deverd ter mais do que 10 atomos de hidrogénio e oxigénio; A
massa molecular ndo deverd ultrapassar 500 Da; uma parti¢do octanol-agua nao podera ser

maior do que 5 e entre outros critérios forem respeitados (LIPINSKI et al., 1997).

3.5. Diagrama 2D

Apo6s o processo de analises de ADMET, as moléculas que demonstraram melhores

parametros tiveram seus diagramas 2D feitos e intera¢cdes moleculares demonstradas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1. Geragdo de modelo

O pesquisador Lim et al., (2016) produziu, a partir de um composto encontrado no
processo de triagem baseado em fragmentos usando cristalografia de raios-X, moléculas
modificadas com diversos fins. O composto 29 (uma dessas modificacdes) serviu de base para

a constru¢do do modelo baseado em forma utilizado na triagem virtual. (Figura 3).

Figura 3 - O modelo gerado tem a forma parecida com a do ligante 29, destacada pela regido cinza. Os
pontos farmacoforicos definidos foram: 3 aceptores de hidrogénio representados por esferas vermelhas;
a esfera azul sobreposta a esfera vermelha indica um doador de hidrogénio e os anéis aromaticos foram

destacados pelas esferas verdes.

‘acceptor,donor

Fonte: imagem obtida pelo programa vROCS 3.2.0.4, OpenEye Scientific Software,
Santa Fe, NM (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007)
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4.2. Triagem virtual e ancoragem molecular:

O banco de dados de produtos naturais do NuBBe foi devidamente tratado, separando-

se as moléculas com caracteristicas de farmacos, sendo gerados posteriormente seus

tautdmeros e conférmeros bioativos para a triagem. A triagem virtual do banco de dados

realizada com base no modelo baseado em forma obteve como resultado os 500 melhores

compostos de acordo com o score TanimotoCombo. A ancoragem molecular foi realizada

com as 500 melhores moléculas contra a NS5 utilizando dois programas: o GOLD e o FRED.

Cada uma dessas duas ferramentas também possui seus proprios scores para separar 0s

melhores compostos, sendo eles 0 ChemPLP (GOLD) e Chemgauss4 (FRED). Os resultados

poderdo ser observados na tabela 1 e 2.

Identificacio: Estrutura 2D: TanimotoCombo: | ChemPLP:
\/Q ]
NuBBE 2369 U) 0.866 65.63
(] O
/
NuBBE_2370 \/Q' ' 0.847 61.47
o o
N/
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NuBBE_2371 0.846 62.70
| N
NuBBE _1152 Q\/\A/\/WO\ 0.821 61.00
Q
0
jseges
NuBBE_1556 . Ho Ao 0.819 63.23
|
O HO  on
NuBBE_1793 nd B 0.818 60.59
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NuBBE 1664 0.813 63.80
O\ (@]
NuBBE 1723 0.802 61.65
(0]
S
NuBBE 1825 0 0 0.800 61.13
\K\I ~
O
~
/
2 \
NuBBE 178 o 0.793 60.59

Tabela 1: Moléculas com melhores escores da etapa de ancoragem - GOLD.
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Identificacao: Estrutura 2D: TanimotoCombo; | Chemgauss4:
0- 0
!
NuBBE 1224 0.738 -10.146455
BN
HO 0
OH
OH
HO 0 o
NuBBE 1787 0.737 -10.307801
OH
o 0
OH
o 0 _
NuBBE 1787 o 0.736 -10.899460
o
OH OH
o -0 0 \/L
NuBBE 2088 0.733 -10.224477
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NuBBE 2430 0.715 -10.512042
0.713 -10.998854

NuBBE 2275

NuBBE 2275 0.708 -10.224970

Tabela 2: Moléculas com melhores escores da etapa de ancoragem - FRED.

4.3. Dados de toxicidade:

Os compostos listados e mostrados anteriormente passaram por um processo de
analise de toxicidade e, depois de revisados todos esses parametros, foram selecionados os
dois compostos, um de cada estratégia de ancoragem, com melhores resultados. Além disso,
notou-se que ambas as moléculas cumpriam as regras de Lipinski que ditam aspectos
especificos para compostos com caracteristicas de farmacos. Os dois compostos apresentaram
valores maiores do que o esperado para toxicidade para T. pyriformis, além desse dado, a

molécula NuBBE — 178 mostrou ter um CL 50 menor do que o recomendado.
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’ |
o
o]
HO% ~
OH

NuBBE_1224 NuBBE_178
Nome: 3.3- O - Nome: Fasciculiferina
Dimetilquecertina (GOLD)
(FRED)
Massa molecular 315,257 312,321
Logp 1,659 3,4858
Ligacdes rotacionaveis 2 4
Aceptores 7 5
Doadores 3 0
Teste de AMES Nao Nao
Dose tolerada maxima 0,401 0,493
Inibidores de hERG 1 Nao Nao
Inibidores de hERG 11 Nao Nao
LD 50 2,256 2,272
Toxicidade cronica em 1,599 1,06

ratos por via oral
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Hepatotoxicidade Nao Nao
Sensibilizacio da pele Nao Nao
Toxicidade para T.
- 0,328 0,447
pyriformis
CL 50 2,497 0,14

Tabela 3: Os compostos que obtiveram os resultados mais adequados nos testes de toxicidade.
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4.4. Diagramas 2D de interagdo ligante-proteina

Por fim, as moléculas escolhidas tiveram seus diagramas 2D gerados e suas interagdes

moleculares representadas e analisadas logo a seguir:

MET
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A:765
LEU
MET A:478
A:723 HIS _
A:678 3 TYR
); THR:728
;0 A:756
ILE e VARREEAN
: PLY s TR . LEU
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cys A:760 s Niean i \
A:676 “\o /
—
o - \) THR
L fa TN A:755
/0_ A / ARG
AN VAR SER A:696
\" . \ ER
/ R 4 \\0 A677
ASP H
A:631
SER
. TYR
A:628 B
GLY
A:629
Interactions
I:l wvan der Waals |:| Pi-Sulfur
I Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
D Pi-Alkyl

D Carbon Hydrogen Bond

Figura 2: diagrama e interagdes moleculares do composto resultado do GOLD (NuBBE -

178).
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Figura 3: diagrama e interacdes moleculares do composto resultado do FRED (NuBBE -

1224).

Ao comparar as interacdes intermoleculares dos dois compostos, ¢ possivel perceber
que em ambos apresentam ligagdes de Van der Walls nos aminodcidos HIS A:760, LEU
A:478, ALA A:761, MET A:727, TRP A:765, THR A:756, LEU A:701, THR A:755, ARG
A:696, TYR A:573, GLY A:629, ASP A:631, ASP A:630 ¢ ILE A:759 da molécula resultado
do GOLD cujo o codigo de identificacdo no banco de dados ¢ NuBBE — 178 e; nos
aminodacidos HIS A:798, GLY A:510, HIS A:800, TRP A:803, HIS A:512, MET A:765, THR
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A:793, TYR A:758, TRP A:762, ALA A:738 e MET A:340 do composto resultado do FRED
que possui o codigo de identificagdo NuBBE - 1224.

Apesar de terem ligagdes fracas, hd outras interagdes que esses dois compostos
apresentam que sao resultados da existéncia de anéis dentro de sua estrutura. Na molécula
representada pela figura 2, percebe-se uma ligagdo m-S no aminoacido MET A:761; uma
ligacdo n-m em forma de T no aminoacido HIS A: 678 e duas ligacdes m-alquila no
aminoacido CYS A:676 que sdo muito comuns (RIBAS et al., 2002; RINGER; SENENKO;
SHERRILL, 2007; ZHAO et al., 2015). No composto representado pela figura 3, ¢ possivel
ver além dessas interacdes ndo covalentes (n-S, n-m em forma de T e m-alquila), outras duas
ligagdes nos aminoacidos LEU A:511 e ALA A:799 de mesma natureza quimica. E
perceptivel que esses compostos estabelecem interagcdes ndo covalentes que, apesar de nao
serem as interacdes mais fortes, sdo interessantes por que podem contribuir para uma alta

especificidade de ligagdo da molécula (LODISH et al., 2000).

4.5. Informagdes basicas sobre as moléculas obtidas como resultado.

Através do banco de dados utilizado para este estudo (NuBBE), foi possivel obter
informacdes sobre os sobre esses dois compostos € notou-se que ambos sdo pertencentes ao
grupo dos Flavonoides que sdo substancias naturais com estruturas fenolicas varidveis
encontradas em plantas como metabdlitos secundérios e possuem diversas propriedades que

sao benéficas a satde humana (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

A molécula resultado do programa FRED ¢ conhecida como 3,3 — O -

Dimetilquecertina e pode ser encontrada na planta Siphoneugena densiflora O. Berg que ¢
achada nas regides de Goids, Distrito Federal, Minas Gerais e Sdo Paulo. Em algumas
pesquisas, essa substancia foi estudada para analisar propriedades inibitorias enzimaticas de

alguns parasitas como Trypanosoma cruzi (GALLO et al., 2008).

O composto resultado do programa GOLD j4 recebe o nome de Flasciculiferina, ¢

encontrado na Acacia fasciculifera e pode também ser identificado na [ryanthera juruensis,

uma planta encontrada na regido amazonica muito utilizada por indios do local para diversos
fins. Por ser uma substincia caracterizada como pertencente ao grupo dos flavonoides, esse

composto também possui as propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2007).
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5. CONCLUSAO:

Com os softwares in silico oferecidos pela area de conhecimento da bioinformatica foi
possivel estudar sobre a proteina de replicagao do virus da dengue, por meio de um inibidor
da NS5 foi possivel gerar um modelo baseado em sua forma. Apos a utilizagdo de processos
como triagem virtual, a ancoragem e a analise de Toxicidade gerou-se resultados satisfatorios
como a obtencdo de duas moléculas advindas de produtos naturais que, com o prosseguimento
de estudos, podem ter potencial para serem futuros antivirais contra o DENV que ainda assola
a populagdo brasileira. Entretanto, ha um logo caminho a ser percorrido e ainda ¢ necessario
que haja refinamento e melhoria dos compostos que foram apresentados nessa pesquisa.
Estudos in vitro e in vivo ainda precisariam ser realizados para chegar a uma conclusdo ainda

mais respaldada e segura do funcionamento dessas moléculas em organismos vivos.
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ANEXOS



IDENTIFICACAO: PESO LOGP LIGACOES AREA DE
MOLECULAR ROTACIONAVEIS | ACEPTORES | DOADORES | SUPERFICIE
NuBBE 2369 370,401 3,0069 6 6 0 157,491
NuBBE_2370 384,428 3,0494 6 6 0 163,856
NuBBE 2371 386,444 3,2954 8 6 0 164,861
NuBBE 1152 248,366 4,1328 9 2 0 110,356
NuBBE 1556 302,326 2,2756 5 5 2 128,236
NuBBE 1793 300,439 3,1922 12 4 2 128,436
NuBBE_1664 461,399 -0,6219 5 11 5 186,146
NuBBE_ 1723 424,405 3,9896 3 8 0 176,492
NuBBE_ 1825 351,422 4,1581 4 4 0 153,625
NuBBE_178 312,321 3,4858 4 5 0 132,572

Tabela 4.1: Melhores moléculas na ancoragem feita pelo GOLD, demonstrando as regras de Lipinski.




IDENTIFICACAO: Teste de Inibidor Inibidor Sensibilizacdo | Toxicidade - LCS50
AMES hERG 1 hERG II | Hepatotoxicidade da pele T.Pyriformis (peixes)
NuBBE 2369 Yes No No No No 0,41 -0,884
NuBBE 2370 Yes No No No No 0,404 -0,914
NuBBE 2371 Yes No No No No 0,443 -1,106
NuBBE 1152 No No No No Yes 2,162 -1,724
NuBBE 1556 Yes No No No No 0,923 0,494
NuBBE 1793 No No No No Yes 0,932 0,362
NuBBE 1664 No No Yes No No 0,285 3,704
NuBBE 1723 No No No No No 0,303 -0,442
NuBBE 1825 No No No No No 1,092 -0,116
NuBBE 178 No No No No No 0,447 0,14

Tabela 4.2: Melhores moléculas na ancoragem feita pelo GOLD, demonstrando as anélises de toxicidade.
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IDENTIFICACAO: Toxicidade cronica em ratos por
Dose tolerada maxima LD 50 (em ratos) via oral
NuBBE 2369 0,382 2,476 1,394
NuBBE 2370 0,315 2,507 1,416
NuBBE 2371 0,564 2,399 1,426
NuBBE 1152 0,799 1,9 2,39
NuBBE 1556 -0,252 1,827 1,582
NuBBE 1793 0,465 1,758 2,353
NuBBE 1664 -0,257 2,226 3,296
NuBBE 1723 0,14 2,351 1,225
NuBBE 1825 0,371 2,427 1,956
NuBBE 178 0,493 2,272 1,06

Tabela 4. 3.: Melhores moléculas na ancoragem feita pelo GOLD, demonstrando as analises de toxicidade que sdo relativas a dose.
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LIGACOES AREA DE
IDENTIFICACAO: | PESO MOLECULAR LOGP ROTACIONAVEIS ACEPTORES | DOADORES | SUPERFICIE
NuBBE 1224 329,284 1,962 3 7 2 135,476
NuBBE 1787 315,257 1,659 2 7 3 128,792
NuBBE 1787 315,257 1,6106 2 7 3 129,146
NuBBE 2088 350,37 2,1611 3 5 0 151,161
NuBBE 2430 283,259 2,2478 2 5 1 119,203
NuBBE 2275 299,258 1,3293 1 6 2 125,082
NuBBE 2275 299,258 1,895 1 6 2 125,082
Tabela 5. 1.: Melhores moléculas na ancoragem feita pelo FRED, demonstrando as regras de Lipinski.
Teste de Inibidor Inibidor Sensibilizacao Toxicidade - LC50
IDENTIFICACAO: AMES hERG I hERG II Hepatotoxicidade da pele T.Pyriformis (peixes)

NuBBE 1224 No No No No No 0,358 2,105

NuBBE 1787 No No No No No 0,328 2,497

NuBBE 1787 Yes No No No No 0,467 1,995

NuBBE 2088 No No No No No 1,366 -0,352

NuBBE 2430 No No No No No 0,6 0,297

NuBBE 2275 Yes No No Yes No 0,423 3,016
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NuBBE 2275

Yes

No

No

Yes

No

0,457

2,59

Tabela 5.2: Melhores moléculas na ancoragem feita pelo FRED, demonstrando as analises de toxicidade.

Toxicidade cronica em

IDENTIFICACAO: Dose tolerada maxima LD 50 (em ratos) ratos por via oral
NuBBE 1224 0,019 2,203 1,463
NuBBE 1787 0,401 2,256 1,599
NuBBE 1787 -0,191 1,832 1,751
NuBBE 2088 -0,399 2,132 1,497
NuBBE 2430 -0,186 2,008 1,193
NuBBE 2275 0,236 2,037 1,824
NuBBE 2275 0,213 2,121 2,045

Tabela 5. 3.: Melhores moléculas no docking feito pelo FRED, demonstrando as analises de toxicidade que sdo relativas a dose.
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	A molécula resultado do programa FRED é conhecida como 3,3 – O – Dimetilquecertina e pode ser encontrada na planta Siphoneugena densiflora O. Berg que é achada nas regiões de Goiás, Distrito Federal, Minas Gerais e São Paulo. Em algumas pesquisas, ess...

