Participag¢ao das moleculas de agua nos estudos de
ancoragem molecular de inibidores de protease do
virus da dengue
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RESUMO

O virus da dengue (DENV) caracteriza-se como virus de grande importdncia
clinica, uma vez que acometem milhées de pessoas anualmente em todo
o mundo. Estratégias para o desenvolvimento de medicamentos voltados
para o combate e controle do DENV tornam-se de extrema relevdncia e
necessidade, uma vez que até o momento ndo se tem disponivel nenhum
tratamento especifico contra o mesmo. Nesse contexto, destaca-se o
complexo NS2B-NS3pro, essencial para replicagdo e matura¢do do DENV,
sendo um potencial alvo farmacoldgico. O presente estudo tem como
objetivo avaliar os resultados de ancoragem molecular, realizada na
presenca e auséncia de moléculas de dgua, desenvolvido para avaliar a
afinidade potenciais candidatos a inibidores de NS2B-NS3pro.
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INTRODUCAO

A dengue é uma doenca infecciosa, que atinge, aproximadamente, 2,5
bilhGes de pessoas em mais de 100 paises® e tem como agente causador
um virus do género Flavivirus, transmitido ao homem através da picada
do mosquito do género Aedes, especialmente pelo Aedes aegypti. O virus
da Dengue (DENV) apresenta como material genético o acido ribonucleico
(RNA), de polaridade positiva (+ss RNA), com aproximadamente 11Kb
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que codifica uma proteina com aproximadamente 3.400 aminoacidos,
cuja clivagem é realizada por proteases celulares e virais dando origem
a proteinas estruturais e ndo estruturais. Um dos alvos moleculares mais
promissores e estudados para o desenvolvimento de terapias especificas
paraocombateadengueéaproteinamultifuncional NS3 (aproximadamente
70 kDa) e que é essencial ao DENV, uma vez que auxilia no processamento
da poliproteina, bem como na replicacdo do genoma viral’.

A ancoragem molecular, denominado no inglés docking, refere-se a
um processo computacional que prevé a ligacdo de uma macromolécula
e uma pequena molécula (ligante), considerada como uma importante
etapa a ser avaliada no desenvolvimento de medicamentos. Esta analise
aplica-se, na maioria dos casos, em calculos envolvendo o receptor na
sua forma praticamente ou totalmente rigido, uma vez que se consideram
os comprimentos e angulos de ligacbes praticamente constantes®. A
participacdo das moléculas de dgua na interface da formacao do complexo
proteina-ligante é um dos principais desafios a serem enfrentados pela
ancoragem molecular. Uma vez que diversas acdes podem estar associadas
as mesmas, como a viabilizacdo da interacao receptor-ligante, bem como o
deslocamento do ligante*. O presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito da participacdao das moléculas de dgua na metodologia de ancoragem
molecular, realizado com 10 potenciais candidatos a inibidores do complexo
NS2B-NS3pro.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, realizou-se o estudo de redock na presenca e auséncia
de moléculas de agua no sitio ativo utilizando o inibidor protétipo,
denominado D1, e o receptor previamente construido NS2B-NS3pro do
DENV-2° utilizando o programa AutoDock Vina 1.5.43. A partir da validagdo
do modelo do complexo protéico construido de DENV-2 foi realizada
uma triagem virtual de candidatos a inibidores, baseada na similaridade
ao D1 através do o banco de dados Zinc®. Os compostos encontrados
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foram ancorados na presenca e auséncia de moléculas de agua, sendo
selecionados os melhores resultados para avaliar a relevancia das moléculas
de agua no estudo de ancoragem molecular. As interacdes intermoleculares
foram avaliadas, utilizando o programa Discovery Studio Visualizer 2.5’,
pelo composto que apresentou maior variacdo em relacdo a energia de
afinidade (kcal/mol) na presenca e auséncia de agua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de redock, na presenca e auséncia de agua apresentou,
respectivamente, os valores desvio médio quadratico (RMSD) de 0,73A (Fig
1A) e 0,91A (Fig 1B).

Figura 1. Sobreposicdo das conformacgdes D1 obtidas no redock (cinza) e do modelo (amarelo)
na presenca (A) e na auséncia de agua (B).

A B

O processo de triagem virtual resultou em 60 compostos candidatos
a inibidores do complexo NS2B-NS3pro, dos quais foram selecionados os
10 compostos com maior afinidade. As energias obtidas na ancoragem
molecular das substancias selecionados estao resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Energias (kcal/mol) de afinidade dos compostos selecionados da triagem virtual.

Composto Energia de Afinidade Energia de Afinidade
(Presenca de dgua) (Auséncia de dgua)
D1 -13,8 -11,0
1A -8,20 -7,90
2A -8,20 -7,40
3A -8,70 -8,60
4A -8,40 -7,40
5A -7,80 -10,00
6A -8,30 -8,40
7A -8,50 -8,90
8A -8,40 -8,20
9A -7,70 -9,00
10A -7,10 -8,50

A participacdo das moléculas de dgua em um estudo de ancoragem
molecular é de extrema importancia, uma vez que as mesmas podem atuar
tanto no intuito de contribuir ou prejudicar a formag¢ao dos complexos
receptor-ligante, como descrito na literatura®®, o que pode ser verificado
nos resultados apresentados. Uma vez que a presenca de agua atuou
favoravelmente para a formagdo dos complexos com 2A e 4A, o que nao
ocorreu para os ligantes 5A, 9A e 10A, que apresentaram uma diminuicao
significativa da energia de afinidade quando na auséncia de agua.

Dentre os compostos estudados o composto 5A foi escolhido para
descrever o efeito do solvente por apresentar maior variacao entre as
energias de ligacao, no qual foi capaz de realizar ligagdes hidrogénio com
03 moléculas de agua (Fig. 2A). Contudo, o maior numero de liga¢des de
hidrogénio, sendo 12 interacdes na auséncia e 4 na presenca de agua, bem
como o tipo de interacdes envolvendo residuos (His68 e Ser152) presentes
no sitio ativo deste receptor sao alguns dos possiveis fatores que podem
ter contribuido para a maior afinidade deste ao complexo NS2B-NS3pro
guando na auséncia de agua (Fig 2B).
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Figura 2. As interagdes encontradas para o complexo NS2B-NS3pro-5A na presenga e auséncia
de dgua sdo apresentadas, respectivamente, nas letras A e B.

A B

CONCLUSOES

A ancoragem molecular é uma ferramenta importante no processo
de desenvolvimento de farmacos uma vez que permite avaliar aspectos
relevantes dentro do processo de desenvolvimento de medicamentos.
A participa¢ao das moléculas de agua neste tipo de estudo torna-se
relevante, uma vez presente em meio bioldgico, o que possibilita uma maior
reprodutibilidade da técnica. Finalmente, as caracteristicas estruturais,
conformacionaiseimpedimentoestéricoreferenteaoscompostosavaliados,
sdo alguns dos aspectos que podem interferir no tipo de participacao da
agua no processo de formacao do complexo receptor-ligante.
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