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Resumo

Foi pesquisado e verificado a analise da proteina externa do virus Nipah com
nanomaterial, catorze estruturas de potenciais de pontos quanticos por meio de
docagem e dindmica molecular, utilizando as plataformas CB Docking, Swiss DOCK
e AutoDock Vina 4.2.6 para analisar os resultados e determinar qual € o mais pertinente.
Além disso, as trajetorias dos ligantes em relacdo ao tempo foram calculadas usando
Gromacs 2022. Verifica-se que os complexos eram altamente hidrofobicos na regido
de ligacéo do receptor. A energia de descarga dos resultados seguiu as cargas parciais
das pontas de melhor desempenho. Essa suposigdo foi confirmada pelos valores de
RMSD. Para adsorver efetivamente os componentes proteicos do virus, proteinas e
pontos quanticos podem ser combinados. Serdo valorizados estudos de docagem e

dindmica molecular, bem como a comprovacéo da energia de ligagéo.

Palavra-chave: Pontos quanticos; Nipah; Nanotecnologia; Dinamica Molecular;

Docagem Molecular.



“A Unica sabedoria verdadeira é em
saber que vocé ndo sabe nada”

Socrates



“Seja um livre pensador e ndo aceite
tudo o que ouve como verdade. ”

Aristoteles
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CAPITULO |

1. Introducéo

O virus Nipah (NiV), (Figura 1) é um membro da familia Paramyxoviridae
(Ordem Mononegavirales), género Henipavirus. O NiV também é conhecido por causar
doencas em porcos e pessoas. A infecgdo por NiV estd associada a encefalite (inchago do
cérebro) e pode causar doenca leve a grave e até a morte. Surtos ocorrem quase
anualmente em partes da Asia, principalmente em Bangladesh e na india. (FIELD H. et
al., 2001).

O NiV foi descoberto pela primeira vez em 1999, ap6s um surto da doenca em
porcos e pessoas na Malasia e em Singapura. Este surto resultou em quase 300 casos
humanos e mais de 100 mortes, e causou um impacto econémico substancial, pois mais
de 1 milhdo de porcos foram mortos para ajudar a controlar o surto (FIELD H. et al.,
2001).

Figura 1. Estrutura do NiV.
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Fonte: Loonibha Shrestha, 2022.

No primeiro surto conhecido de NiV, as pessoas provavelmente foram infectadas
por contato préximo com porcos infectados. A cepa de NiV identificada naquele surto
parecia ter sido transmitida inicialmente de morcegos para porcos, com subsequente
disseminacéo dentro das populacBes de porcos. Entdo, as pessoas que trabalhavam de
perto com porcos infectados comecaram a adoecer. Nenhuma transmisséo de pessoa para
pessoa foi relatada nesse surto (CHONG et al., 2003).

A disseminacdo de NiV de pessoa para pessoa é regularmente relatada em

Bangladesh e na India. Isso é mais comumente visto nas familias e cuidadores de
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pacientes infectados por NiV e em ambientes de salde. A transmissdo também ocorre
pela exposicdo a produtos alimenticios que foram contaminados por animais infectados,
incluindo o consumo de seiva de tamareira crua ou frutas contaminadas com saliva ou
urina de morcegos infectados. Alguns casos de infec¢ao por NiV também foram relatados
entre pessoas que sobem em &rvores onde 0s morcegos costumam se empoleirar
(GIANGASPERO, 2013).

O virus NiV pode se espalhar para as pessoas de:

e Contato direto com animais infectados, como morcegos ou porcos, ou seus
fluidos corporais (como sangue, urina ou saliva);

e Consumir produtos alimenticios que foram contaminados por fluidos
corporais de animais infectados (como seiva de palma ou frutas
contaminadas por um morcego infectado);

e Contato proximo com uma pessoa infectada com NiV ou seus fluidos
corporais (incluindo goticulas nasais ou respiratdrias, urina ou sangue).

O desenvolvimento de pesquisa envolvendo as ciéncias de materiais tem sido
cruciais para a criacdo de tecnologia e medicamentos que podem combater o virus e outras
doencas. Os pesquisadores podem aprender mais sobre o virus e como ele interage com
possiveis candidatos terapéuticos por meio de simulag¢fes de computador, como docagem
molecular (MDoc) e dindmica molecular (MDin). Enquanto a MDin pode ser usada para
explorar como 0s sinais interagem no nivel atdmico e como as caracteristicas moleculares
levam a atividade biol6gica, o0 MDoc, por exemplo, € usado para antecipar a taxa de
transferéncia entre um ligante (como um medicamento) e um receptor (como uma
proteina viral). (ESKANDARI et al., 2018)

E particularmente Gtil misturar métodos in silico e experimentais enquanto se
procura por inibidores do virus NiV. Por outro lado, métodos experimentais permitem
examinar a eficacia dessas substancias na evolucdo real do virus em culturas de células
ou modelos animais, a combinacdo desses métodos pode ajudar a encontrar compostos
interessantes para pesquisas futuras e a criagdo de tratamentos antivirais. (HAGGAG et
al., 2019).

Portanto, com base nesses estudos de materiais e simula¢bes computacionais, 0s
pontos quanticos de grafeno (PQs) (KOUWENHOVEN et al., 2001). foram selecionados
para a analise como potenciais inibidores de Niv. Isso se deve as propriedades unicas
desses PQs, como baixa citotoxicidade , boa biocompatibilidade , grande regido de

superficie especifica e solubilidade, 0 que os torna promissores para uso em sistemas de
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sensores e bioimagem. (JACAK et al., 2013).

Nesta situagdo, ouve uma necessidade de verificar a interagdo da estrutura
computacional da glicoproteina G do Niv, que se encarrega de facilitar a conexdo do virus
as células do hospedeiro. Uma andlise dessa estrutura pode ajudar a encontrar possiveis
pontos de conexdo e, por sua vez, desenvolver inibidores eficazes do virus. Essa forma
que uni simulagdes computacionais e experimentais, pode levar a descobertas animadoras
na luta contra o NiV. Além do software AutoDock Vina (SEELIGER et al., 2010), foram
realizados processos computacionais utilizando a técnica MDoc nos servidores
SwissDock (BITENCOURT-FERREIRA et al., 2019) e CB-Dock (LIU et al., 2020). O
servidor SwissDock faz uso do mecanismo EADock DSS, que foi criado para uso em
aplicacdes de projetos de medicamentos. Com links rigidos e pequenos e menos de dez
links rotativos flexiveis, este servidor tem uma boa taxa de sucesso. Ele interage com as
proteinas-alvo e prevé a localizagcdo mais préatica da estrutura cristalina dentro do grupo
de 3 espagos, com 77% de concordancia com experimentos experimentais. (ZOETE et
al., 2011)

O servidor CB-Dock, que usa ligacdo cega de ligantes a proteinas, foi usado para
realizar o estudo MDoc. Este servico emprega um detector de cavidades e um método de
ajuste molecular baseado no AutoDock Vina para prever as areas de ligacdo da proteina
sob investigacdo. Usando o programa GROMACS 2022 (BAUER et al., 2022) para
analise Mdin, a criacdo da tecnica MDin (HOLLINGSWORTH et al., 2018) foi realizada
neste ponto. Aplicando o modelo generalizado de solvatacdo implicita de Born (GB)
(ONUFRIEV, 2008) e energia livre de Gibbs (G) (YEZDIMER et al., 2002), essas
analises podem demonstrar o conhecimento da raiz desvio quadrado médio das
localizagdes atdbmicas (RMSD) (SARGSYAN et al., 2017). O estudo do MDin é possivel
pela combinacio de métodos computacionais, que fornecem resultados bem-sucedidos. E
possivel explorar o PQ com a estrutura NiV externa usando uma combinacgdo de métodos

computacionais e experimentais em um esfor¢o para bloquear ou desativar o virus.
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CAPITULO 11

2. Referencial Tedrico

Sdo apresentadas as partes de fundamentacdo tedrica que foram desenvolvidas
durante a pesquisa e estdo diretamente relacionadas ao assunto deste capitulo . O foco da
pesquisa esta na interagdo com a proteina da membrana do virus NiV, que possibilita a
ativagdo do virus, para isso, foi realizada uma analise estrutural da proteina G obtida no
Protein Data Bank ( www.rcsb.org ).

2.1 Andlise estrutural da Protease

2.1.1 Dominio da Proteina Envelope

Figura 2. Dominio da Proteina G.

Fonte: Autor (2022).

O papel fundamental da glicoproteina (G) € reconhecer e se ligar a receptores
celulares encontrados nas membranas das células hospedeiras, como Efrina-B2 e Efrina-
B3, permitindo a entrada do virus. Além disso, a Glicoproteina é responsavel por auxiliar
na Glicoproteina de Fusdo (F), cujo mecanismo ainda é desconhecido e é desencadeado
pela ligagdo ao seu receptor relacionado.

A glicoproteina G (Niv-G) presente no NiV, tem uma estrutura distinta, com uma
cabeca globular C-terminal cabeca globular que se estende em um talo a partir da
membrana viral estende-se em um talo da membrana viral, uma hélice com seis laminas
que circundam sua camara central , semelhante a estrutura de outras glicoproteinas virais
como a hemaglutinina-neuraminidase (HN). (LAMB, PARKS, 2007) A glicoproteina G

é ramificada em quatro secdes (BOSSART et al., 2005) e trabalha com outras
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glicoproteinas para auxiliar na fusdo da membrana viral. Segundo estudos, as interagdes
entre o talo da G-Glicoproteina e seus parceiros F-Glicoproteina ocorrem dentro da
membrana viral . (IORIO; MAHON, 2008)

2.2 Pontos quanticos (PQs)

Pontos quanticos (PQs) de grafeno sdo nanoestruturas semicondutoras com
caracteristicas distintas. Devido a sua notavel sensibilidade e seletividade, o potencial
desses materiais como sensores virais despertou o interesse de muitos pesquisadores. O
grafeno € classificado como um composto a base de carbono formado por uma camada
plana de atomos organizados em uma rede hexagonal. Possui varias caracteristicas,
incluindo grande condutividade elétrica e térmica, além de ser incrivelmente forte e leve.
Os PQs variam de tamanho de alguns nandmetros a algumas dezenas de nanémetros e
possuem propriedades elétricas que diferem do material origina (JACAK et al., 2013). As
propriedades quimicas dos PQs permitem que vocé personalize suas propriedades opticas
e elétricas. A adicdo de grupos COOH a superficie do grafeno carboxilado levou a
modificacdes nas estruturas geométricas e elétricas dos PQs Além disso, a
fotoluminescéncia dos PQs pode ser adaptada com precisdo pela mistura de
funcionalidades quimicas (JACAK et al., 2013).

Possui a capacidade de identificar virus com rapidez e precisdo é uma das
principais vantagens da utilizacdo de PQs de grafeno como sensores de virus, sdo
extremamente sensiveis a presenca de proteinas virais, permitindo a deteccdo em
concentracOes extremamente baixas. Os PQs de grafeno também tém alta seletividade, o
que significa que podem discriminar entre diferentes tipos de virus. Para fazer um sensor
de virus a partir de PQs de grafeno, primeiro funcionalize-os com um anticorpo ou outro
tipo de molécula que se liga ao virus em questdo. Quando o virus entra em contato com
o0 sensor, ele se liga aos PQs, fazendo com que as propriedades elétricas do material
mudem. Isso pode ser testado eletronicamente, permitindo que o virus seja detectado
(CHAKRABORTY, 1999).

Os PQs de grafeno sdo uma classe de material potencial para aplicagbes como
sensores de virus. Esses sensores tém o potencial de revolucionar o diagnostico e
monitoramento de doencas infecciosas devido a sua grande sensibilidade e seletividade,
bem como sua excelente estabilidade (CHAKRABORTY, 1999).



17

Figura 3. PQs utilizados neste estudo.
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2.3 Modelagem Molecular
2.3.1 MDoc

MDoc é também conhecido como afinidade molecular, € um método
computacional usado para prever a interacéo entre uma molécula pequena (referida como
o ligante) e uma molécula grande (referida como o receptor). E frequentemente usado na
descoberta de produtos farmacéuticos, porque identifica as partes que se ligam a alvos
com altos niveis de protease é um grande desafio. Uma biblioteca de ligantes potenciais
¢ entdo montada e os ligantes sdo entdo colocados no sitio ativo do receptor
(VLACHAKIS, 2018).

A MDoc é frequentemente usado na pesquisa de desenvolvimento de
medicamentos para encontrar compostos potenciais que podem se ligar e diminuir a
funcdo de uma proteina-alvo. O objetivo final é selecionar o ligante que possui o receptor
mais alto e, portanto, € o mais provavel de se ligar a proteina alvo. Por meio da quimica
medicinal, essas moléculas podem ser aprimoradas para produzir possibilidades com
maior afinidade e especificidade para o alvo (DASTMALCHI, 2016).

Embora a MDoc seja uma abordagem eficaz para encontrar novos
medicamentos, ele apresenta algumas desvantagens. Por exemplo, a precisdo do modelo
de estrutura da proteina alvo e parametros como limitacdo do receptor e flexibilidade do
ligante podem afetar as previsdes de ingestdo (DASTMALCHI, 2016). No entanto, os
métodos de MDoc continuam sendo uma parte vital do processo de descoberta de
medicamentos, ajudando a agilizar a identificacdo de candidatos e contabilizando o tempo

e as despesas envolvidas na criacdo de novos medicamentos (VLACHAKIS, 2018).

2.3.2 MDin cléssica

Um poderoso método de computador chamado de MDin classica é usado para
imitar como as moléculas se comportam no nivel atdbmico. (SUTMANN, 2002). As
trajetdrias de Newton podem ser resolvidas quantitativamente em MDin para simular o
movimento dos atomos em um sistema molecular e antecipar o curso de cada atomo ao
longo tempo. O MDin pode ser usado para investigar os mecanismos moleculares por tras
de atividades bioldgicas significativas , como a ligagdo de drogas a proteinas-alvo e a
dindmica das membranas celulares, bem como para examinar sistemas moleculares

complexos , como proteinas, gerar acidos nucleicos e lipidios (UNGAR et al 1997).
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A simulacéo do MDin é executada em um ambiente computacional onde fatores
como temperatura, pressao, concentracdo de soluto, entre outros, podem ser controlados.
Na simulacdo, uma estrutura molecular inicial é criada e os atomos recebem velocidades
iniciais com base em uma distribuicéo de velocidade predeterminada. A mobilidade dos
atomos é entdo simulada pelo MDin em cada intervalo de tempo, geralmente no tamanho
de Fentosegundos (SUTMANN, 2002).

A MDin pode ser visualizada com grande detalhe, fornecendo detalhes sobre a
estabilidade e a forma da molécula ao longo do tempo. O MDin também pode ser usado
para pesquisar termodinamica, dando aos usuarios a oportunidade de observar, por
exemplo, a energia livre de ligacdo de uma molécula no sitio ativo de uma proteina
(SEIBERT et al., 2005).

No entanto, um MDin tem limitagdes porque é computacionalmente exigente e
precisa de muito poder computacional e de memaria para modelar sistemas moleculares
maiores e mais intrincados. Além disso, a selecdo apropriada dos parametros de
simulacdo, como o tamanho do intervalo de tempo, a escolha do potencial de forca e o
tipo de solucdo utilizada, afeta a precisdo do Mdin (DURRANT et al., 2011).

O MDin é uma ferramenta Gtil para pesquisas em quimica, fisica e na biologia ,
apesar de suas limitacdes , pois permite o estudo da MDin em nivel atbmico e a simulagao
de sistemas moleculares complexos sob condig¢des controladas . Essas capacidades tém o
potencial de avancar muito na criacdo de novos tratamentos e tecnologias (SUTMANN,
2002).



20

CAPITULO III

O ultimo capitulo discutiu algumas das questdes que serdo abordadas neste estudo
sobre a utilizacdo de MDoc e MDin. Neste capitulo, varios componentes dos métodos de
estudo serdo abordados com mais detalhes, apresentando 0s recursos computacionais

utilizados, bem como a teoria que sustenta os procedimentos.

3.METODOLOGIA
3.1.Receptor

O modelo receptor + ligante foi usado como base para todo o processo de
simulacdo, com a estrutura da glicoproteina G (PDB 1D:3D12) (NiV-G) escolhida do
repositério Protein Data Bank (PDB ; http://www.rcsb.org/pdb/) servindo como receptor
e as quatorze moléculas PQ servindo como ligantes. A estrutura do receptor foi melhorada
usando o servidor CHARMM-GUI (LEE et al., 2016) para descobrir as condicGes ideais
que satisfizessem os muitos alvos predefinidos ; no entanto, os procedimentos que
envolvem experimentacgdo ou célculos de computador aumentam a complexidade. Nesse
sentido, utilizamos o campo de forca AMBERFF14SB (GUTERRES et al., 2022) para

obter a estrutura com a melhor conformacéo.

3.2.Ligantes

Os PQs foram escolhidos por sua estabilidade e foram criados com o programa
GaussView 6.0 (DENNINGTON et al., 2016). A abordagem DFT foi utilizada usando o
funcional B3LYP/LANL2DZ (d, p) através do software Gaussian 09 (HISCOCKS et al.,
2009) para encontrar o conférmero mais estavel de cada ligante. Todas as estruturas

otimizadas dos ligantes foram registadas no formato de arquivo pdb.

3.3.Plataformas Utilizadas

3.3.1.Software AutoDock Vina

Uma etapa critica na criacdo de potenciais ligantes é a previsao da interacdo entre

macromoléculas e pequenas moléculas. Para aumentar a velocidade e a precisdo, o
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software de encaixe amplamente utilizado AutoDock Vina (ADV), que foi introduzido
pela primeira vez em 2009 (NGUYEN et al, 2019), usa um otimizador de pesquisa global
iterado localmente. O algoritmo genético é usado pelo ADV para isso, com os ligantes
atuando como andaimes flexiveis e os receptores atuando como paredes duras. A
mudanca é medida como uma mudanca na energia de afinidade (kcal/mol). No entanto,
apenas a melhor pose para cada ligante (sistema de menor energia) é selecionada entre as
30 posturas criadas ao longo das macroestruturas dos quatorze ligantes examinados pelo
algoritmo de ancoragem ADV, a fim de evitar resultados excessivamente repetitivos
(BUTT et al., 2020). Usando uma func¢éo de pontuacdo construida em torno do campo de
forca Amber, 0 ADV determina a energia de afinidade proteina-ligante (GUTERRES et
al., 2022). O ADV foi usado para formar uma caixa de grade com dimensdes de 58 por
68 por 34, e as 20 posi¢des com maior afinidade em valores de médulo de energia livre

foram obtidas para cada PQ.

3.3.2.CB Docking

O CB-Dock é um programa de encaixe de ligantes de proteina que analisa as areas
de ligacdo automaticamente, determina o centro e o tamanho, personaliza o tamanho da
caixa de encaixe com base nos ligantes de consulta e, em seguida, executa 0 MDoc com
simulacdes em grande escala. O AutoDock Vina (NGUYEN et al, 2019) demonstra que
0 acoplamento com foco na cavidade pode melhorar a taxa de acerto e a precisdo do
acoplamento cego. Assim, o CB-Dock pode acelerar e aumentar a precisdo ao identificar
os locais de ligacdo da proteina alvo com nossa técnica de deteccdo de cavidade baseada
em curvatura (CurPocket) (LIU et al., 2022) e poses de ligacdo com o AutoDock Vina.

O CB-Dock é uma versdo aprimorada da ferramenta de encaixe cego de ligante de
proteina que herda o processo de identificagdo de cavidade baseado em curvatura do
servidor CB-Dock e o procedimento de encaixe molecular baseado em Vina AutoDock.

O fluxo de trabalho completo do CB-Dock foi feito onde acessamos o servidor
Cadd.labshare.cn, pegamos as glicoproteinas G como receptor e 0s 14 PQ's como ligantes
e realizamos uma busca com 50 pocos apds o desenvolvimento, sendo para a proteina e
o ligante enviado por o usuario, 0 CB-Dock recuperara do banco de dados de complexos
proteina-ligante armazenados em um servidor com modelos de topologia de alta

similaridade (FP2 > 0,4) (LIU et al., 2022) pela primeira vez. Se a proteina de consulta
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estiver presente, a semelhanca entre ela e as proteinas complexadas com os ligantes e 0

modelo selecionado é determinada.

3.3.3.SwissDOCK

A maioria dos aplicativos de encaixe requer muita poténcia do computador e sdo
sistemas computacionais complicados que sdo sensiveis a pardmetros de aceitagdo e
qualificacdo especifica, tornando-os frustrantes para usuarios nao especializados.

Um servidor de encaixe baseado em rede chamado SwissDock cuida desses
problemas especificos. E possivel preparar automaticamente a estrutura do receptor e do
ligante para encaixe, e a sintaxe sofisticada do mecanismo de encaixe é ocultada por tras
de uma interface de rede direta que oferece muitos conjuntos alternativos de parametros
apropriados, bem como arquivos de entrada de amostra. As atividades de encaixe sdo
independentes dos recursos de computacdo do usuério porque todas as discussfes sao
realizadas no servidor. A representacdo intuitiva de previsbes de acoplamento no
visualizador molecular UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004), que permite uma facil
interpretacdo dos resultados e sua integracdo em pipelines de pesquisa, facilita isso. A
representacdo continua de previsfes de acoplamento no visualizador molecular UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004), que pode ser acessado imediatamente a partir do
navegador, facilita a interpretacdo dos resultados e sua integracdo em pipelines de
pesquisa.

O SwissDock € um servidor de suporte que utiliza o software EADock DSS para
realizar testes precisos rapidamente (BITENCOURT-FERREIRA et al., 2019). Para
ajustar uma proteina, o algoritmo de ajuste SwissDock gera um grande numero de
acoplamentos (geralmente 5.000 a 15.000) em uma caixa definida pelo usuario
(acoplamento local) ou nas cavidades alvo de toda a superficie da proteina (acoplamento
cego). As energias CHARMM dos acoplamentos séo calculadas em uma grade, e 0s mais
acomodaticios sdo identificados, categorizados e agrupados considerando o impacto do
solvente usando o modelo de solvatacdo implicito FACTS (BITENCOURT-FERREIRA
et al., 2019). O arquivo de resultado contém clusters que possuem a melhor integracao.
Proteinas-alvo e ligantes que foram entregues como arquivos no formato CHARMM sé&o

submetidos a testes de acoplamento usando SwissDock usando o campo de forca



23

CHARMM22/27 (COELHO et al., 2016). precisam testar rapidamente (BITENCOURT-
FERREIRA et al., 2019). O algoritmo de ajuste SwissDock gera um grande numero de
acoplamentos (geralmente 5.000 a 15.000) em uma area definida pelo usuario
(acoplamento local) ou nas cavidades alvo de toda a superficie da proteina (acoplamento
cego). Usando o modelo de solvatagdo implicito FACTS, as energias de acoplamento séo
calculadas usando CHARMM em uma grade, e os acoplamentos mais acomodativos sdo
identificados, categorizados e agrupados, considerando o impacto do solvente. Um
arquivo de resultado contendo os clusters mais integrados é criado. Para estudos de
acoplamento em proteinas-alvo e ligantes que foram entregues como arquivos formatados
CHARMM, SwissDock utiliza o campo de forca CHARMMZ22/27 (COELHO et al.,
2016).

Uma grande comunidade cientifica pode usar uma ferramenta de encaixe gratuita,
facil de usar e de ponta, gracas ao SwissDock, um servidor da web. Ele oferece funcbes
que o tornam utilizavel por uma ampla gama de usuérios, como predefini¢es para varios
parametros, constru¢do automatica de estruturas de proteinas e ligantes e previsdo e
analise convenientes de previsdes de adaptacdo. SwissDock faz uso do mecanismo
EADock DSS, que tem taxas de sucesso para ligantes pequenos e um tanto rigidos com
menos de 10 links giratorios flexiveis e é particularmente adequado para o design de
medicamentos(BITENCOURT-FERREIRA et al., 2019).

3.3.4.Dinamica Molecular

3.3.4.1 Protocolo para simulacGes MDin

O software GROMACS versdo 2022 (BAUER et al., 2022) foi usado para
executar simulacdes de MDin de PQ acoplados a macromoléculas de superficie de
proteinas em uma solucdo aquosa explicita utilizando o campo de forca CHARMM36
(LEE et al., 2016). Para isso, foram adicionados ions de sddio e cloro juntamente com
sinalizadores de &gua com cargas de ponto unico (SPC). As posi¢des encontradas no
Autodock que possuiram os maiores valores de energia de afinidade foram usadas. Para
simulagdes MDin, que foram executadas na configuragdo NPT com nimero de particulas,
pressdo e temperatura constantes, as estruturas iniciais foram reduzidas e usadas.

Para reprimir o tamanho de ligacdo e o angulo das moléculas de agua, o
algoritmo SETTLE (FERRARA et al., 2014) foi utilizado, enquanto as interacdes
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eletrostaticas de longo alcance foram estimadas pelo método Particle-Mesh-Ewald
(PME). (PLIMPTON et al., 1997). O sistema foi submetido a uma presséo constante de
1 bar, e ions e moléculas de dgua foram acoplados a um banho a 303 K. As simulacdes
foram realizadas por um intervalo de tempo de 100 ns, com um balanceamento do sistema
nos primeiros 10 ns. As trajetorias e estruturas simuladas foram analisadas com as
ferramentas integradas do GROMACS, e as informagdes necessarias para gréaficos de
Raiz do Desvio Quadrado Médio (RMSD) e tabelas de energias livres em funcdo do
tempo foram extraidas usando o instrumento CPPTRAJ. (ROE et al., 2018).

A energia livre da ligagdo complexa foi calculada usando scripts MM/PBGBSA
, que foi usada em todas as tarefas essenciais automaticamente. Para permitir instantaneos
das trés espécies de uma Unica trajetoria , assumiu - se que nenhuma mudanca
conformacional substancial ocorreu apos a ligacdo. Essas simula¢@es sdo cruciais para o
desenvolvimento de novos compostos , uma vez que permitem a previsdo a nivel
molecular da chamada interacdo . A energia livre da ligacdo complexa foi calculada
usando scripts MM/PBGBSA (GENHEDEN et al., 2015), que cuidam de todas as tarefas
essenciais automaticamente. Estas simulacBes sdo cruciais para o desenvolvimento de
novos compostos, uma vez que permitem a previsdo a nivel molecular da chamada

interacao .
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Energia de afinidade da MDoc

Com base nos célculos, as regides das macroestruturas com maior afinidade pelos
ligantes foram investigadas durante as simulacfes do MDoc. Os resultados de energia de
afinidade alcancados em cada plataforma para cada interacdo analisada, assim como 0s
locais mais adequados descobertos através do processo MDoc, sdo apresentados na
Tabela 1.. Foi descoberto que todos os ligantes tinham maior afinidade com o sitio ativo
dos receptores, indicando que esta regido tinha maior afinidade quimica.

O MDoc também nos permite avaliar o valor da flexibilidade de interagdo nas
interacOes de ligantes e investigar o qudo sofisticada ela é entre os ligantes descritos neste
trabalho. Apenas as conformacdes proteina-ligando com as maiores pontuacées de MDoc
foram exibidas e investigadas. Os valores de energia do receptor obtidos pelos receptores
com os ligantes na Tabela 1 representam os valores relativos de energia do receptor de
ligagéo obtidos pela ferramenta de ajuste utilizada.

As simulacdes com PQ s revelaram que o PQ -K teve o maior valor no modulo de
escala do DOC, superando os demais resultados. O valor da energia de reducéo para esta
molécula foi -13,9 kcal/mol para AutoDock Vina, -12,4 kcal/mol para CB Docking e -
8,63 kcal/mol para Swissdock. Essas figuras mostram que PQ-K apresentou uma estrutura
mais estavel, o que pode ser atribuido a presenca de hidroxilas em sua estrutura. Como a
energia de descarga foi muito maior em formacgdes sem hidroxilas nas pontas, essas
hidroxilas podem preferir estruturas intermoleculares mais fortes.

Comparar as energias de experimentacao nas trés plataformas é um método eficaz
para obter um resultado mais preciso. E fundamental destacar que, embora diferentes
técnicas e parametros possam ser empregados em diferentes plataformas de sintonia
molecular, os resultados devem ser consistentes. Como resultado, € uma pratica
recomendada comparar dados de diferentes plataformas para garantir a validade dos
resultados e a confiabilidade das pontuacdes de referéncia. Além disso, ao revisar 0s
resultados do ajuste molecular, é pratica comum usar a verificacdo do melhor ajuste, que

é a menor energia de reducdo no modulo.



Tabela 1. Energias de afinidade calculadas com as diferentes plataformas.
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Energia de Afinidade (kcal/mol)

Ligante
AutoDock Vina CB Docking Swiss DOCK
PQ-A -11,8 -11,0 -6,78
PQ-H -12,0 -11,0 -7,00
PQ-D -12,2 -11,1 -7,09
PQ-L -12,4 -11,3 -7,16
PQ-B -12,8 -11,3 -7,21
PQ-I -13,0 -11,8 -7,21
PQ-E -13,2 -11,9 -7,28
PQ-M -13,2 -11,9 -7,39
PQ-C -13,3 -12,0 -7,50
PQ-J -13,4 -12,0 -7,72
PQ-N -13,4 -12,1 -7,75
PQ-F -13,6 -12,1 -7,80
PQ-G -13,6 -12,2 -7,84
PQ-K -13,9 -12,4 -8,63

4.2.Resultado da energia de afinidade

Por seu maior valor no médulo de descarga de energia, as simulagcbes com o

AutoDock Vina foram consideradas as melhores das trés plataformas utilizadas. E 0s

ligantes se ligam aos sitios ativos da proteina por meio de ligagdes ndo covalentes,

principalmente do tipo alquila, que produzem ligacdes hidrofobicas, pode-se verificar a

conformacdo que estava proxima do ligante de alta pontuacdo foi observada para

interacOes ligante-proteina no Discovery Studio Visualizer 4.5 (VISUALIZER, 2017).

As pontes de hidrogénio sdo vitais na interacdo porque oferecem estabilidade

estrutural e alteram as qualidades fisico-quimicas de uma molécula. O nédo ouve essas
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ligacGes de hidrogénio nos PQ-A, PQ-D ou PQ-H, mas na figura 4k, o PQ-K tem um
grande numero de ligacBGes de hidrogénio com NiV-G, o que pode explicar sua alta
afinidade de ligacdo. Além disso, relaxantes do tipo -alquil sdo importantes porque
incluem ligacdes hidrofobicas e podem contribuir para a sensacdo de contato ligante-
proteina. As hidrelétricas do tipo -Anion, por sua vez, sdo eletrostaticas e podem impactar
as hidrelétricas a elas conectadas. Como resultado, € fundamental considerar diferentes
tipos de tolerancia ao analisar a interacao de ligacdo entre ligantes e proteinas.

O PQ-A teve a menor energia de absorcdo entre os PQs empregados nesta
investigacdo, indicando uma conexdo mais fraca. Embora nenhuma ligacéo de hidrogénio
tenha sido encontrada, ligacGes eletrostaticas foram detectadas, indicando uma provéavel
interacdo com o sitio ativo do NiV-G, tornando-o um candidato intrigante para uma
investigacdo comparativa. O PQ-H, por outro lado, produziu ligagdes comparaveis as do
PQ-A, com excecdo de tornar o tipo hidrofébica mais confortavel, devido ao momento
dipolar de sua estrutura e resulta em uma conexdo mais eficaz. PQ-H, como esperado,
apresentou um carater de transferéncia efetiva entre os inibidores empregados, mostrando
a possibilidade de contato e influéncia de grupos retiradores de elétrons. Durante a
investigacgdo, outros aspectos tambeém foram examinados.

O PQ-K exibiu a maioria das moléculas com hidrogénio com as hidroxilas dos
aminoacidos GLY:505, LYS:560 e ARG:236, indicando forte. PQ-K também tinha um
tipo alquil e pi-alquil com anéis aromaticos de aminoacidos como HSD127, bem como
um residuo eletrostatico. As Figuras 4g, 4f, 4n e 4j revelam que as passagens na
ancoragem molecular com NiV-G foram limitadas a aminoacidos. O PQ-J exibiu um total
de seis sensac¢des do tipo alquil, que surgem quando a nuvem de elétrons de um grupo
aromatico interage com um grupo de elétrons de um grupo alquil, resultando em ligacdes
hidrofébicas. A Figura 4f representa as interacbes com o NiV-G, que exibe ligacdes
tipicas de hidrogénio e carbono-hidrogénio, que séo significativas na organizacdo da
molécula e nos acoplamentos de ligantes, como dobramento de proteinas e
reconhecimento molecular.

Os ligantes PQ-N e PQ-J foram acoplados aos sitios ativos da macroestrutura por
meio de contatos ndo covalentes fracos, sendo as mais proeminentes interagdes do tipo
alquil que geraram liga¢des hidrofdbicas, porém poucas interagdes de hidrogénio foram
encontradas. As interacfes de hidrogénio séo criticas nos acoplamentos de moléculas e

ligantes, como dobramento de proteinas e reconhecimento molecular. Um exame
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minucioso das ligagOes de e hidrogénio revelou que essas interagdes tém um efeito na
energia de afinidade e, portanto, sdo importantes para a pesquisa de acoplamento.

E fundamental determinar a energia de ligacdo e a compatibilidade dos inibidores
com o sitio ativo da enzima para avaliar sua eficacia como potenciais agentes
terapéuticos. De acordo com nossos dados (Tabela 1), PQ-K apresentou a maior energia
de afinidade entre os inibidores testados, indicando um contato robusto com o sitio ativo
da proteina. Esses dados podem ser usados para fins de comparacdo. O PQ-K contém
propriedades hidrofobicas, como um momento de dipolo, que permite que ele interaja
efetivamente com o local de ligacao.

A Figura 4c mostra que PQ-C exibiu interacGes restritas a aminoacidos no sitio
catalitico, como intera¢6es do tipo -Alquil, -Anion e -Sigma. Essas interacdes envolvem
a nuvem de elétrons de um grupo aromatico e a nuvem de elétrons de um grupo alquila,
resultando em ligagBes hidrofobicas. Além disso, foram observadas conexdes covalentes
de carbono com PQ-M, PQ-E, PQ-I e NiV-G, demonstrando que o carbono compartilha
seus elétrons de valéncia externos. Ndo foram descobertos contatos metélicos entre 0s
ligantes, indicando a auséncia de cargas neles.

Devido a estrutura e posi¢cdo desses ligantes na simulacdo MDoc, as interacoes
entre PQ-B e PQ-D com NiV-G foram limitadas. As interacfes ocorreram na regido
catalitica da proteina, porém foram limitadas em compara¢do com outros ligantes. A
simulacdo ligante-proteina MDoc analisa a estrutura do ligante quando ele esta ligado a
proteina receptora, e a energia de ligacdo é calculada usando varias equacdes de campo
de forca. Quando o ligante interage com a proteina, os elétrons estdo envolvidos na
producdo de interacBes covalentes ou ndo covalentes no nivel atbmico.

Isso indica que as interacdes de ligacdo = e de hidrogénio s&o importantes para a
formacdo do complexo ligante-proteina e para a energia de afinidade em especial
mostrado no PQ-K que conseguiu uma grande variedade de ligac6es. Além disso, o fato
de o local catalitico ter sido respeitado é crucial, pois € & que ocorre a reagdo quimica e,
portanto, é essencial que o ligante se encaixe adequadamente para inibir a atividade da
proteina. A alta capacidade de interacdo do NiV-G também € um resultado importante,
pois sugere que este composto pode ser um candidato promissor para inibidores de
proteinas.

Além disso, vérias interacfes de hidrogénio foram descobertas, principalmente

com o ligante PQ-K, que tinha mais ligacdes de hidrogénio e maior energia de afinidade.
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Essas interacbes de hidrogénio podem ser criticas para a estabilidade do complexo
receptor-ligante. O exame extensivo das interacdes entre o receptor e o ligante €
fundamental para entender a afinidade e seletividade do complexo gerado e pode levar ao
desenvolvimento de novos inibidores mais eficientes.

Isso fornece informac6es que ha potencial de interagdo e possibilidades na dire¢do
de um projeto terapéutico. Outras questbes foram investigadas além da pesquisa do
impacto dos grupos de atracao de elétrons. Dada a funcéo critica do NiV-G no processo
de infeccdo do NiV, esse componente estrutural pode servir como alvo para neutralizacéo
por anticorpos ou pequenas moléculas, e a caracterizacdo da estrutura permitiu aos
pesquisadores reunir informacgdes cruciais no nivel atdbmico para informar o

desenvolvimento de inibidores agentes.

Figura 4. Resultado da melhor interacdo com: a) PQ-A, b) PQ-B, ¢) PQ-C, d) PQ-D, e)

PQ-E, f) PQ-G, g) PQ-G,h) PQ-H, i) PQ-1, j) PQ-J, k) PQ-K, I) PQ-L, m) PQ-M e n)
PQ-N.
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4.4.Anélise De Dindmica Molecular
4.4.1.Mapa de Potencial e RMSD

O comportamento reativo de reagdes eletrofilicas e nucleofilicas foi analisado e
previsto usando mapeamento de potencial eletrostatico (MEP). Os estagios iniciais da
conformacao bioativa sdo muito influenciados pelo MEP, o que explica como o receptor
e o ligante interagem. As cores sdo usadas para indicar valores de potencial eletrostatico
variados na superficie: &reas mais negativas sdo mostradas em vermelho, &reas mais
positivas em azul e areas moderadas em verde. Conforme visto na figura 5, os tons
vermelho, verde e azul representam, respectivamente, concentracdes significativas de
carga negativa, regiGes neutras e regiées com cargas positivas.

Para interagir com as macroestruturas, as porc@es carregadas negativamente de
PQ-A e PQ-H, bem como os grupos circundantes, sdo cruciais. A concentracao de cargas
isoladas no ndcleo desses ligantes pode ser vista nas figuras 5a e 5h. Portanto, a interagdo
e, posteriormente, o efeito inibitdrio sdo significativamente influenciados pelos potenciais
eletrostaticos dos inibidores. A regido eletronegativa mais alta (tonalidade vermelha) ao
redor do &tomo de oxigénio era visivel no traco MEP para esses PQs, sugerindo possiveis
reacOes quimicas ali.

Moléculas polares, como PQs, que incluem hidroxilas, tém pocos ricos em
elétrons em suas extremidades e pobres no meio. No entanto, as intera¢fes carga-dipolo,
dipolo-dipolo e quadrupolo-dipolo podem ser frequentemente previstas usando mapas
reais de potencial eletrostatico de moléculas polares. A superficie do potencial
eletrostéatico é freqlientemente usada como um mapa de reatividade para mostrar as areas
onde os produtos quimicos tém maior probabilidade de atacar eletrofilicamente locais
carregados em compostos organicos.

O MEP do quimico em questdo foi determinado a partir de resultados otimizados
utilizando a base B3LYP / 6-31G. Com areas negativas parciais nas ligacdes duplas
carbono-carbono dentro do anel, principalmente na regido entre H, C e O e 0s metais, 0S
PQs G e K apresentam quatro locais potenciais para ataques eletrofilicos. PQs D, E, F, J,
L e M, por outro lado, exibem variacfes de superficie em eletronegatividade. Como
indicado anteriormente, o potencial eletrostatico tem sido amplamente utilizado em
investigacOes de reconhecimento biologico e interacdes de pontes de hidrogénio, bem

como para prever locais e reatividade relativa para ataques eletrofilicos.
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) PQ-G, h) PQ-H, i) PQ-1, j) PQ-J, k) PQ-K, 1) PQ-L, m) PQ-M e n) PQ-N.
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Figura 5. Resultado do MEP: a) PQ-A, b) PQ-B, c) PQ-C, d) PQ-D, e) PQ-E, f) PQ-G,
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A anélise RMSD fornece informac6es sobre o equilibrio de um conjunto ou o
ponto no qual o conjunto converge para sua forma média mais estavel. Os resultados da
simulacéo de MDin podem variar significativamente no inicio, a medida que as estruturas
lutam para alcancar a estabilidade, até que finalmente atingem um platd, indicando que o
conjunto de estruturas encontrou o equilibrio. Esses resultados sdo dados em funcgéo do
tempo, permitindo calcular o tempo necessario para que as construgdes atinjam a

estabilidade.

A diferenca entre os atomos da estrutura principal inicial produzida a partir da
etapa MDoc e cada uma das estruturas obtidas ao longo dos quadros restantes da trajetdria
de simulacdo foi medida durante esse trecho. O objetivo foi validar e estabelecer a
estabilidade dos complexos proteina-ligante apresentados. Para isso, uma simulagao
MDin de 100 ns dos quatorze PQs com cada estrutura Niv G foi executada.

O RMSD do PQ foi calculado (Figura 6). O valor de RMSD pode ser usado para
prever e informar a estabilidade do complexo ligante de corrida MDin. Um valor de
RMSD mais baixo sugere que o complexo proteico € mais estdvel. O RMSD dos
complexos relativos ao &tomo C em relacdo a duracdo da simulagdo MDin foi calculado.
O RMSD medio para todos os complexos foi globalmente modesto, variando de 0,5 a
3,45. Como resultado, as estimativas da analise RMSD da trajetoria de estruturas
complexas foram comparadas com base em suas diferencas estruturais.

Os valores de RMSD flutuaram muito durante a trajetéria para o PQ-I, PQ-B, PQ-
D e PQ-M, principalmente para 0 PQ-B, pois uma de suas extremidades contém hidroxilas
que ao se oporem a glicoproteina ha uma interacdo e acaba ficando mais préximo como
aconteceu nos horarios de 80 a 100 ns.

As discrepancias entre os atomos da estrutura inicial e as estruturas obtidas ao
longo da trilha de simulacdo foram medidas durante a simula¢do. Uma simulacdo de
MDin com duragdo de 100 ns foi realizada para cada um dos quatorze PQs de grafeno
com a estrutura da glicoproteina do NiV para validar e confirmar a estabilidade dos
complexos proteina-ligante sugeridos.

As simulag¢bes com as estruturas PQ-A, PQ-E, PQ-L, PQ-G e PQ-F revelaram
maior instabilidade no inicio da simulacéo, em 70 ns, mas mantiveram a estabilidade ao
longo da simulacdo. da simulacéo, com valores de RMSD mais estaveis do que o primeiro
grupo citado. O PQ-C, PQ-H, PQ-J, PQ-K e PQ-N, por outro lado, foram os mais estaveis
ao longo da simulagdo, com o PQ-K mostrando quase nenhuma mudancga na trajetoria.

O RMSD néo apresentou flutuagcdo quando comparado ao segundo e terceiro
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grupos. Na Figura 6, é facil ver que as moléculas com mais hidroxilas eram mais estaveis,
0 que implica que as interacGes intermoleculares desempenham um papel importante na
atividade de PQ. Este resultado suporta as soluc¢des de simulagédo de MDoc discutidas
anteriormente, porque a presenca de hidroxilas e varia¢fes estruturais nos PQs resultam

em maiores contatos com Niv.

Figura 6. Resultados do RMSD versus tempo de ligantes com a protease G.
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Fonte: Autor (2022).

No entanto, um estudo mais detalhado da flexibilidade do esqueleto da proteina
foi possibilitado pelo aumento da amplitude de movimento causado pela diminuigéo da
flexibilidade na regido do sitio ativo de ligacdo do Niv, o que revelou a influéncia das
interacOes das glicoproteinas nos ligantes. As descobertas também sugerem que 0 campo
de forca OPLS-AA e o campo de forca CHARMMS36 (sob o modelo de agua tip3p)

caracterizam com precisdo a estrutura dos complexos Ligante + Receptor.
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CAPITULO V

5. CONCLUSAO

Foram usadas técnicas de encaixe e MDin para investigar as conexdes entre as
estruturas dos PQs e a estrutura exterior do NiV neste trabalho. Aspectos relevantes foram
encontrados, como ligacdes estreitas e propriedades atrativas das moléculas, que
permitiram o estabelecimento de ligagbes com estruturas macromoleculares engquanto
explicavam as varia¢fes atdmicas na eletronegatividade.

A colocacéo dos ligantes no sitio ativo permitiu que eles se ligassem a varios
aminoacidos encontrados na area da proteina viral. E fundamental enfatizar que a
intensidade das interacdes esta relacionada as energias de ligacdo. Como resultado, as
posicBes com as maiores energias de ligacdo ao longo da investigacdo sdo as mais
provaveis de ocorrer no ambiente bioldgico.

Uma estratégia computacional integrada foi empregada neste estudo para procurar
possiveis inibidores da estrutura central do NiV. Os testes MDoc produziram uma serie
de posicdo diferentes de ligacOes, e as posi¢cdes com as melhores pontuacées MDoc e
interacOes benéficas com PQs com melhor distribuicdo de carga em suas superficies de
ligagdo foram selecionadas para investigacao. Os PQs exibiram comportamento lipofilico
em geral, mas também exibiram propriedades hidrofobicas, conforme demonstrado por
suas interacdes no processo MDoc. A estrutura PQ-K interagiu mais com NiV-G, que foi
suportada por sua maior capacidade de acoplamento devido a carga parcial nas pontas,
permitindo interaces mais favoraveis.

Analisou-se que todos os ligantes tém forte interacdo com o0s principais sitios
ativos, nomeadamente ASP:302, LEU:305, TRT:504, LYS:560, GLY:506, HSD:127 e
ARG:242.

Os resultados da analise de ajuste indicam que os novos ligantes tém uma alta
afinidade com o Niv, com métricas como RMSD e contato com 0s principais residuos
cataliticos confirmando a estabilidade do complexo. O estudo de simulacdo MDin
acrescenta aos dados de ancoragem e ¢ suportado pela energia livre de ligagédo calculada
por MM/PBSA, que é bastante negativa.

Durante a analise de trajetoria, houve uma flutuacéo substancial nos dados RMSD
para PQ-1, PQ-B, PQ-D e PQ-M ao longo da simulagéo, particularmente para PQ-B. 1sso

se deve a presenga de hidroxilas em uma de suas extremidades, que interagem com a
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glicoproteina em determinados pontos da simulacéo (entre 80 e 100 Ns), fazendo com
que as particulas se aproximem. A simulagdo com PQs A, E, L, G e F, por outro lado,
apresentou instabilidade no inicio (cerca de 70 Ns), mas manteve uma estabilidade mais
consistente ao longo da trajetdria, com valores de RMSD mais estaveis do que o grupo
anterior.

A combinagdo de simulagbes MDoc e MDin com simulagdes de energia livre é
um método eficiente e confiavel para estudar as interagdes molécula-proteina. A quebra
da energia livre em contribui¢des de interacBes microscopicas permite um exame mais
aprofundado das interaces em acdo no processo de ligacdo. Além disso, as descobertas
podem ser valiosas no desenvolvimento de novos ligantes com alta afinidade e
especificidade para a proteina alvo. Alteracdes estruturais no sitio de ligacdo causadas
por interacdes entre a proteina e o ligante podem ser utilizadas para melhorar a eficacia

do novo design quimico.
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