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APRESENTACAO

A colecdo “O Conhecimento Cientifico na Quimica” € uma obra que tem
como foco principal a discussao e divulgacao cientifica por meio de trabalhos com
diferentes funcionalidades que compde seus capitulos. A colecdo abordara de forma
categorizada trabalhos, pesquisas que transitam nos varios caminhos da quimica de
forma aplicada, contextualizada e didatica.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
correlacionados a identificacdo de inibidores do virus do Zika; caracterizagao/
analise quimica e antioxidante de plantas com forte potencial de ser aplicado
como antioxidante comercial; desenvolvimento de emulsdes de maior estabilidade;
pesquisas associadas a caracteristica e aplicacdo da técnica de Raios-X; estudos que
exploram propriedades dos 6leos essenciais; apresentacao de métodos concordantes
com os principios da quimica verde e metodologia no ensino da quimica desenvolvidos
em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses trabalhos a
linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacao, otimizacao de
procedimentos e metodologias, dentre outras abordagens importantes na area de
quimica, ensino e engenharia quimica. O avanco das pesquisas e divulgacdo dos
resultados tem sido um fator importante para o desenvolvimento do conhecimento
cientifico na quimica.

Temas diversos e interessantes sao, deste modo, discutidos aqui com
a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica,
bacharel e licenciatura. Possuir um material que demonstre evolucéo de diferentes
metodologias, abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacao com diferentes
técnicas (microscopia, titulacdo, espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas
atuais e de interesse tanto no meio académico como social.

Deste modo a obra “O Conhecimento Cientifico na Quimica” apresenta
estudos fundamentados nos resultados praticos obtidos pelos diversos professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui seréao
apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a
divulgacao cientifica por meio da publicacdo de trabalhos, por isso evidenciamos
também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada
e confiavel para estes pesquisadores explorarem e divulgarem seus resultados.

Jéssica Verger Nardeli
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS INIBIDORES DA
PROTEASE NS2B-NS3 DO VIRUS DO ZIKA POR

Data de aceite: 27/03/2020

Alessandra Bernardo de Oliveira
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncias e
Tecnologia do Pard — Campus Parauapebas —
Para.

Andreia do Socorros Silva da Costa
Universidade Federal do Para, UFPA, Belém —

Para.

Sebastiao Gomes Silva
Secretaria de Educacéo do Estado do Para —
Abaetetuba - Para

Elaine Cristina Medeiros da Rocha
Universidade Federal Rural da Amazénia —
Campus Capanema — Para.

Joao Augusto da Rocha

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncias e
Tecnologia do Pard — Campus Braganga —Para.
Diego Raniere Nunes Lima

Instituto Federal de Educagéo, Ciéncias e
Tecnologia do Pard — Campus Parauapebas —
Para.

Renato Araujo da Costa

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncias e
Tecnologia do Para — Campus Parauapebas —
Para.

RESUMO: O recente surto de infeccbes por
virus Zika (ZIKV) nas Américas representa uma
séria ameaca a saude publica global. A protease

O Conhecimento Cientifico na Quimica

DOCKING MOLECULAR

viral NS2B-NS3 processa a poliproteina viral e €
essencial para a replicagdo do virus, tornando-o
um atraente alvo de drogas antivirais. Os
inibidores de protease derivados de substrato
foram investigados, mas continua sendo um
desafio desenvolvé-los em drogas. Analogos
nucleosideos sao uma classe importante de
agentes antivirais atualmente comumente
usados como agentes terapéuticos para
infeccOes virais humanas. Este trabalho relata
um estudo de docagem molecular de cinco
analogos de nucleosideos contra a protease
ZIKV NS2B-NS3, com o objetivo de analisar as
interacdes e identificar candidatos promissores
a inibidores dessa enziam. Nossos resultados
demostraram que os inibidores apresentaram
ligacGes de hidrogénios com os residuos His51
e Ser135 pertencentes a triade catalitica da
enzima, além dos residuos Aspi129, Tyr130,
Tyr150, Tyr161 pertencentes ao subsitio S1
e Gly151, Asn152, Gly153 pertencentes ao
subsitio S2 que sdo residuos chaves no processo
de inibicdo desse alvo, tornando-os candidatos
promissores para ensaios biologicos.

PALAVRAS-CHAVE: Zika. NS2B-NS3.
Nucleosideos e docagem molecular

IDENTIFICATION OF POTENTIAL
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INHIBITORS OF ZIKA VIRUS NS2B-NS3 PROTEASE BY MOLECULAR DOCKING

ABSTRACT: The recent outbreak of Zika virus (ZIKV) infections in the Americas
poses a serious threat to global public health. Viral protease NS2B-NS3 processes
viral polyprotein and is essential for virus replication, making it an attractive target
for antiviral drugs. Substrate-derived protease inhibitors have been investigated, but it
remains a challenge to develop them into drugs. Nucleoside analogs are an important
class of antiviral agents currently commonly used as therapeutic agents for human viral
infections. This paper reports a molecular docking study of five nucleoside analogues
against the ZIKV NS2B-NS3 protease with the aim of analyzing interactions and
identifying promising candidate inhibitors of this enzyme. Our results showed that the
inhibitors showed hydrogen bonding with the residues His51 and Ser135 belonging to
the enzyme catalytic triad, as well as residues Asp129, Tyr150, Tyr161 belonging to S1
and Gly151, Asn152, Gly153 subsitium residues which are residues key in the inhibition
process of this target, making them promising candidates for biological assays.
KEYWORDS: Zika NS2B-NS3. Nucleosides and molecular docking

11 INTRODUCAO

O virus Zika é um flavivirus transmitido por mosquitos, conhecido desde 1947,
mas historicamente s6 causou sintomas leves como febre em cerca de 20% dos
individuos infectados e raramente causava complica¢des graves (HEYMANN et al.,
2016). A preocupacéao do publico mudou drasticamente durante a epidemia de 2015
na América do Sul, onde varios relatos de disturbios neurolégicos e microcefalia
foram relatados (RUSSELL, 2016). A infecg¢ao pelo zika tem sido associada a varios
efeitos, incluindo microcefalia congénita, defeitos cardiacos e sindrome de Guillain
(MLAKARetal.,2016; WILDER-SMITH etal.,2017). Desde aondade surtosrecentes,
varias vacinas estdo avancando no processo clinico (FERNANDEZ; DIAMOND,
2017). No entanto, espera-se que haja desafios significativos associados a vacina
contra o zika, uma vez que os flavivirus tém um histérico de promocao da melhora
da infeccdo mediada por anticorpos (MALONE et al., 2016). Até o desenvolvimento
de uma vacina, a terapéutica de pequenas moléculas é um candidato promissor
tanto como tratamento quanto como profilatico.

O virus Zika contém um genoma de RNA de fita unica de sentido positivo que
codifica um unico polipeptideo de 3419 aminoacidos de comprimento, que é clivado
para formar trés proteinas estruturais (capsideo, pré-membrana e envelope) e sete
proteinas nao estruturais ( NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (COX;
STANTON; SCHINAZI, 2015). O NS3 contém a triade catalitica e, juntamente com
a transmembrana NS2B (que ancora o NS3 ao reticulo endoplasmatico), juntos
formam a protease NS2B-NS3, que é critica para a replicagcéo e sobrevivéncia viral
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(KANG; KELLER; LUO, 2017). Dado o papel critico desempenhado pelo NS2B-
NS3, € um alvo atraente para inibidores de pequenas moléculas. Embora alguns
inibidores tenham sido avaliados, até o momento nenhum deles apresentava perfis
aceitaveis de avanco por meio de ensaios pré-clinicos, ressaltando a necessidade
critica da descoberta de novos farmacos ou vacinas (BOWEN et al., 2019; LEl et al.,
2016; Ll et al., 2018).

Um estudo recente teve como alvo a enzima NS2B-NS3 e eles identificaram
certos compostos como o inibidor da protease (SHIRYAEYV et al., 2017). No entanto,
os compostos identificados sdo altamente soluveis em agua e hospedam parametros
farmacocinéticos desfavoraveis. Os autores sugeriram estudos adicionais para
identificar inibidores com parametros farmacocinéticos favoraveis (SHIRYAEV et
al., 2017).

Analogos nucleosideos s&o uma classe importante de agentes antivirais
atualmente comumente usados como agentes terapéuticos para infec¢des virais
humanas, incluindo infec¢des por virus da AIDS e hepatite B, citomegalovirus e virus
do herpes simplex (DE CLERCQ; NEYTS, 2009). Esses agentes sao geralmente
seguros e bem tolerados, uma vez que direcionam as polimerases virais, mas nao
celulares, e causam a interrupcéo prematura da sintese do acido nucléico viral (DE
CLERCQ; NEYTS, 2009).

Eyere colaboradores (EYER et al., 2016) estudaram uma série de 16 compostos
analogos de nucleosideos quanto a sua capacidade de inibir a replicacédo de ZIKV em
culturas de células, sugerindo que esses compostos podem representar candidatos
promissores para o desenvolvimento de antivirais especificos contra o ZIKV.

Sendo assim, no presente estudo, realizamos um estudo te6rico de docagem
molecular para identificar potenciais candidatos promissores para futuros ensaios
biolégicos para o desenvolvimento de antivirais especificos contra o Protease
NS2B-NS3 do Zika Virus.

2| METODOLOGIA

2.1 Docagem molecular

As estruturas dos ligantes foram extraidas da literatura, Figura 1, (YIN et al.,
2009). As moléculas foram desenhadas, otimizadas e, posteriormente, realizada
uma analise vibracional para confirmacdo dos pontos estacionarios de acordo com
a metodologia proposta por Costa e colaboradores (COSTA et al., 2018).

Para as simulagbes de docagem molecular utilizou-se o programa Molegro
Virtual Docker (MVD) 5.5 (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008).

O Molegro Virtual Docker (MVD) ou MolDock (THOMSEN e CHRISTENSEN,
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2006) baseia-se num algoritmo de busca hibrido, chamado evolugdo diferencial
guiada. O algoritmo de evolucéao diferencial guiada combina a técnica de otimizacéao
de evolucéo diferencial com um algoritmo de previsao cavidade. O uso de previsao
de cavidade durante o processo de busca permite uma identificagao rapida e precisa
de potenciais modos de ligacao (conformacéo) (DE AZEVEDO JR, 2010)

A avaliacao de cada solucao de docagem é realizada pela funcao de pontuagao
MolDock, que utiliza um potencial linear por parte PLP (piercewise linear potential),
previamente implementada no programa GEMDOCK (YANG e CHEN, 2004), além
de um termo referente a direcionalidade da ligacao de hidrogénio (THOMSEN e
CHRISTENSEN, 2006).

A funcéo de pontuacdo do MVD corresponde a soma da energia de interacao
intermolecular entre o ligante e a proteina e a energia de interacao intramolecular

do ligante. Essa fungéo é representada pela seguinte equacéo.

E E

inter + Emtra (2]

escore

Sendoque E,_
energia interna do ligante (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).
Na Equacao 2, E

€ a energia de interacdo entre a proteinae o liganteeE_ éa

intra

corresponde a energia de interagdo ligante-proteina,

inter

representada pela Equacéao 3.

i '31
mter Z Z EPPL 1;) + 332 — (3)
ru

ieligante jeligante

Na Equacédo 3, a soma é executada em todos os atomos pesados do ligante
e da proteina, incluindo os atomos de cofatores e de moléculas de agua que

possam estar presentes. O primeiro termo, E_ ., corresponde ao potencial linear

PLP
piece-wise, enquanto que o segundo termo descreve interacdes eletrostaticas, ja o
valor 332 corrige as unidades de energia eletrostatica para kcal/mol (THOMSEN &
CHRISTENSEN, 2006).

AindanaEquagao2,E_ _corresponde aenergiainternado ligante, representada

pela Equacao 4.

mtra z Z EPPL (I‘l } + Z A [1 — Cos (Iﬂ * 6 — 6y }] + Ec‘ulisa"u (4')

iclizante jeligante lig.rot
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Na Equacéo 4, o somatorio duplo referente ao primeiro termo, considera todos
os pares de atomos no ligante, excluindo os pares de atomos que estéo conectados
por duas ligacées ou menos. O segundo termo, energia torsional, € parametrizado
de acordo com a hibridizagdo dos atomos que definem o angulo de torcéo (6). O

ultimo termo, E assinala uma penalidade de 1000 unidades quando a distancia

coliséo’
entre dois atomos nao-ligados é menor do que 2,0 A, penalizando conformagées
improvaveis do ligante (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006).

Nesse estudo utilizou-se o modelo cristalografico da enzima protease NS2B/
NS3 do Zika virus de cédigo PDB: 5H4I ( http://www.pdb.org). O receptor e os ligantes
foram preparados, usando um modulo de preparagao padrdo do MVD. Para cada
complexo, atomos de hidrogénio foram adicionados e as cargas atdbmicas parciais
padrdes do programa foram atribuidos. Os calculos de docagem foram efetuados
através da funcédo de pontuacdo MolDock, com uma resolugdo de grade de 0,3
A. Os ligantes foram rastreados virtualmente contra o sitio catalitico da protease
NS2B/NS3, essa regido foi definida como uma regido esférica de 15 A. Para cada
complexo, os calculos foram executados gerando diferentes conformacdes utilizando

o algoritmo MolDock optimizer.

NH, NHz
Ligante 1 J\ Ligante 2
N
A ey
& ) 74 |
N \N/ N n/
0 D
/
/ “TOH \AOH
HO HO H
cH OH

Figura 1: Estrutura utilizadas nesse estudo

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, por meio de uma inspecéo visual, verificou-se que todos os quatro

ligantes se encaixaram no sitio ativo da protease NS2B-NS3 (Figura 2).
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Figura 2: Poses do acoplamento molecular no sitio ativo da enzima NS2B-NS3 do ZIKV.
Fonte: Autores

Na tabela 1 sdo apresentadas as energias de afinidade entre os quatro ligantes
e a estrutura cristalina da protease NS2B-NS3 do zika. Percebe-se que os ligantes
1, 2 e 3 apresentam energia bem préxima, por outro a lado o ligante 4 apresentou
uma melhor energia, o que permite afirmar que esse ligante apresenta uma maior
afinidade entre os quatro com a estrutura cristalina da protease NS2B-NS3 do zika.

Ligantes MolDock Score (Kcal/mol)
Ligante 1 -109.564
Ligante 2 -109.774
Ligante 3 -109.393
Ligante 4 -134.987

Tabela 1: Enegia de afinidade, em Kcal/mol, gerada pelo programa MVD

Além das energias de afinidade os céalculos de docagem molecular permitiu
que fosse analisada as interagcbes de hidrogénio entre os quatro ligantes com
residuos chaves do sitio catalitico da enzima protease NS2B/ NS3 do Zika virus,
como mostrado na figura 3.
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Figura 3: Estrutura cristalina da protease NS2B-NS3 do virus Zika no complexo com os ligantes
1 (a), 2 (b), 3 (c) e 4 (d). As interagOes de hidrogénios sdo mostradas em linhas tracejadas e
azul.

Fonte: Autores

Os ligantes 1, 2, 3 e 4 apresentaram ligacdes de hidrogénios com os residuos
His51 e Ser135 pertencentes a triade catalitica da enzima (PHOO et al., 2016),
como pode ser observado na figura 3. Li e colaboradores (2017), realizaram um
estudo de acoplamento molecular e demostraram que os residuos de His51 e
Ser135 estabilizam o complexo molecular via ligagdes de hidrogénios (LI et al.,
2017). Ja foram relatados na literatura que um inibidor mais eficaz do NS2-NS3
do ZIKV foi capaz de se ligar através de ligacdo de hidrogénio com os residuos
cataliticos do sitio ativo da enzima His51 e Ser135 (LEI et al., 2016; NITSCHE et
al., 2017; PHOO et al., 2018).

Vale ressaltar, também, que além das interacbes com os residuos da triade
catalitica, os ligantes apresentaram interagcdes de hidrogénios com os residuos
dos subsitios S1 (Asp129, Tyr130, Tyr150, Tyr161) e S2 (Gly151, Asn152, Gly153),
ver figura 3. Interacbes com residuos dos subsitios, juntamente com os da triade
catalitica, ja foram relatados na literatura mostrando que ajudam na afinidade de
ligacdo e contribuem para as caracteristicas inibitorias dos compostos (BOWEN
et al.,, 2019; LEI et al., 2016; PHOO et al.,, 2016, 2018; ZHANG et al., 2016),
corroborando com 0s nossos resultados de acoplamento molecular.

Sendo assim, os calculos de docagem molecular apresentaram suporte
para uma andlise das interacdes dos quatro analogos de nucleosideos no sitio de
ligacdo da enzima NS2-NS3 do ZIKV, além de estar de acordo com os resultados da
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literatura e, com isso, podendo ser utilizadas para futuros ensaios bioldgicos frente
a esse alvo enzimatico.

41 CONCLUSAO

Os célculos de docagem molecular permitiram identificar que os analogos
de nucleosideos sdao promissores em agir contra a enzima NS2-NS3 do ZIKV. Os
quatro ligantes apresentaram interacdes com residuos chave para os processos de
reconhecimento molecular e de inibicdo deste alvo. Além disso, as interacbes de
hidrogénio observadas entre os ligantes e os residuos do sitio ativo corroboraram
com resultados existentes na literatura para o modelo cristalografico da enzima
em estudo que reforca a ideia de que esses compostos podem ser utilizados para
futuros ensaios biologicos.
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