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RESUMO

A febre Chikungunya, é caracterizada por quadro febril e dores articulares debilitantes
que podem evoluir para a forma crénica. E uma doenca ocasionada pelo virus
Chikungunya (CHIKV) transmitida aos humanos pela picada da fémea do mosquito
Aedes. Este virus causa preocupacao a saude publica, visto que, parte da populacéo
mundial encontra-se em risco de infeccdo. Além de trazer efeitos negativos para a
sociedade e perdas econbmicas consideraveis, o quadro sintomatologico da CHIKV
ainda nao possui um farmaco especifico para o tratamento. Dito isso, este trabalho
tem como objetivo, realizar a predicao (in silico) de compostos naturais que tenham
atividade inibitoria frente a uma proteina que atua na replicagdo viral do CHIKV.
Utilizou-se a proteina ndo estrutural 3 do virus como receptor, e 84.215 ligantes
obtidos a partir do banco de dados ZINC20. O software Autodock Vina permitiu a
realizacdo da ancoragem molecular, pelos programas LigPlot+ e PyMol as interacfes
e estruturas foram observadas; o servidor pkCSM, foi propicio para as analises de
caracteristicas farmacocinéticas dos compostos, possibilitando a predicdo de fatores
como absorcao, distribuicdo, metabolismo, excreg¢ao e toxicidade (ADME-Tox), por
fim, o Bioisosterismo, foi executado através do servidor MolOpt, para melhorar a
farmacocinética e desempenho dos compostos naturais identificados. Ao final das
analises, foram obtidos trés bioisésteros, Chikv_bio1, Chikv_bio2, Chikv_bio3 que
contemplam boas energias de ligacado, farmacocinética ideal, e realizam interacdes
com o sitio ativo da proteina, sendo considerados potenciais compostos inibitorios da
nsP3. Ademais, testes in vitro e in vivo, sao necessarios para confirmar os resultados
preditivos aqui expostos, garantindo a continuidade na busca por um farmaco eficaz
no tratamento da Chikungunya, doenca que atinge parte da populagdo e impacta
diretamente na qualidade de vida dos pacientes.

Palavras-chave: Chikungunya; Alphavirus; Molecular Docking; Bioisosterismo.



ABSTRACT

Chikungunya fever is characterized by fever and debilitating joint pain that can
progress to a chronic form. It is a disease caused by the Chikungunya virus (CHIKV)
transmitted to humans through the bite of the female Aedes mosquito. This virus is a
public health concern, since part of the world's population is at risk of infection. In
addition to bringing negative effects to society and considerable economic losses, the
symptomatological picture of CHIKV still does not have a specific drug for treatment.
That said, this work aims to predict (in silico) natural compounds that have inhibitory
activity against a protein that acts on the viral replication of CHIKV. The nonstructural
protein 3 of the virus was used as a receptor, and 84,215 ligands obtained from the
ZINC20 database. The Autodock Vina software allowed the performance of molecular
docking, through the LigPlot+ and PyMol programs the interactions and structures
were observed; The pkCSM server was suitable for analyzing the pharmacokinetic
characteristics of the compounds, enabling the prediction of factors such as
absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADME-Tox). Finally,
Bioisosterism was performed through the MolOpt server to improve the
pharmacokinetics and performance of the identified natural compounds. At the end of
the analyses, three bioisosteres were obtained, Chikv_bio1, Chikv_bio2, Chikv_bio3,
which contemplate good binding energies, ideal pharmacokinetics, and interact with
the active site of the protein, being considered potential inhibitory compounds of nsP3.
Furthermore, in vitro and in vivo tests are necessary to confirm the predictive results
presented here, ensuring continuity in the search for an effective drug in the treatment
of Chikungunya, a disease that affects part of the population and directly impacts the
quality of life of patients.

Keywords: Chikungunya; Alphavirus; Molecular Docking; Bioisosterism.
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1 INTRODUGAO

O virus Chikungunya (CHIKV) é o principal Alphavirus transmitido aos seres
humanos pela picada da fémea do mosquito Aedes (Kril et al., 2021). Esse patégeno
ocasiona infecgdo caracterizada como uma doenca febril aguda, intitulada de febre
Chikungunya, que se apresenta de modo geral como uma infecgdo autolimitada
havendo ocorréncia de dores nas articulagdes e musculo esquelético, as quais podem
evoluir para a forma crbnica com a doenca reumatica em parte dos pacientes
infectados. A sintomatologia da febre Chikungunya tem efeitos notérios na qualidade
de vida dos pacientes, principalmente aqueles com a doenga cronica e
consequentemente leva a ocorréncia de perdas econémicas (Bartholomeeusen et al.,
2023). Por exemplo, um surto de CHIKV nas llhas Virgens Americanas em 2014 teve
um custo que variou de US $14,8 milhdes a US $33,4 milhdes, resultando em um
grupo significativo de pacientes com incapacidade de longo prazo (Feldstein et al.,
2019).

Os Alphavirus possuem potencial de propagacdo epidémica, de causar
doencas graves e consequentemente, sequelas debilitantes aos pacientes, como
artralgia e mialgia de longa duracédo (no caso dos Alphavirus artritogénicos) (Kim;
Diamond, 2022; Behnia; Bradfute, 2023). O virus artritogénico CHIKV representa
preocupacao a saude publica, e ocasiona anualmente milhées de casos ao redor de
todo o mundo (Fumagalli et al., 2021).

No Brasil (maior pais da América Latina e mais populoso), grande parte da
populagdo encontra-se vulneravel ao CHIKV devido ao clima favoravel e a presenca
abundante do vetor Aedes aegypti. Desde 2014, o CHIKV tem se espalhado no Brasil,
inicialmente concentrado principalmente no Nordeste, porém, a partir de 2016, o pais
se tornou o epicentro da epidemia de Chikungunya nas Américas, com 1.659.167
casos registrados, ao contrario de outros paises nas Américas, o Brasil enfrenta
epidemias anuais de Chikungunya (De Souza et al., 2024).

Ha algum tempo, o potencial pandémico do virus CHIKV vem sendo observado
e citado, pois ele é listado pela Coalizdo para Inovacbes de Preparagdao para
Epidemias (CEPI) como um patdgeno prioritario para o desenvolvimento de vacinas.
Além disso, em 2018, o CHIKV foi adicionado a lista da Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS) para pesquisa e desenvolvimento prioritarios (Bartholomeeusen et al.,
2023). A Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, aprovou em
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novembro de 2023, a primeira vacina contra a Chikungunya, porém, sera necessaria
a implementacao de grandes programas de imunizagao, em contrapartida, antivirais
especificos para tratar ou prevenir a infeccdo causada por CHIKV continuam
indisponiveis (De Souza et al., 2024).

As analises in silico surgem entdo como ferramentas importantes no
reposicionamento e desenvolvimento de farmacos, pois permitem a selecdo de
moléculas que se apresentam como potencial terapéutico (Silva; Silva; Holanda,
2020). Essas moléculas tornam-se necessérias para controlar e combater infec¢des
por Alphavirus como o CHIKV, visando melhoria da qualidade de vida das pessoas
infectadas, diminuicdo da viremia, e consequentemente dos agravos e dos danos
sociais e econdmicos do individuo bem como, a prevenc¢do da saturacdo do sistema
publico de saude (Bartholomeeusen et al., 2023; Feldstein et al., 2019).

Portanto, esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo, investigar e selecionar
alvos (proteinas) importantes na replicacdo do Alphavirus Chikungunya para inibicédo
da sua replicacdo; bem como, testar por meio de ferramentas computacionais a
interacdo de compostos naturais frente ao sitio ativo do alvo viral visando inibir sua

acao.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Esta pesquisa, visa identificar um alvo proteico crucial para a replicagao do
virus Chikungunya e utilizar ferramentas computacionais para avaliar a interacéo de
compostos naturais com o sitio ativo dessa proteina viral. O objetivo é propor novas
moléculas que possam inibir a replicagao do virus e atuar como potenciais candidatos
a novos farmacos.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo visam direcionar a pesquisa de forma

clara e estruturada, e sdo delineados a seguir:
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revisar a literatura cientifica para compreender a funcao das proteinas virais
no ciclo replicacdo do Alphavirus artritogénico, CHIKV;

propor proteinas do CHIKV que sejam possiveis alvos de antivirais;

realizar a ancoragem molecular com 84.215 compostos naturais disponiveis
na quimioteca do servidor local;

selecionar os compostos que apresentaram melhor desempenho (in silico);
submeter os compostos selecionados a estudos de farmacocinética, com
predicdo de absorc¢éao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade;
analisar as moléculas com maior potencial inibitério e realizar bioisosterismo
para melhorar seu perfil farmacologico;

identificar através de ferramentas computacionais, compostos naturais com

potencial acao antiviral.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 ARBOVIRUS: ALPHAVIRUS

Os virus sdo parasitas que ndo possuem capacidade de se replicar fora das
células e por isso, sdo considerados patégenos intracelulares obrigatérios, ja que
necessitam do metabolismo ativo das células para se multiplicarem (Silva et al., 2023).

Os arbovirus sdo um grupo de virus transmitidos por artropodes hemato6fagos,
(carrapatos e mosquitos), para vertebrados homeotérmicos. Esses artropodes sao
capazes de adquirir o virus durante a alimentacdo sanguinea em um hospedeiro
infectado, e estes virus passam entdo a se multiplicar em seu organismo. Essas
espécies de artrépodes podem transmitir o virus para um hospedeiro nao infectado,
porém a infeccdo depende de um nivel minimo de viremia, por isso, apenas
vertebrados que apresentam viremia moderada sdo considerados hospedeiros
competentes, ou seja, capazes de amplificar a transmissdo desses arbovirus
(Hubélek, 2021).

Estima-se que 3,9 bilh6es de pessoas (quase metade da populacdo mundial)
estejam em risco de adquirir arboviroses (Organizacdo Mundial da Saude, 2022) o
que eleva o nimero de infec¢gBes sintomaticas e também de 6bitos. Exemplos destes
arbovirus incluem Dengue, Febre amarela, Zika, Mayaro e Chikungunya (Taylor-
Robinson, 2023).

As arboviroses deixam grande parte da populacao brasileira em condicdes de
risco, e em partes os numeros sao negligenciados devido a subnotificacdo dos casos.
Em relacdo ao tratamento, encontram-se medicamentos paliativos que sao
administrados de acordo a sintomatologia apresentada pelo paciente, como febre,
dores e inflamacgdes (Sousa et al.,, 2023). Sendo utilizados principalmente, anti-
inflamatorios néo esteroidais (AINES), analgésicos, drogas modificadoras do curso da
doenca (DMARD) e corticoides (De Carvalho Cardoso et al., 2022).

Por se tratarem de virus que séo transmitidos principalmente por mosquitos
artropodes, os Alphavirus tém se tornado motivo de preocupac¢éo devido a expansao
destes vetores, o0 que pode resultar em maior numero de individuos expostos (Behnia;
Bradfute, 2023).

O género Alphavirus pertencente a familia Togaviridae, compreende um

conjunto de arbovirus dos quais alguns sao reemergentes e afetam pessoas em todo
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o mundo (Tan et al., 2022). Podem ser classificados, como Alphavirus do Velho
Mundo, os que ocasionam doencas artritogénicas e os do Novo Mundo que causam
encefalites (Strauss; Strauss, 1994).

Os artritogénicos compreendem os virus, Chikungunya (CHIKV), Ross River
(RRV), Barmah Forest (BFV), O'nyong'nyong (ONNV), Mayaro (MAYV) e Sindbis
(SINV), que desencadeiam nos seres humanos, quadros de artrite e acometimento
musculoesquelético agudo e crbnico, com sintomatologia que incluiu, artralgia,
poliartrite aguda, mialgia, miosite, erup¢cdes cutaneas e febre (Kim; Diamond, 2022).
Ja os Alphavirus encefalicos séo, os virus da encefalite equina venezuelana (VEEV),
encefalite equina oriental (EEEV) e encefalite equina ocidental (WEEV) (Zimmerman
et al., 2023). Os encefalicos, alcancam células do sistema nervoso central e
ocasionam assim como o0 nome prediz, encefalite e meningite, que a longo prazo
podem resultar em sequelas neurologicas incapacitantes ao hospedeiro (Morens;
Folkers; Fauci, 2019).

A distribuicdo dos arbovirus € restrita pelas areas onde sdo encontrados seus
vetores, geralmente séo regides tropicais e subtropicais. No entanto, a expansao da
gama geografica de vetores pode levar a propagacdo das arboviroses para areas
ainda ndo afetadas. O aumento e a reemergéncia das arboviroses estao associados
a um conjunto de fatores que incluem, urbanizacdo, mobilidade internacional,
alteracdes climéaticas e globalizacao, essas condi¢cfes facilitam a propagacéo destes
virus para novas regifes (Taylor-Robinson, 2023). De acordo com Strauss e Strauss
(1994), os Alphavirus apresentam uma ampla distribuicdo geogréafica, estando
presentes em todos os continentes, esta rapida distribuicdo estd associada a
alteracbes e aumento da gama de hospedeiros dos vetores, ligada a mudancas
climéticas propicias a dissemina¢cdo do mosquito e ao crescimento do numero de

viagens por todo o mundo (Filomatori et al., 2021).

2.2 CHIKUNGUNYA

A Febre chikungunya é uma doenca viral, caracterizada por infecc¢ao febril que
causa dores debilitantes, trata-se de uma doenga transmitida pelo mosquito
hematdfago fémea do género Aedes, vetor esse que se espalhou da Africa e Asia para
a Europa e Américas e dos tropicos e subtropicos para regides temperadas. No Brasil,

0 Aedes aegypti e 0 Aedes albopictus, s&o os principais vetores, sendo que o primeiro



21

se encontra disseminado em todos os estados brasileiros e amplamente disperso em
areas urbanas, enquanto o segundo é encontrado em diversos municipios, exceto nos
dos estados de Sergipe, Acre, Amapa e Roraima. Vale ressaltar, que a transmissao
in Gtero é possivel, mas rara. O maior risco de transmissdo materno-fetal ocorre
guando uma méae infectada é altamente virémica na época do parto (Bartholomeeusen
et al., 2023).

O nome chikungunya significa "aquele que se curva" na lingua Makonde, que
se deve as suas principais manifestacdes clinicas. Seu virus foi isolado pela primeira
vez durante surto de doenca febril na Tanzania em 1953. O virus CHIKV é membro
do complexo antigénico Semliki forest, composto também pelos Alphavirus Ross
River, O’nyong-nyong, Getah, Bebaru, Semlikiforest e Mayaro. A infec¢ao pelo virus
Chikungunya confere imunidade duradoura, possivelmente vitalicia (Teixeira et al.,
2021).

Alguns estudos sugerem que o virus da chikungunya infecta diretamente a
sindvia e musculo, levando a producédo de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e
recrutamento de leucécitos, o que causa as manifestacdes clinicas. A sintomatologia
da doenca ocorre, geralmente 2 a 6 dias apos a picada do mosquito, variando de 1 a
12 dias. E caracterizada por febre alta, dores articulares e musculares intensas,
principalmente nos punhos, maos, tornozelos e pés. A intensidade dos sintomas
corresponde ao nivel de viremia, que é mais alto durante os primeiros dias de infecc¢éo.
Outros sintomas agudos incluem dor de cabeca, dor nas costas, fadiga, nausea,
inchaco das articulacdes, conjuntivite e, em cerca de metade dos individuos afetados,
uma erupcdo maculopapular eritematosa (FIGURA 1). A complicacdo neuroldgica
mais comum da chikungunya é a encefalite (Vairo et al., 2019).

O diagndstico é realizado em pessoas com inicio agudo de febre e poliartralgia,
além de exposicéo epidemioldgica relevante. Os principais testes realizados séo as
técnicas moleculares RT-PCR e o gRT-PCR. As alteracdes laboratoriais sdo
inespecificas, contudo, pode ser encontrado leucopenia, Velocidade de
Hemossedimentacdo (VHS) e Proteina C-Reativa elevada. Vale ressaltar que deve
ser realizado testes para infec¢do pelo virus da dengue e infeccdo pelo virus Zika,
como forma de descartar possiveis suspeitas. Ndo ha um tratamento antiviral
especifico, portanto o manejo clinico é com repouso, fluidos, agentes antinflamatorios

e analgésicos (Mourad; Makhani; Chen, 2022).
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Figura 1 - Sinais e sintomas de Chikungunya

Fonte: https://www.tuasaude.com/febre-de-chikungunya/ (2024, p.1).

Tratando-se de epidemiologia, nas semanas epidemiologicas 1 a 52 do ano
de 2022 o virus CHIKV foi responsavel 271.006 casos em 13 paises das Américas,
sendo que, mais de 99% destes casos foram notificados pelos seguintes paises:
Brasil, contando com o maior numero de casos suspeitos com uma porcentagem de
98%, o Paraguai com 0,9% e a Guatemala com 0,7% dos casos. Deve-se considerar
o0 aumento do numero destes casos, comparando-se 0 mesmo periodo em 2021 onde
houve registro de 137.025 casos (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2023).
Segundo o ministério da saude, no ano de 2022 até a semana epidemioldgica 52,
foram registrados no Brasil 175.956 casos provaveis de Chikungunya e 100 6bitos. Ja
no ano de 2023 no mesmo periodo, foram registrados 154.800 casos provaveis de
Chikungunya e 106 casos de 6bito, nota-se uma pequena diminui¢do do numero de
casos e um breve aumento do nimero de 6bitos (Brasil, 2024).

A doenca possui trés fases: A fase aguda que geralmente dura até vinte e um
dias; em seguida inicia-se a fase pds-aguda, que se estende até o final do terceiro
més da infeccdo e apods trés meses de incdbmodo com persisténcia das dores
articulares, caracteriza-se a fase crbnica. Em comparagcao a outras arboviroses a
Chikungunya ocasiona muitos sinais e sintomas aos pacientes, principalmente na fase
aguda, podendo também ser sintomatica nas fases pds aguda e crénica onde ocorre
a poliartralgia em cerca de 40% dos individuos persistindo por anos sendo mais
prevalente em idosos e pessoas com comorbidades. Mesmo sendo incomum existem

também as formas irregulares podendo levar o paciente ao 6bito (Sousa et al., 2023).
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Apos a infeccdo, o CHIKV comeca o processo de replicacdo na pele e depois
passa a disseminar-se para o figado e articulacbes. Além das manifestacdes
articulares, que séo tipicas desta arbovirose, existem também manifestacdes atipicas
que podem afetar individuos de todas as faixas etarias. Dentre essas manifestacfes
existem as neuroldgicas, como encefalite, meningite e sindrome de Guillain-Barré, e
as cardiacas, como arritmias, pericardites e miocardite. No entanto, também pode
ocorrer acometimento do trato gastrointestinal, figado, rins, lesGes cuténeas

vesiculobolhosas, bem como de células do sangue (Nicacio et al., 2022).

2.3 CICLO DE REPLICAGAO DOS ALPHAVIRUS

Os Alphavirus possuem capacidade de infectar células linfoides, células da glia,
neurdnios, sindvia, tecido adiposo, além de células musculares lisas e estriadas
(Strauss; Strauss, 1994).

Estes virus sdo caracterizados por estruturas que se assemelham e possuem
um ciclo vital comum (Rangel; Stapleford, 2021). Trata-se, de virus envelopados
esféricos de simetria icosaédrica, com cerca de 65-70 nm (FIGURA 2); seu genoma é
composto por RNA fita simples de polaridade positiva com comprimento de
aproximadamente 12 Kb separado em dois quadros de leitura aberta (ORFs) (Kril et
al., 2021; Strauss; Strauss, 1994).

O primeiro ORF localizado na regido 5’-terminal do genoma, codifica a
poliproteina P1234 a qual é clivada originando quatro proteinas nao estruturais (nsP1,
nsP2, nsP3 e nsP4) que atuam juntamente na replicagdo viral, fuga da acgao
imunoldgica e alteragbes em proteinas. Ja a ORF 3’-terminal codifica as proteinas
estruturais que compdem o virus, sendo elas, proteina C (capsideo), glicoproteinas
do envelope E1, E2 e E3 a 6K e TF, que servem para a montagem da estrutura viral e
participam de seu ciclo vital (Strauss; Strauss, 1994; Wang et al., 2022).

Apés a inoculacdo do virus pela picada do mosquito infectado, este
microrganismo inicia o processo de infecgao e replicacéo (FIGURA 3) ao interagir com
receptores de membranas das células hospedeiras a fim de introduzir-se no seu
interior por intermédio de moléculas proteicas. A proteina E2 juntamente com a E1
desempenham papel crucial na entrada do virus na célula, pois, a ligagdo de E2 a
receptores de membrana desencadeia a entrada do virus via endocitose mediada por

clatrina, e na sequéncia o transporte para o endossomo contendo o virus (Elmastri;
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Nasal; Jose, 2021).

Figura 2 — Estrutura dos Alphavirus

Capsid protein
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Fonte: https://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by_species (2018, p.1).

A maturacdo do endossomo causa um rearranjo conformacional irreversivel
das glicoproteinas de superficie, devido ao pH &cido presente. Isso faz com que o
heterodimero formado pela juncdo de E2-E1 se dissocie em homodimeros. Em
consequéncia, o peptideo de fusdo de E1 é exposto e inserido na membrana do
endossomo, formando um poro. Esse poro leva a liberacdo do nucleocapsideo viral
no citoplasma celular. Enquanto os virus do Novo Mundo permanecem nos vacuolos
até atingirem o estagio endossdmico, os virus do Velho Mundo escapam do
compartimento endossémico primario (Skidmore; Bradfute, 2023).

Sabe-se que, as lectinas do tipo C, o sulfato de heparina e receptores de
fosfatidilserina também séo fatores de ligacdo envolvidos na entrada viral, mesmo
havendo ainda questdes nao totalmente elucidadas sobre as interacdes realizadas
pelos virus no momento de sua insercdo as células, algumas proteinas de superficie
celular vem sendo citadas por estarem envolvidas, como a proteina de macrofagos
associada a resisténcia natural (NRAMP) como um receptor do SINV e a proteina 8
associada ao remodelamento da matriz (Mxra8) sendo receptor para CHIKV, RRV e
MAYYV (Basore et al., 2019).

Ao alcangar o citoplasma da célula do hospedeiro, sdo iniciados os eventos que
levam a formagdo de novas particulas virais (replicagdo). Inicialmente, o
nucleocapsideo se dissocia no citoplasma liberando o RNA viral e entéo € iniciada a
traducéo, onde os peptideos virais serdo sintetizados. Os virus constituintes desse

género possuem um genoma com dois quadros de leitura aberta (ORFs) que
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codificam as proteinas estruturais e nao estruturais (nsP), assim, a traducgéo direta das
proteinas n&o estruturais a partir do RNA viral geram as poliproteinas P123 e P1234,
sendo entdo processadas por proteases presentes na nsP2. O polipeptidio 123
processado associa-se a nsP4 formando um complexo replicativo, o qual sintetiza
uma fita intermediaria de RNA negativa que servird como molde para a sintese do
RNA positivo e para transcricdo do RNA da regido subgendémica para que contém as
proteinas estruturais do virus. Apos o processamento das nsP em nsP1, nsP2, nsP3
e nsP4, a jungao destes peptideos forma um complexo de replicagdo para a sintese
de novas fitas de RNA (Skidmore et al., 2020).

Figura 3 — Ciclo de replicagdo do Alphavirus CHIKV
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Fonte: Adaptado de Abdelnabi et.al. (2015).

Legenda: A figura demonstra os processos adsorcdo, endocitose mediada por Clatrina, fusdo de
membrana, desnudamento, replicacdo, empacotamento do genoma, montagem do
nucleocapsideo e brotamento dos virions.

O RNA subgenémico atua como RNA mensageiro (MRNA) para a formagao das
proteinas estruturais. A proteina do capsideo (CP) ¢ liberada e entao, a poliproteina
continua a ser processada no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico. A
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poliproteina pE2 é clivada pela furina formando as glicoproteinas do envelope E2 e
E3. Ao fim, as CP interagem diretamente com o RNA, encapsulando o genoma viral
originando os nucleocapsideos, que séo transportados para a membrana plasmatica
onde ocorre o brotamento juntamente com a membrana do hospedeiro e a liberagao

dos novos virus no organismo (Abdelnabi; Delang, 2020).

2.4 FUNCAO DAS PROTEINAS QUE ATUAM NO CICLO DE REPLICAGAO DO
CHIKV

2.4.1 Proteinas estruturais

A proteina do Capsideo (CP), é a primeira proteina a ser traduzida e é também,
produzida em maior quantidade do que as demais. E responséavel pela formacédo
primaria da estrutura dos virions, originando o nucleocapsideo, onde o RNA viral
encontra-se cercado pela CP. Possui atividade patogénica, atuando no bloqueio dos
poros nucleares, e com isso, passa a impedir a tradu¢do de novas proteinas das
células, resultando em maior efeito citopatico, aumento da patogénese viral e facilita
a fuga contra mecanismos imunoldgicos do hospedeiro (Skidmore; Bradfute, 2023).
Por fim, os virions formados possuem trés camadas: o nucleocapsideo, composto por
240 copias da proteina CP; membrana lipidica derivada do hospedeiro ao redor deste
nacleo e espiculas de glicoproteina trimérica (E1 e E2) localizadas na superficie
(Button; Mukhopadhyay, 2020).

As glicoproteinas do envelope E1, E2 e E3, sdo formadas durante a infeccao
por Alphavirus, auxiliam na fusdo das membranas (viral e do hospedeiro) além, de
contribuir para a liberagdo do genoma viral no citoplasma (Holmes et al., 2020). E2 é
a principal proteina atuante na ligacdo do virus aos receptores, E1 possui uma alca
gue possibilita a fusdo da membrana viral e endossémica na célula recém infectada
com o intuito de liberar o material genético do virus no citoplasma celular, € também,
capaz de induzir a formacao de poros na membrana induzindo alteracdes fisioldgicas
celulares e forma heterodimeros com E2 originando as glicoproteinas spike. A E3 atua
como uma sequéncia de sinais que ap6és a clivagem do capsideo, guia a poliproteina
estrutural para o reticulo endoplasmatico, além disso, previne a liberacédo antecipada
da alca de fusdo da E1 permitindo sua secrecdo na superficie celular
(Bartholomeeusen et al., 2023; Skidmore; Bradfute, 2023).



27

As proteinas 6K e TF também séo de grande importancia neste ciclo viral, a 6K
atua na mediacdo do brotamento dos virions maduros, ja a TF € uma pequena
proteina formada a partir do gene 6K, geralmente é encontrada incorporada ao virus
apos sua liberacdo e estq associada a evasdo do interferon. Ambas atuam na
liberacdo eficiente dos virus, e tem importancia na viruléncia, pois 0s virus que nao
possuem essas proteinas apresentam doencas menos graves (Rogers et al., 2020;
Skidmore; Bradfute, 2023).

2.4.2 Proteinas nao estruturais (nsPs)

Conforme Jones et al. (2021), a proteina ndo estrutural 1 (nsP1) possui uma
estrutura em forma de anel dodecamérico, o que facilita seu acesso a organela viral e
contribui para o processo de tamponamento do RNA, além disso, essa nsP interage
de forma direta com a membrana (Laurent et al., 2022). Dentre 0s mecanismos
utilizados por essa enzima para o processo de tamponamento de RNA podem ser
citadas seu potencial em atividades de guanilacdo e metiltransferase que auxiliam
principalmente na possivel adicdo de m’GMP na extremidade 5 do RNA alphaviral.
Esta proteina também funciona como um fator contribuinte para viruléncia em
infeccbes causadas por Alphavirus, sendo associado a sintomas como inflamacéo no
sistema musculo esquelético em quadros causados por RRV, outro Alphavirus
artritogénico (Rangel; Stapleford, 2021).

A nsP2, € a maior proteina madura dos Alphavirus e é essencial para o ciclo
de replicacao e transcricdo do material genético desse conjunto de virus. Trata-se de
uma proteina responsavel por executar diversas fun¢des, como o processamento da
poliproteina ndo estrutural (por meio de sua regido C-terminal cisteina protease), atua
como helicase no processo replicativo, possuindo ainda, atividades de trifosfatase
(RNA trifosfatase e nucleotideo trifosfatase) (Law et al., 2021). Nas células infectadas,
esta proteina encontra-se presente principalmente no citoplasma e nacleo. No nucleo,
a nsP2 pode inibir fatores associados a sinalizacdo antiviral, € capaz de reter a
maquinaria responsavel pela transcricdo da célula hospedeira, além de levar células
vertebradas a efeitos citopaticos (Law et al., 2019).

A proteina nsP3 é contém cerca de 469-570 aminoacidos e trés dominios
principais, o macrodominio N-terminal, o AUD (dominio central Unico de ligacéo de

zinco) que sdo proteinas globulares, e o HVD que é uma regido altamente variavel,
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capaz de realizar diversas interacbes e modificar a biologia e funcionamento das
células hospedeiras. Essa nsP possui diversas func¢des, como: mediacdo de
interacdes Alphavirus-proteinas do hospedeiro necessaria no processo de replicagéo,
na qual sua regido HVD, liga-se a células do hospedeiro permitindo a iniciagcdo da
montagem da nsP3-RC que atua diretamente no processo de replicacéo; & também,
um fator de especificidade de vetores, pois esta relacionado a capacidade dos
Alphavirus (tanto do velho mundo quanto do novo mundo) de se adaptarem a
diferentes espécies de mosquitos vetores. Atua ainda, como fator de viruléncia viral e
modulador da resposta de estresse do hospedeiro, limitando a formacao dos granulos
de estresse (Abdullah et al., 2021).

J& a Alphavirus nsP4, é também atuante no processo de replicacdo viral onde
desempenha papel crucial, mediante sua atividade de RNA dependente e RNA
polimerase (RdRp), além de possuir funcionalidade como adeniltransferase terminal.
Trata-se de uma proteina longa, composta por cerca de 610 aminoacidos, no qual seu
dominio C-terminal carrega o sitio catalitico, e a regido N-terminal, é caracterizado
como uma porcao desorganizada com potencial de interacdo com outras proteinas
nao estruturais. Sugere-se ainda, que essa enzima esteja relacionada ao

desligamento da traducdo do hospedeiro (Pareek et al., 2022).

2.5 DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS UTILIZANDO FERRAMENTAS IN
SILICO

O desenvolvimento de novos medicamentos envolve diversas etapas, desde a
identificacdo de alvos até a realizacéo de testes pré-clinicos e clinicos (Tripathi et al.,
2021). Para que um novo medicamento seja langcado no mercado farmacéutico &
necessario um grande investimento, cerca de US$ 2,6 bilhdes além de um tempo
estimado entre 10 a 15 anos, sendo que, ao fim, apenas uma pequena parcela, de
aproximadamente 13% consegue aprovagdo. Conforme Sarkar et al. (2023) o
desenho de farmacos in silico, que pode trazer beneficios e otimizar este processo de
desenho de farmacos, pois permite a realizacdo de uma avaliagao sistematica dos
ligantes que podem ser candidatos a novos farmacos, sendo assim, podem ser
criadas moléculas otimizadas, além da realizacdo analises de caracteristicas fisico-
quimicas, bioatividade, efeitos colaterais, seletividade, bem como a observacao de

parametros farmacocinéticos como, absorcao, distribuicado, metabolismo, excrecao e
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toxicidade(ADME-T) (Sahu; Mishra; Kushwaha, 2021).

A ancoragem molecular (Molecular Docking) € um método in silico, que esta
inserido entre as metodologias desenvolvidas para o desenho de novos farmacos ou
"planejamento de farmacos baseado em estrutura”. Este método permite a predigao
de formas de ligacdo de compostos ativos utilizando bibliotecas digitais com grande
numero de informacdes, trata-se de uma técnica rapida e barata, a qual auxilia na
reducdo de custos e tempo no desenvolvimento de novos farmacos. O acoplamento
de moléculas, baseia-se principalmente na analise da orientag&o (pose) de moléculas
no sitio ativo de uma macromolécula para prever as interagcbes moleculares formadas
(Torres et al., 2019).

O Molecular Docking é um método que consiste na predicdo em larga escala,
de estruturas formadas por complexos entre proteina (ou receptor) e ligante. E uma
técnica semelhante ao modelo chave-fechadura da teoria enzimatica, onde o ligante
€ correspondente a “chave” e o receptor atua como a “fechadura”. Permite ainda, a
classificagdo de modo hierarquizado dos compostos (De Azevedo Jr, 2019).

Grande parte das doencas esta associada a disfuncdes proteicas, e para a
descoberta de tratamentos podem ser utilizadas diversas técnicas que abordam a
estrutura dessas macromoléculas, com o intuito de encontrar sitios ativos existentes
nestes alvos. Apesar de muito importante, a resolugao de estruturas tridimensionais
das proteinas é ainda um processo caro e que demanda tempo, neste contexto, surge
as técnicas computacionais auxiliam no desenvolvimento mais rapido na avaliagao e
desenvolvimento das estruturas 3D (Zhong et al., 2018).

O desenvolvimento de novos medicamentos envolve a busca de moléculas
seguras e com alta qualidade, e dentre os estudos realizados estdo os de
farmacocinética e toxicidade. Muitas moléculas ativas ja foram encontradas, porém
poucas sao aprovadas pela FDA devido a reagdes adversas, propriedades
inadequadas e falta de eficacia, tornando necessaria a otimizagao e avaliagado precoce
das propriedades destas moléculas para suprir estas limitagcbes (Merlot, 2010). A
andlise e predicdao computacional das propriedades ADME-T é considerada uma
abordagem preferivel visto sua rapidez e baixo custo, comparado com testes em
animais (Tripathi et al., 2021).
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3 METODOLOGIA

3.1MATERIAIS: SOFTWARES E PROGRAMAS UTILIZADOS

3.1.1 Protein Data Bank (PDB)

O Protein Data Bank foi o primeiro banco de dados biolégicos digital com
acesso aberto, e atualmente € o Unico arquivo a nivel global de dados de estruturas
de macromoléculas 3D e seus complexos com ligantes. Dados do PDB séao utilizados
para pesquisa basica aplicada em diversas areas da ciéncia, como publicacdo de
livros, desenvolvimento de métodos computacionais, descoberta de drogas entre
outras aplicacdes (Young et al., 2018). No PDB, é possivel acessar coordenadas
atbmicas 3D das moléculas, dados experimentais e metadados que descrevem o
modelo e seus detalhes, como nome, sequéncia de aminoacidos, estrutura quimica,
férmula, nome quimico, métodos e estatisticas de construcdo de modelos e etc. Ha
também, informacBes sobre as estruturas dos ligantes complexados as
macromoléculas que fornecem conhecimento a nivel atémico auxiliando na

descoberta de farmacos (Berman et al., 2002).

3.1.2 AutoDock Vina

O molecular docking é largamente utilizado em préticas de desenvolvimento de
farmacos mediante interacGes entre proteinas e ligantes (Eberhardt et al., 2021). O
AutoDock Vina é uma ferramenta usada para prever a conformagéo e a energia livre
de moléculas ao alvo. Vina € um software de encaixe computacional de ancoragem
de cbdigo aberto. Baseia-se em pontuacdo simples e pesquisa de otimizacdo de
gradiente (Trott; Olson, 2010).

3.1.3 PyMol

O PyMol é um programa de graficos moleculares utilizado para a geracao de
imagens e visualizacdo de interacfes. As imagens geradas nesse programa, sao
geralmente de estruturas de proteinas e ligantes, as quais sao muito Uteis e

informativas, principalmente em publicagbes de revistas e em palestras. O PyMol
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permite analisar a estrutura 3D de uma proteina, interagir, avaliar, além de possuir

uma interface flexivel que auxilia na obtencao de imagens bonitas (Jones, 2021).

3.1.4 Zinc20

O Zinc20, trata-se de um banco de dados disponivel ao publico, o qual possui
uma série de compostos catalogados e comercialmente disponiveis. Esta biblioteca
de moléculas disponibiliza também uma série de estruturas em duas dimensdes (2D)
e trés dimensdes (3D), além de permitir a execucédo rapida das pesquisas. O banco
Zinc (link de acesso: https://zinc20.docking.org/) tem sua aplicabilidade voltada para
o molecular docking, mas também possui vertentes voltadas para abordagens
baseadas no principio da similaridade molecular, com intuito da identificacdo de

compostos analogos em forma e atividade (Irwin et al., 2020).

3.1.5 SciFinder

O SciFinder, trata-se de uma plataforma de acesso aberto e que pode ser
acessada por meio do uso académico no site do periddico CAPES na lista de “bases
e colecoes” pelo acesso CaFe seguido de um rapido cadastro. Este banco de dados
de informacdes cientificas e de tecnologia foi desenvolvido pelo CAS- servico de
resumos quimicos, do inglés, Chemical Abstracts Service. A plataforma disp8e de
informacBes sobre as mais diversas areas da Quimica, Bioguimica, Engenharia,
Farmacologia, Biologia, Medicina etc. O SciFinder (link de acesso:
https://sso.cas.org/as/authorization.oauth2) permite a busca por referéncias como em
patentes, livros, artigos; por substancia, que pode ser pelo nome da substancia,
namero CAS, formula molecular além de outras, e também por rea¢des quimicas
(Scifinder, 2024).

3.1.6 LigPlot+

O software LigPlot+ permite a visualizacao de interagdes (em duas dimensdes)
formadas pela proteina e o ligante, os resultados das analises permitem a avaliacao
de intera¢Oes intermoleculares e as for¢as de ligacao de forma simplificada (Haider et

al., 2021). Este programa possibilita a sobreposi¢cao de diagramas, em situa¢gdes onde
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existem complexos ligante-proteina semelhantes, permitindo a exibicdo dos
diagramas sobrepostos e geracdo de diagramas com interacdes residuo-residuo,
estes diagramas demonstram interacbes com hidrogénio, interacdes hidrofébicas
entre ligantes e elementos das cadeias principal e lateral das proteinas. Essas opc¢fes
favorecem por exemplo, a analise de diversas moléculas que se ligam a mesma
proteina e de um ligante que se liga a proteinas homoélogas (Laskowski; Swindells,
2011).

3.1.7 pkCSM

A farmacocinética define as propriedades de absor¢cdo, distribuicao,
metabolismo excrec¢éo e toxicidade (ADMET) do composto, e um dos filtros utilizados
para analisar os novos candidatos a farmacos é a regra dos 5 de Lipinski, que auxilia
na predicdo dos parametros de ADME a partir de suas estruturas moleculares (Pires;
Blundell; Ascher, 2015a). Nesta regra, as moléculas devem seguir alguns parametros
pré descritos para serem absorvidas no organismo dos seres humanos e realizar a
acdo desejada. As moléculas devem contar com as principais caracteristicas:
aceptores de ligacdo de Hidrogénio com numero menor ou igual a 10 e doadores
menor ou igual a 5; um log P maior ou semelhante ao nimero 5; e apresentar massa
molecular inferior ou igual a 500 u.m.a., a molécula obtida podera “violar” apenas um
destes parametros pré-estabelecidos (Lipinski; Dominy; Feeney, 1997). As anélises
ADMET de forma experimental sdo atualmente demoradas e caras. Esses impasses
levaram a busca de novas abordagens para predicio de propriedades
farmacocinéticas. Neste contexto, surgem ferramentas in silico que otimizam todo este
processo como 0 pkCSM (link de acesso: https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/), uma
plataforma de predicdo de propriedades ADMET, que auxilia na otimizacdo de
predicdo de propriedades farmacocinéticas e de toxicidade de moléculas, possuindo
30 preditores que envolvem absorcao, distribuicdo. Metabolismo, excrecdo e
toxicidade (Pires; Blundell; Ascher, 2015a).

3.2 ETAPAS DE REALIZACAO DOS TESTES

3.2.1 Escolha da proteina (receptor) e dos ligantes
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Inicialmente, foram realizadas buscas no Protein Data Bank (PDB), com o
intuito de identificar as principais estruturas cristalinas ja disponiveis para as proteinas
nao estruturais de CHIKV. As nsPs foram escolhidas por atuarem diretamente no
processo de replicagédo deste género viral, dentre elas, foi selecionada como alvo de
estudo nesta pesquisa a proteina ndo estrutural 3 (nsP3), a qual possui o cédigo de
6WOT no PDB.

Os principais critérios utilizados para a selecao do receptor foram, a obtencéo
de uma estrutura a qual um ligante co-cristalizado com valores de concentracéo
inibitoria média (1Cso) definidos, boa resolugdo com valores inferiores a dois angstrons.
Os ligantes foram no total 84.215 produtos naturais, obtidos a partir do banco de dados
ZINC20 (Irwin et al., 2020).

3.2.2 Preparo da proteina (receptor) e do ligante co-cristalizado

Ap0s determinar qual seria a proteina utilizada, foi entdo realizado o download
da estrutura do PDB para o servidor local, e em seguida iniciou-se o preparo do ligante
e do receptor utilizando o software MGLTools.

Em relacdo ao receptor, foi realizado um tratamento da estrutura, no qual foram
deletadas trés cadeias da proteina (ja que a molécula possui quatro cadeias idénticas:
A, B, C e D) a fim de facilitar e melhorar a visualizagdo no processo como um todo,
restando apenas a cadeia A (FIGURA 4), a qual foi selecionada para prosseguir com
os testes. Foram também removidas moléculas de agua e proteinas que ndo séo de
interesse; adicionados cargas de Kollman e Hidrogénios aos atomos polares, e por
fim, foi feito um rastreio de possiveis atomos ausentes nas cadeias de aminoacidos.
O ligante co-cristalizado presente no sitio ativo da estrutura da proteina/receptor foi
isolado e salvo em um arquivo separado para ser posteriormente utilizado na etapa
de redocking. Ao final do processo de preparacao, tanto o ligante quanto o receptor
foram salvos em documentos independentes, ambos no formato PDBQT necessario

para a execucao dos proximos passos.
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Figura 4 — Preparo do receptor

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
Legenda: a esquerda observa-se a proteina com quatro cadeias iguais (imagem do PDB)
e a direita a cadeia A extraida para os testes.

3.2.3 Molecular Docking e redocking

Na etapa do molecular docking também realizada no MGLTools, o arquivo do
receptor em formato PDBQT € aberto para a criacdo da GridBox, neste processo cria-
se uma caixa ao redor do ligante co-cristalizado, onde possivelmente € o sitio ativo do
receptor, delimitando a caixa com dimensdes préoximas as extremidades do ligante,
em seguida deve-se salvar as informacgfes da caixa. Apos a delimitacdo da GridBox
€ iniciada a etapa de redocking utilizando o software Autodock Vina (Eberhardt et al.,
2021; Trott; Olson, 2010). Nesta etapa, o ligante co-cristalizado e o receptor
previamente preparados tem sua ancoragem refeita, com o intuito de obter resultados
controle buscando assim, uma maior confiabilidade e reprodutividade dos resultados
(Barreiro; Fraga, 2015).

Finalizada a etapa de redoking, foi realizada a ancoragem molecular dos 84.215
compostos naturais (ligantes) com a 6WOT e entdo, apdés 20 dias desta rodada de
testes, a ancoragem foi concluida, e os resultados obtidos neste processo foram
classificados em ordem decrescente, onde 0s menores valores de energia

representam as melhores ligacdes e interagcdes entre o ligante e o receptor.

3.2.4 Andlise das interagoes receptor-ligante
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Para a analise das interacfes foi utilizado o software LigPlot+ onde os
resultados mais satisfatorios obtidos no molecular docking foram selecionados
(Laskowski; Swindells, 2011). A avaliacdo das ligacbes projetadas pelo software
Autodock Vina entre a proteina e o ligante considerou principalmente, pontes de
hidrogénio, bem como, pontes de dissulfeto, de sal e externas, interacdes hidrofébicas
e interacdes pi-pi, as quais foram calculadas e contrastadas com as interacdes de
compostos com 0s aminoacidos presentes no sitio ativo da proteina, conforme cita a
literatura. Também foram realizadas buscas em bancos de dados de compostos como
0 ZINC20 e SciFinder em busca de informacfes mais detalhadas dos compostos com
os melhores resultados de interacéo, para obter-se maior conhecimento sobre esses
compostos e realizar uma busca na literatura para identificar se esses compostos

naturais ja sdo destinados a alguma utilizacao.

3.2.5 Aplicagao do Bioisosterismo

Os resultados mais promissores até esta etapa, foram entdo submetidos ao
tratamento de bioisosterismo, onde regifes passiveis de alteracbes foram
selecionadas para a substituicido de fragmentos com propriedades fisico-quimicas
semelhantes, para a obtencdo de novas estruturas moleculares (Borba et al., 2023;
Elias; De Oliveira; Da Silveira, 2018). O bioisosterismo, permite a melhora do
desempenho molecular com as modificagbes estruturais realizadas, que tornam
possivel a melhoria de propriedades farmacocinéticas do farmaco, como meia vida,
absorcdo e toxicidade, sendo imprescindiveis na analise e descoberta de novos
medicamentos (Da Silveira et al., 2021).

O servidor utilizado para a realizacao da etapa de bioisosterismo foi 0 MolOpt
disponivel no https://xundrug.cn/molopt. Este servidor é utilizado para o desenho de
medicamentos utilizando a regra de substituicdo bioisostérica, regra esta, que é muito
utilizada para modular caracteristicas relacionadas a seletividade e poténcia dos
compostos, avaliando fatores de farmacocinética para melhorar o desempenho dos
farmacos a fim de excluir efeitos indesejaveis dos mesmos (Shan; Ji, 2019).

A técnica de bioisosterismo também foi aplicada aos resultados que se
apresentaram pouco efetivos, 0s quais demonstraram predicdo de alguns
interferentes como, a nao interacdo com aminoacidos do sitio ativo da do receptor e

até mesmo, possivel toxicidade, hepatotoxicidade, ou baixa absorgéo intestinal a fim
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de realizar modificacdes estruturais que pudessem melhorar essas limitacbes. Em
seguida, essas moléculas foram submetidas novamente ao MGLTools, onde a
ancoragem com a proteina alvo foi refeita e os valores obtidos foram comparados aos

valores obtidos na primeira etapa de ancoragem.

3.2.6 Analises de caracteristicas farmacocinéticas — ADMET

As estruturas dos ligantes que apresentaram melhores resultados nas etapas
anteriores, foram submetidas a predicdo de suas caracteristicas farmacocinéticas, as
quais envolvem a absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e a toxicidade
(ADMET), utilizando paraisso o servidor pkCSM (Pires; Blundell; Ascher, 2015a). Para
este estudo, foram analisados os seguintes fatores disponiveis no pkCSM:

1) Absorcdo intestinal: o intestino € um dos primeiros locais de absorcdo dos
medicamentos administrados via oral, e € entdo muito importante para a
compreensao da farmacocinética do composto estudado. Neste modelo, a taxa de
absorcdo menor que 30% significa que o farmaco é pouco absorvido.

2) Volume de Distribuicdo em estado estacionario (VDss): valor tedrico da dose de
um farmaco, para que ele seja uniformemente distribuido entre tecidos e o plasma.
Valores abaixo de -0.15 considera-se um VDss baixo, e aqueles acima de 0.45
representam um VDss alto.

3) Metabolismo: nesta analise é possivel propor se a molécula estudada pode vir a
inibir enzimas, como as do citocromo P450, que sdo de suma importancia para a
metabolizacdo dos compostos, e para a desintoxicacdo do organismo humano.
Séo considerados inibidores do citocromo P450, compostos que a concentragcao
necessaria para levar a 50% da inibicao seja inferior a 10 uM.

4) Excrecao: analise e predicdo da capacidade excrecdo do medicamento, etapa
farmacocinética que é realizada pelos rins.

5) Toxicidade: teste de AMES- avalia o potencial mutagénico e cancerigeno do
composto. AMES positivo confirma esse potencial.

e Dose maxima tolerada recomendada (DMTR): permite estimar o limiar da
dose toxica para seres humanos, auxiliando na indicacdo da dose inicial do
farmaco. DMTR inferior ou igual a 0,477 log(mg/kg/dia) é baixo, superior a

0,477 log (mg / kg / dia) é considerado baixo.
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e Hepatotoxidade: o modelo auxilia na predi¢cdo da capacidade do farmaco de
ser hepatotdxico causar danos ao figado. Na figura 5, € possivel observar a
representagao grafica da metodologia de forma resumida a qual € descrita

de forma mais detalhada no texto acima.

Figura 5 — Fluxograma: redocking, ancoragem molecular, analises ADME-Tox e
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DEFINICAO DE RECEPTOR E LIGANTE

Estudos na literatura referentes a estrutura do virus CHIKV e seu ciclo de
replicacdo, demonstraram algumas proteinas (estruturais e ndo estruturais) de grande
importancia, tanto para sua replicagao, quanto para formacao da estrutura de novos
virions. Por possuirem ligacdo direta com a replicagdo do material genético e
particulas virais, as proteinas ndo estruturais nspl, nsp2, nsp3 e nsp4 foram
priorizadas. Em seguida foi realizada uma busca no Protein Data Bank (PDB) a fim de
identificar a estrutura tridimensional dessas proteinas e entdo, algumas estruturas
foram pré-selecionadas: 6Z0V (proteina ndo estrutural 1), 4ZTB e 3TRK (proteina n&o
estrutural 2), 6WOT (proteina ndo estrutural 3).

Ao fim da analise das estruturas no PDB, a proteina nsP3 com cdédigo
corresponde de 6WOT foi selecionada e preparada para a realizacdo dos testes de
CHIKV, porque apresenta um ligante ja co-cristalizado & sua estrutura com valores de
IC-50 determinados e, entre as pré-selecionadas é a que possui a melhor resolucéo,
sendo de 1.95 A, partindo do pressuposto que as resolu¢des consideradas ideais sdo
aquelas com valor abaixo de 2.0 A (Barreiro; Fraga, 2015). O artigo base deste
receptor que se encontra indexado no PDB foi utilizado para determinar o sitio ativo
da 6WOT e os aminodcidos que realizam intera¢cdes com o ligante co-cristalizado. Ja
os ligantes utilizados para a ancoragem molecular, foram obtidos a partir do banco de
dados Zinc20 onde encontra-se presente uma biblioteca online composta por 84.215
compostos naturais da biblioteca IBScreenNP de 2015 presente no servidor local.

4.2 REDOCKING

A etapa de realizagédo do redocking € de suma importancia para a validacao de
todo o processo e baseia-se na remoc¢ao do composto co-cristalizado na proteina e
em seguida este composto € novamente ancorado ao sitio ativo pela técnica de
molecular docking, neste processo utiliza-se a Raiz do Desvio Médio Quadratico
(RMSD), do inglés, Root Mean Square Deviation como fator de avaliagdo, sendo
considerados como favoraveis os valores abaixo de 2,0 A, ndo desconsiderando

também a avaliacdo visual das posi¢cdes obtidas. O resultado esperado séo posicoes
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da estrutura do ligante iguais ou similares a original (Barreiro; Fraga, 2015; Schneider
et al., 2012).

Neste estudo, foram encontradas posi¢cfes muito similares do ligante no sitio
ativo da proteina (FIGURA 6), com RMSD de 0.001 sendo considerado muito
satisfatorio, tornando o processo valido e possibilitando a reprodutibilidade dos

resultados posteriormente obtidos.

Figura 6 - Redocking

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
Legenda: O ligante é representado na cor azul e o redocking pela cor magenta, A e B vista frontal,
C e D vista lateral e superior.

4.3 DOCKING- PRINCIPAIS COMPOSTOS IDENTIFICADOS

ApoOs a realizacdo da ancoragem molecular, os dez compostos com melhores

energias de ligacdo (TABELA 1) foram selecionados para andlise e discussao.
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Tabela 1 - Resultado da ancoragem molecular entre 0os compostos naturais e o
receptor, demonstrando os dez compostos com melhores energias de

ligacao
Identificacao Energia de ligacéo (Kcal/mol)
Controle -7.8
ZINC79188893 -12.2
ZINC15956716 -12.1
ZINC04084783 -11.9
ZINC02132060 -11.7
ZINC79191510 -11.6
ZINC79193442 -11.6
ZINC20760682 -11.6
ZINC79192364 -11.5
ZINC01814811 -11.5
ZINC79190067 -11.5

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Na figura 7, € possivel visualizar as estruturas dos dez compostos selecionados
apos a ancoragem molecular. Observa-se que ha semelhanca estrutural entre alguns
deles, como os compostos circulados em azul, ZINC79188893, ZINC79191510,
ZINC79193442, ZINC79192364 e ZINC79190067 os quais possuem estruturas muito
similares, havendo apenas algumas modificacdes em suas extremidades, porém a
base da estrutura é igual. Os compostos circulados em vermelho, ZINC04084783 e
ZINC02132060 também sao estruturalmente parecidos, e apresentam energias de
ligacdo com valores muito proximos, essas similaridades podem ser sugestivas de
gue estes compostos apresentem também atividade bioldgica parecida frente ao alvo
molecular. Finalmente os trés compostos, ZINC15956716, ZINC20760682 e
ZINC01814811 néao circulados, apresentam estruturas diferentes das demais, essa
caracteristica pode ser responsavel pela maior energia de ligacdo destes compostos

em relagcdo ao composto controle.
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Figura 7- Estruturas 2D dos dez compostos naturais com melhores energias

de ligacdo e o composto controle
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O composto controle trata-se do ligante que esta co-cristalizado a estrutura da
6WOT (receptor) no PDB, no qual ele recebe a sigla de S6Y e o nome de 6-(2-
metilpropil)-2-oxidanilideno-5~{H}-pirimidina-4-acido carboxilico. Nas buscas pelo
SciFinder ele recebe o nome de acido 4-pirimidinacarboxilico, 2,3-diidro-6-(2-
metilpropil)-2-oxo-, foram encontrados 35 fornecedores deste composto, duas
patentes e citacdes na literatura. Em uma das patentes o composto € mencionado
como um dos andlogos de pirimidona que apresentam atividade antiviral contra
Alphavirus. Esta substancia é estudada para o desenvolvimento de novos agentes
antivirais eficazes contra esses tipos de virus (Pathak et al., 2021). Em um dos estudos
este composto € avaliado como potencial inibidor do virus Chikungunya. Ele é
identificado como um fragmento que interage com a macrodominio nsP3 do virus, uma
proteina importante no ciclo de replicagéo do virus (Zhang et al., 2021).

Os primeiros trés compostos, ZINC79188893 com a nomenclatura 2H,6H-
Pirano[2,3-0][2]benzoxaciclotetradecina-2,6,12(3H)-triona, 4,8,9,10,11,13,14,15-
octaidro-5-hidroxi-8-metil-4-(5-fenil-2-furanil); ZINC15956716 de nome Espiro[3H-
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indol-3,1'(2'H)-pirrolo[3,4-c]pirrol]- 2,4'6'(1H,3'H,5'H)-triona,3'a,6'a-diidro-3'-[(4
hidroxifenil)metil]-5'-(1-naftalenol)-; ZINC04084783 chamado de Espiro[5H,9H-
Benzo[d]pirano[3',2":.4,5]benzo[1,2-b]Piran-9,1'-ciclohexano]-5,11(10H)-diona. Assim
como todos os dez compostos, foram analisados com o auxilio dos bancos de dados
Zinc20, SciFinder, além de buscas realizadas no google, PubMed e ndo foram
encontradas citacbes na literatura, patentes ou quaisquer outras informacdes
adicionais. Foram encontrados apenas em sites que disponibilizam a venda de
compostos, ndo existindo estudos descritivos sobre suas atividades quimicas e/ou
bioldgicas, essas informacdes podem indicar que se trata de compostos naturais de
carater inédito ainda nao estudados de forma aprofundada ou utilizados.

O composto ZINC02132060 descrito como Espiro[2H,8H-Benzo[1,2-b:5,4-
b'ldipirano-2,1'-ciclohexano]-8-ona, 3,4-diidro-6-fenil-, nas buscas pela literatura foi
encontrado sendo citado como um derivado da 4-arilspirodihidropiranocromina-2-ona
(Moskvina et al., 2007). Foram encontrados também, sites que disponibilizam a venda
deste composto no SciFinder.

Ja4 os compostos ZINC79191510 que possui o nome 2H,6H-Pirano[2,3-
o][2]benzoxaciclotetradecina-2,6,12(3H)-triona,4-(2,3-diidro-1,4-benzodioxina-6-il)-
4,8,9,10,11,13,14,15-octaidro-5-hidroxi-8-metil-; ZINC20760682 nomeado como
Etanona,1-(8-cloro-1,3,4,5-tetraidro-2H-pirido[4,3-b]indol-2-il)-2-(2-metil-1H-indol-3-
il); ZINC79192364 chamado de 2H,6H-Pirano[2,3-0][2]benzoxaciclotetradecina-
2,6,12(3H)-triona,4,8,9,10,11,13,14,15-octaidro-5-hidroxi-4-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-
8-metil-; ZINC79190067 de nome 2H,6H-Pirano[2,3-0][2]benzoxaciclotetradecina-
2,6,12(3H)-triona,4,8,9,10,11,13,14,15-octaidro-5-hidroxi-8-metil-4-(6-quinolinila)-,
também foram submetidos & buscas nas bases de dados e na literatura, e nas analises
realizadas n&do foram encontradas informacdes como artigos e patentes que
descrevam as caracteristicas de atividade quimica ou biolégica destes compostos,
observou-se apenas empresas que disponibilizam a venda destes compostos,
podendo tratar-se também de compostos inéditos.

ZINC79193442 de nome 2H,6H-Pirano[2,3-0][2]benzoxaciclotetradecina-
2,6,12(3H)-triona, 4,8,9,10,11,13,14,15-octaidro-5-hidroxi-8-metil-4-[4-[[4-(1-
metiletil)feniljmetoxi]fenil]-, € descrito na patente chinesa CN111329858A (juntamente
com o ZINC79196213 que € um coédigo diferente, mas que refere-se a este mesmo
composto), a qual o artigo demonstra a aplicagdo de um inibidor de molécula pequena

na inibicdo de proteinas supressoras do silenciamento viral. Este composto é utilizado
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no estudo para verificar sua eficacia na inibicdo da atividade de proteinas especificas
envolvidas no silenciamento viral, podendo ser um potencial candidato para o
desenvolvimento de terapias antivirais (Fan et al., 2020).

ZINC01814811 identificado como 2,2'-Difenil[6,6'-bi-4H-3,1-benzoxazinal-4,4'-
diona, em uma busca no SciFinder foi observada uma patente francesa FR1523133
de Sillion e Gaudemaris (1968) que cita este composto ele também encontra-se
disponivel para venda por alguns fornecedores. H& alguns estudos que o mencionam,
como o de sintese e caracterizacdo de polimeros, onde este composto atua
fornecendo ligacdes covalentes na formacéo da cadeia de um polimero e contribuindo
nas caracteristicas fisico-quimicas do produto final, como exemplo a estabilidade
térmica (Suthar; Patel, 1981). Em outro estudo, este composto serviu como mondémero
para a sintese de novas polibenzoxazinonas, sendo capaz se passar por
ciclopolicondensacéao resultando em polibenzoxazinonas aromaticas com bons graus
de conversao e alto peso molecular (Yoda; Ikeda; Kurihara, 1967). Este composto é
também relatado como um dos intermedidrios sintéticos utilizados para a obtencao de
4H-3,1-benzoxazin-4-onas e 4-(3H) quinazolinonas, a partir de acidos antranilicos e
seus derivados. O composto é formado pela reacdo desses acidos com o uso de
trifenilo fosfito e piridina (Rabilloud; Sillion, 1980). Uma outra pesquisa discute o uso
de computacdo de alto desempenho para prever possiveis produtos naturais com
capacidade inibitoria contra o SARS-CoV-2, que é o virus causador da COVID-19,
neste trabalho, o 2,2'-Difenil[6,6'-bi-4H-3,1-benzoxazinal-4,4'-diona foi identificado
entre 58 compostos naturais previstos como principais ligantes no sitio de ligacdo da
protease semelhante a papaina (PLpro) é uma enzima essencial para o0 SARS-CoV-2
(Byler; Landman; Baudry, 2020).

4.4 ANALISE DE INTERAGCOES: COMPOSTO E ALVO MOLECULAR

As analises de interacdo (TABELA 2) foram realizadas considerando as
interacOes hidrofébicas e ligagbes de hidrogénio observadas no LigPlot+ (Haider et
al., 2021). Ja as possiveis ligacdes y-y foram analisadas no PyMol (Jones, 2021).
Essas intera¢cbes de cada composto, foram avaliadas tendo como base a ligagéo do

composto controle ao sitio ativo da molécula alvo.
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Tabela 2 - Informacgdes do alvo molecular e seu respectivo sitio ativo

Alvo Caddigo . . » . .
Resolucdo | Aminoacidos do sitio ativo | Referéncia
molecular | PDB

T111, L108, W108, S110, L109,
NSP3 do Zhang et
6WOT 1.95A G70, A23, N24, G30, D31, G29,
CHIKV al., 2021
Y114, V113, G112

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Nas andlises no LigPlot+ foi possivel observar os dez compostos naturais que
demonstraram melhores resultados na ancoragem molecular e entéo identificar quais
foram as interacdes realizadas por cada composto para se ligarem ao alvo molecular,
como as pontes de hidrogénio, as interacdes hidrofébicas, bem como os aminoacidos
presentes nestas interacdes (TABELA 3), permitindo entdo, entender quais dos dez
compostos realizaram ligagdes no sitio ativo do alvo. As imagens das ligagdes entre
0Ss compostos e o alvo molecular podem ser observadas nas figuras 8 e 9.

Na ancoragem molecular, o composto que apresentou a melhor energia de
ligacdo, o ZINC79188893 realizou 10 interacdes hidrofobicas, sendo 4 presentes no
sitio ativo, além de 3 pontes de hidrogénio, das quais duas (S110 e G70) ocorrem nos
mesmos aminoacidos do composto controle. Nas analises realizadas, o composto
ZINC15956716 apresentou 15 interacfes hidrofébicas e 1 ponte de hidrogénio. Das
interacBes hidrofébicas, 4 encontram-se no sitio ativo.

O ZINC04084783 realizou 10 interacdes hidrofébicas, sendo 3 envoltos no sitio
ativo, bem como 3 pontes de hidrogénio, sendo 1 (S110) presente em um aminoacido
comum ao do composto controle. O composto ZINC02132060, demonstrou 10
interacdes hidrofdbicas, sendo 5 envolvidas no sitio ativo, além disso, formou 3 pontes
de hidrogénio, das quais 2 estdo em aminoacidos que o composto controle também
realiza pontes de hidrogénio.

Ja 0 ZINC79191510 exibiu 11 interacdes hidrofébicas, com delas 4 situadas no
sitio ativo. Houveram também, 4 pontes de hidrogénio sendo 2 em aminoacidos iguais
aos do controle utilizado. ZINC79193442 realizou 15 intera¢des hidrofobicas, estando
5 no sitio ativo, em relagédo as pontes de hidrogénio, o composto realizou um total de

4 pontes, estando 2 delas nos mesmos aminoacidos do composto controle.
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Figura 8 - Compostos ligados ao sitio ativo da molécula alvo (parte 1)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Legenda: imagem 3D da ancoragem molecular dos compostos.
a) ZINC79188893, b) ZINC15956716, c) ZINC04084783
d) ZINC02132060, €) ZINC79191510 e f) ZINC79193442.

Nas interacdes de ZINC20760682, foi possivel observar 11 interacdes
hidrofébicas, das quais 3 encontram-se no sitio ativo, e ainda 3 pontes de hidrogénio,
sendo em comum com o0 composto controle 1 ponte de hidrogénio no aminoacido A23,
(diferente dos outros compostos que compartilham pontes de hidrogénio com os
aminoacidos S110 e G70). O composto ZINC79192364, apresentou 10 interacdes
hidrofébicas, estando 5 delas presentes no sitio ativo, as pontes de hidrogénio foram
5 e 2 delas, acontecem nos mesmos aminoacidos do composto tido como controle
neste estudo.

Analisando o ZINC01814811 observa-se no total 14 interacbes, sendo 11
interacdes hidrofdbicas, das quais 2 localizam-se no sitio ativo do alvo molecular e 3
pontes de hidrogénio. Finalmente, o composto ZINC79190067 conta com 12
interacOes hidrofébicas, e 5 destas interacdes estdo no sitio ativo. Ja as pontes de

hidrogénio séo 3 e delas 2 sdo comuns com 0s aminoacidos do composto controle.



Figura 9 - Compostos ligados ao sitio ativo da molécula alvo (parte 2)

36 "*\
\/‘

. Ng®™

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
Legenda: imagem 3D da ancoragem molecular dos compostos.
g) ZINC20760682, h) ZINC79192364, i) ZINC01814811 e j) ZINC79190067.
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Tabela 3 - InteracOes realizadas na ligacdo entre 0s compostos naturais e a 6WO0T

Interacbes

Composto | Interagéo Pontes de . . o
InteracBes hidrofobicas

y-y hidrogénio
V113, S110, T111, L108, W108, L109, N24,
Controle Y114
G70, A23 G30, D31, G29, G112
V33, S110, T111, R144, G32, V113, D31,
ZINC79188893

G70 A23,Y114, A22,1109, L108
Y142, L108, S110, C143, W148,

ZINC15956716 0 T111 G112, V113, D31, G32, A23,

Y114, A22, L109, V33, P107
S110, T111, Y114, A23, A22, D31, G32, C143,

ZINC04084783 0
V33 Y142, L108, P107, G112
G70, S110, A23, Y114, N24, V113, D31,
ZINC02132060 0
T111 G112, V33, L108, L109, A22
G70, D31, A23, C34, G30, Y114, A22, V113,
ZINC79191510 0
V33, S110 G32, R144, T111, L108, L109
R26, N24, L28, G30, V113, L108,
D31, V33,
ZINC79193442 0 R144, G32, P107, T111, A22,
S110, G70
L109, Y114, A23, C34
G112, A23, N24, D31, A22, V113, V33, Y142,
ZINC20760682 0

T111 R144, C143, L108, S110, Y114
V33, S110, R144, T111, L108, L109, Y114,
ZINC79192364 0
G70, C34, A22 A23, N24, G30, V113, G32
N24, T111, A23, D31, Y114, V113, V33, Y142,
ZINC01814811 0
G112 P107, C143, L108, S110, A22
A22, Y114, A23, V113, G30, C34,
G70, V33,
ZINC79190067 0 D31, G32, R144, T111, L108,
S110
L109

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Desta maneira, a partir das analises de interacdo € possivel observar e
identificar que, os compostos ZINC02132060, ZINC79193442, ZINC79192364 e

ZINC79190067 realizaram um maior niumero de interagcdes que se encontram em
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aminoacidos presentes no sitio ativo do alvo molecular. Comumente, cada um destes
qguatro compostos naturais realizou 2 pontes de hidrogénio em aminoacidos que o
controle também realiza estas pontes, sendo eles S110 e G70, além de
compartilharem 5 interag@es hidrofébicas em aminoacidos que o controle também faz
ligacbes. Sendo assim, é possivel predizer que estes compostos possuem maior
interacdo com o sitio ativo da nsP3, ndo excluindo os outros 6 compostos que
possuem menos interacdes em comum ao controle, pois estes também se encontram
ligados ao sitio ativo nas imagens observadas nas figuras 8 e 9, as quais demonstram
gue os dez compostos naturais identificados na ancoragem molecular se posicionam

no sitio ativo da proteina ndo estrutural 3 do Alphavirus CHIKV.

4.5 PREDICAO FARMACOCINETICA ADME-TOX

A analise de predicdo de caracteristicas farmacocinéticas destes compostos
(TABELA 4), também é de suma importancia, visto que, dentre os dez compostos com
melhores resultados a maioria sdo compostos ainda pouco explorados ou inéditos, o
gue torna esse estudo de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade
(ADME-Tox) imprescindivel para melhor entendimento de suas propriedades
farmacocinéticas e terapéuticas. Estas analises foram realizadas através do servidor
pkCSM.

Tabela 4-Resultados das andlises de predicdo farmacocinética ADME-Tox

Composto ({;c:) \(/BZ? IC (mL/rI;1-irn/kg) AMES (mg[;)/'\lglgia) HT
ZINC79188893 100 0408 sim  0.157 ndo  -0.248  ndo
ZINC15956716 97.826 -0.847 sim  0.451 sm  -0137  sim
ZINC04084783 97.021 0376 sim  0.699 ndo  -0.262  sim
ZINC02132060 96.401 0.626 sim  0.89 sm  -0.036  ndo
ZINC79191510 100 0.8 sim  0.113 ndo  -0.598  ndo
ZINC79193442 100  -0.692 sim  0.018 ndo  -0.118  sim
ZINC20760682 85.85 0181 sim  0.173 sim 0574  sim
ZINC79192364 100 0121 sim  0.286 ndo  -0.739  ndo
ZINCO1814811 100 0599 sim  1.071 ndo 0475  sim

ZINC79190067 100 0.251 sim 0.027 nao -0.121 sim
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Fonte: Elaborada pela Autora (2024).

Legenda: Al= Absorc¢édo Intestinal humana; VDss= Volume de distribui¢do no estado estacionario; IC=
Inibidores de enzimas do citocromo; LT= Liberagdo Total;, AMES= Teste de toxicidade de
AMES (mutagénese); DMTR= Dose maxima tolerada recomendada; HT= Hepatotoxicidade.

O pkCSM possui uma aba de informacdes que permite a interpretacédo destes
dados numéricos proporcionando melhor entendimento a cerca das propriedades
farmacocinéticas de cada composto. Na absorcdo intestinal (Al), fator muito
importante na absor¢do de medicamentos administrados por via oral, 0s compostos
que apresentem valores inferiores a 30% s&o considerados mal absorvidos (Pires;
Blundell; Ascher, 2015b). E possivel observar na tabela 4 que todos os compostos
naturais avaliados possuem excelente Al atingindo porcentagens que variam entre
85.85% e 100%.

Em relacdo ao Volume de distribuicao no estado estacionéario (VDss) relaciona
a dose administrada inicialmente, com a real presente na circulacdo (XIONG et al.,
2021), considera-se 0s seguintes valores: VDss < -0,15 é considerado baixo e VDss
> 0,45 é considerado alto. A maioria dos compostos possuem um VDss alto sendo
entdo mais distribuidos nos tecidos, pois quanto maior o VDss mais o composto
distribui-se nos tecidos do que no plasma (Pires; Blundell; Ascher, 2015b). Apenas
trés demonstram valores baixos (ZINC15956716, ZINC79193442 e ZINC01814811) e
um (ZINC79191510) apresenta um valor que fica entre os valores de referéncia
podendo ser um composto que se distribui de forma igual entre tecido e plasma.

As analises de Inibidores de enzimas do citocromo P450 (IC), sdo de grande
importancia na avaliacao da capacidade de um composto de inibir o CYP450, enzima
gue atua na desintoxicagdo do organismo. A inibicdo e a inducdo de CYP pode
ocasionar efeitos adversos e resultar no aumento das concentracdes plasméaticas
levando a toxicidade, principalmente medicamentos que sdo coadministrados com
outros medicamentos (Ouzounis et al., 2023). Observa-se na tabela 4, que dos dez
compostos todos apresentam inibicdo de isoenzimas do CYP.

A Liberacéo Total (LT) esta relacionada a depuracéo do farmaco combinada a
depuracéo hepatica e renal, associada a biodisponibilidade é um fator importante para
determinar as dosagens para a atingir concentracdes desejadas. Este preditor apenas
cita a liberacéo total do composto em mL/min/kg. Ja o teste de Toxicidade de AMES,
permite analisar o potencial mutagénico, ou seja, se dado composto pode atuar ou

nao como cancerigeno (Pires; Blundell; Ascher, 2015a). Na tabela, observa-se que
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apenas trés dos dez compostos séo positivos para o teste de AMES.

A Dose Maxima Tolerada recomendada (DMTR), fornece dados que permitem
estimar o limiar de toxicidade da dose auxiliando na predicdo e orientacdo de uma
possivel dose inicial maxima. Valores de DMTR menor ou igual a 0,477 (mg/kg/dia)
sdo considerados baixos e acima de 0,477 (mg/kg/dia) sdo altos (Pires; Blundell;
Ascher, 2015b). Dentre os compostos naturais aqui citados, apenas ZINC20760682
possui DMTR alta. Em relacdo a hepatotoxicidade (HT), trata-se da predicdo da
possibilidade de um composto de estar associado a fungdo normal interrompida do
figado, 6 dos compostos analisados apresentaram-se como hepatotdxicos. Ao
observar a tabela, nota-se que, os compostos ZINC79188893 e ZINC79192364
demonstraram melhor desempenho nas andlises farmacocinéticas, visto que

possuem apenas inibicdo de isoenzimas do CYP450 e a DMRT baixa.

4.6 BIOISOSTERISMO

Analisando a tabela 4, é possivel observar que todos 0os compostos possuem
pelo menos uma caracteristica indesejavel, alguns sdo hepatotdxicos, ou tem sua
dose maxima tolerada baixa, outros séo inibidores ou substratos de isoenzimas do
citocromo P450, tem volume de distribuicdo ruim ou até mesmo apresentam teste de
AMES positivo.

Diante destas questdes, e visando a busca de uma molécula considerada ideal
em sua farmacocinética, surge o Bioisosterismo, que permite a modificacdo estrutural
dos compostos a partir da substituicdo de fragmentos moleculares para melhorar a
atividade e pardmetros farmacocinéticos dos compostos alvo (Da Silveira et al., 2021).
Para a realizacao do bioisosterismo foi utilizado o servidor MolOpt, no qual nove dos
dez compostos aqui estudados foram analisados, houve a excecdo apenas do
ZINC04084783 visto que, o MolOpt ndo encontrou nenhum grupo substituivel para
formacdo de bioisésteros desse composto natural. Durante a realizagdo do
bioisosterismo, foram obtidos através dos nove compostos naturais um total de 11.362
bioisdsteros com as mais diversas variagdes em suas estruturas, sendo analisados
minunciosamente.

Dentre as variagdes estruturais obtidas nos 11.362 bioisosteros, foi possivel
observar que 70 deles eram moléculas muito préximas do composto “ideal”, pois

apresentavam quase todas as caracteristicas satisfatérias, porém, em todos estes 70
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a DMTR era baixa, ndo sendo iguais ou maiores que 0,477 o que desclassificou tais
compostos. Houveram ainda, alguns que foram excluidos devido apenas ao volume
de distribuicdo que apresentavam valores baixos. Boa parte também apresentou
hepatotoxicidade ou inibicado de isoenzimas do citocromo P450.

Ao final das andlises das mais de 11 mil variagcdes estruturais, foram
encontrados trés bioisosteros que possuem valores satisfatérios para todos os fatores
analisados (absorgéo intestinal, volume de distribui¢cdo, inibicdo do citocromo,
liberacdo total, testes de AMES e hepatotoxicidade), estes trés compostos sao
provenientes de variacdes realizadas pelo bioisosterismo do composto natural
ZINC79192364, que foi um dos compostos listados com melhor interacdo e
farmacocinética apresentando apenas acdo sobre enzimas do citocromo e DMTR
baixa. Os bioisésteros foram nomeados utilizando a sigla do virus (Chikv) acrescido
de “ bio” e o numero de acordo sua ordem de analise, ao final sendo chamados de:
Chikv_biol, Chikv_bio2 e Chikv_bio3. Os compostos selecionados foram submetidos
a ancoragem molecular (TABELA 5) com a nsP3 (PDB: 6WO0T) do CHIKV para
avaliacdo de sua energia de ligacao e possivel potencial inibitorio.

Tabela 5 - Resultado da ancoragem molecular entre os bioisésteros e a 6W0T

Energia de ligagcéo

Identificagéo Estrutura
(Kcal/mol)
Chikv_biol -8.8
Chikv_bio2 - -8.7
/
Chikv_bio3 - -9.2

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Os valores a cerca da farmacocinética das novas estruturas moleculares
descritos na tabela 6, demonstram que, a absor¢ao intestinal apresentou uma reducao
em todos os Chikv_bio em relagdo ao composto original ZINC79192364, porém todos
ainda permanecem acima de 30% que é um valor satisfatorio para a absorgcéo
intestinal. Todos demonstraram VDss dentro do valor de referéncia, para a distribuicéo
nos tecidos, sendo todos acima de 0,45, e o Chikv_biol demonstrou ainda um
aumento de VDss.

Em relagcdo as isoenzimas do CYP450, os trés bioisosteros demonstraram
sucesso, pois ndo sao substratos de CYP2D6 e CY3A4 e também nao inibem
nenhuma isoforma do citocromo, sendo assim, estes compostos ndo ocasionam
nenhuma modificacdo ou alteracdo no processo de metabolizacdo pois nao interferem
na agao do CYP450. A liberagéo total, ndo tem um valor de referéncia listado, mas
observa-se que todos os valores sédo positivos, havendo a liberacdo dos compostos
do organismo em mL/min/Kg.

Em totalidade, os compostos demonstram ser seguros quanto a toxicidade, néo
apresentando hepatotoxicidade, e teste de AMES negativo, ou seja, ndo Ssao
mutagénicos. Os trés também apresentam 6timos valores de DMTR (todos acima de
0,477 mg/kg/dia), além disso, ndo sao inibidores dos canais de potassio codificados

pelo hERG (gene humano de éter-a-go-go) | e Il.

Tabela 6 - Resultados das andlises de predicao farmacocinética ADME-Tox dos

bioisésteros

Composto ({;c:) \623 IC (mL/rI;1-irn/kg) AMES (mg[;)/hlglgia) HT
ZINC79192364 100 0.121 sim 0.286 nao -0.739 nao
Chikv_biol 51.266 0.656 néo 0.003 nao 0.536 nao
Chikv_bio2  32.923 0.217 néao 0.764 nao 0.836 nao
Chikv_bio3 86.898 0.202 néo 0.09 nao 0.493 nao

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Legenda: Al= Absorc¢éo Intestinal humana; VDss= Volume de distribuicao no estado estacionario; IC=
Inibidores de enzimas do citocromo; LT= Liberacdo Total; AMES= Teste de toxicidade de
AMES (mutagénese); DMTR= Dose méxima tolerada; HT= Hepatotoxicidade.

As interacdes destes trés compostos foram também contabilizadas e avaliadas
(FIGURA 10), sendo listadas na tabela 7. Neste contexto foram analisadas as

interacOes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e possiveis de interacdes y-y.
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Figura 10- Representagdo 3D da ancoragem molecular dos bioisOsteros e suas
interacbes
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).
Legenda: a, b e c visualizac&o 3D da ancoragem molecular dos Chikv_biol, Chikv_bio2 e Chikv_bio3,
em al, bl e cl é possivel observar as interacdes realizadas por estes bioisosteros.

O composto Chikv_biol, possui um total de 8 interac¢des hidrofébicas e 3 pontes
de hidrogénio. Das intera¢gfes hidrofébicas, 2 encontram-se presentes no sitio ativo
da proteina.

O bioisésteros Chikv_bio2, realizou 6 interacdes hidrofébicas, das quais 1 esta
situada no sitio ativo do alvo molecular, em relacdo as pontes de hidrogénio, houve a
formacéo de 7, sendo 2 delas presentes em aminoacidos comuns ao do composto
controle (V113 e S110).

O composto, Chikv_bio3, apresentou 7 interacdes hidrofobicas, e 2 delas se

localizam no sitio ativo, ja as pontes de hidrogénio somaram 3 no total e 1 acontece



em um aminoacido que o composto controle também realiza ponte de hidrogénio.

Tabela 7 - interagBes entre os bioisdsteros (Chikv_bio) e a 6WOT (nsP3)

Interacdes
composto | Interacdes ) ) Interagoes
Pontes de hidrogénio ) o
y-y. hidrofobicas
T111, L108, W108, L1089,
Controle Y114 V113, S110, G70, A23 N24, G30, D31, G29,
G112
V33, V113, Y142, C143,
Chikv_biol 0 D31, C34, R144
D145, T111, G112, A22
. . D31, V33, V113, G112, A22, A23, 1108, D145,
Chikv_bio2 0
Y114, S110, T111 R144, G32
A22, A23, Y114, G32,
Chikv_bio3 0 T111, S110, V33

W148, G112, L109

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Foram

também
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realizadas buscas no banco de dados SciFinder,

correspondentes aos trés compostos utilizando seus respectivos codigos de

identificacdo (smiles),

nestas analises a cerca dos bioisosteros Chikv_biol,

Chikv_bio2 e Chikv_bio3, ndo foram encontradas informacdes como artigos, patentes

ou fornecedores, 0 que torna possivel sugerir que estas sdo moléculas de carater

inédito ainda ndo exploradas.

Os resultados expressao entédo, que os trés compostos selecionados apos as

modificacdes de bioisosterismo (Chikv_biol, Chikv_bio2 e Chikv_bio3) apresentam

caracteristicas como farmacocinética, as interacées e o resultado da ancoragem

satisfatérias, demonstrando um potencial promissor como putativos inibidores da

proteina viral nsP3.



95

5 CONSIDERAGOES FINAIS

A febre chikungunya, é uma doenca que ocasiona uma sintomatologia diversa
e que pode trazer sequelas cronicas aos pacientes, além disso, trata-se de uma
arbovirose da qual grande parte da populacéo brasileira esta sob risco de infeccao.
Na atualidade, ainda ndo existem farmacos aprovados para seu tratamento. Esta
pesquisa usou andlises in silico, ancoragem molecular, avaliacdo farmacocinética e
bioisosterismo para explorar compostos naturais como potenciais tratamentos.

Ao final da ancoragem molecular entre a proteina nsp3 (6WO0T) e os 84.215
compostos naturais foram selecionados os dez compostos com melhor desempenho,
seguindo para as andlises de ADME-Tox foram identificados alguns parametros
negativos na farmacocinética destes compostos que foram entdo corrigidos via
bioisosterismo, 0 qual possibilitou a obtencdo de trés compostos promissores.

Os compostos modificados Chikv_biol, Chikv_bio2 e Chikv_bio3 foram
avaliados em relacdo a farmacocinética, ancoragem molecular e as interacdes
realizadas apresentando-se como inibidores virtuais da nsp3. Sendo assim, novas
abordagens podem ser propostas e analises adicionais podem ser realizadas para
confirmar os resultados obtidos, bem como, testes in vitro e in vivo para avaliar a acédo

destas moléculas em diferentes modelos bioldgicos.
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