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Molecular Modeling Study of Acrylamides Derivatives as Inhibitors of the NS3/NS2B
Serine Proteases of the Dengue Virus

Abstract: Dengue fever is an acute viral infection caused by the mosquito of the Aedes genus, with the largest incidence in
tropical and sub-tropical regions of the world. There are no specific treatments against the dengue virus, and only the
symptoms resulting from the disease are treated. The NS3/NS2B serine protease enzyme is essential for the life cycle of
the virus and a promising target for drug development against the virus. In this work, acrylamide derivatives obtained from
the literature data were submitted to molecular modeling studies. According to the results of the molecular docking
calculations and subsequent consensual analysis, which consists of a statistical treatment used to assign the same
importance to the results from different programs, and visual inspection we selected three compounds, which make
hydrogen bonds with the amino acid residues His51, Asp75, Ser135, Glyl51 and Gly153. Thus, Molecular Dynamics
simulations were performed with three selected ligands using the hybrid Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
(QM/MM) method, which the semiempirical AM1 Hamiltonian was used to describe the QM part and the OPLS-AA force
field as method of Molecular Mechanics . The Root Mean Square Deviation (RMSD) graphs showed that systems were
stabilized in 10 ns. Also, through the contribution of individual residues we observed that key residues, such as Ser34,
Trp50, Lys73 and Gly151, were responsible for stabilization of the complex in the active site of the dengue enzyme.

Keywords: Dengue; acrylamides derivatives; NS3/NS2B serine protease enzyme; molecular docking; molecular dynamics.

Resumo

A dengue é uma doenca infecciosa aguda transmitida pelo mosquito do género Aedes, sendo que as areas de maior
incidéncia no mundo sdo regides tropicais e subtropicais. Ndo existem tratamentos especificos contra o virus da dengue,
sendo apenas tratados os sintomas decorrentes da doenca. A enzima serino protease NS3/NS2B é essencial para o ciclo de
vida do virus e um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos contra o virus. Neste trabalho foram estudados
compostos derivados da acrilamida obtidos da literatura, no qual foram submetidos a estudos de modelagem molecular.
De acordo com os resultados da docagem molecular e subsequente andlise consensual, que consiste em um tratamento
estatistico usado para atribuir a mesma importancia para os valores de energia em diferentes programas de docagem, e
visual foram selecionados trés compostos que fizeram ligagdo de hidrogénio com os residuos de aminodcidos His51,
Asp75, Serl35, Glyl51 e Gly153. Deste modo, simulagBes de dindmica molecular foram realizadas com os trés ligantes
usando o método hibrido Mecénica Quantica/Mecéanica Molecular (QM/MM - Quantum Mechanics/Molecular Mechanics),
no qual o método semiempirico AM1 foi utilizado para descrever a parte de Quimica Quantica e o campo de forga OPLS-AA
como método de Mecanica Molecular. Através dos resultados obtidos pelo grafico do RMSD (Raiz do Desvio Médio
Quadratico - Root Mean Square Deviation) observou-se que o sistema se estabilizou no tempo de 10ns. Além disso, através
dos graficos de interagdo por residuo foi observado que os residuos chaves para a estabilizagdo no sitio de ligagdo da
enzima da dengue foram os residuos de Ser34, Trp50, Lys73 e Gly151.

Palavras-chave: Dengue; Derivados de acrilamida; enzima serino protease NS3/NS2B; Docagem molecular; Dindmica
molecular.
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1. Introdugao

A Dengue é uma doenca infecciosa aguda
causada por quatro sorotipos
antigenicamente distintos do virus da dengue
(DENV  1-4), pertencentes a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus, o qual
retine 53 espécies de virus.”?> A dengue é
transmitida pelo mosquito do género Aedes,
principalmente o Aedes aegypti. Segundo
estimativas da Organizacdgo Mundial de
Salde a doenga atinge anualmente cerca de
50-100 milhdes de pessoas e 2,5 bilhdes (40%
da populagdo mundial) estdo em situacdo de

risco de contrair a doengca em mais de cem
paises.”®A maioria das mortes ocorre apds a
evolugdo da doenga em febre hemorragica e
sindrome de choque da dengue.’

O RNA gendmico do virus apresenta trés
proteinas estruturais (C, prM e E) e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5), que causam a
producdo de novos virus ao infectar as
células.? Sua traducgdo gera uma poliproteina,
a qual é clivada por proteases do virus e da
célula hospedeira e a interagdo do RNA no
complexo de replicacdo.”’® A atividade
proteolitica da enzima requer a presenca
simultdnea dos dominios NS3 e NS2B, no qual
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a sequéncia hidrofilica de 40 residuos de
aminodacidos da regido central da NS2B é
suficiente para a ativacdo da NS3 in vitro.” A
NS3 é uma serino protease do tipo tripsina,
sendo uma poliproteina multifuncional
composta por um dominio helicase e um
dominio protease, onde o dominio protease
estd na regido N-terminal e o helicase na C-
terminal.” A NS3 apresenta uma triade
catalitica constituida de His51, Asp75 e
Ser135. Embora a triade esteja inteiramente
constituida dentro dos subsitios da NS3, a
protease funcional requer a presenca do
cofator NS2B, visto que reagbes que contém
a NS3 protease sem o cofator sdo incapazes
de promover atividade.'**?

A serino protease viral NS3/NS2B é um
alvo atrativo para o desenvolvimento de
novas terapias contra o DENV e outras
infec¢cOes flavivirais, tais como a Febre do
Nilo Ocidental e a Febre Amarela. Devido ao
seu papel no processamento pds-traducdo da
poliproteina viral, a NS3/NS2B é essencial
para o ciclo de vida e mecanismo de
replicacdo viral. Portanto, é esperado que a
inibicdo desta enzima bloquei a replicagdo do
virus nas células hospedeiras humanas.
Apesar de sua alta incidéncia, severidade e
impacto econOmico, atualmente ndo ha
nenhuma vacina ou medicamento especifico
contra DENV, apenas sdo tratados os
sintomas, o que torna necessaria a busca por
um farmaco capaz de tratar a doenca.***
Dessa forma, o bloqueio da atividade da
serino protease NS3/NS2B proporciona um
modo eficaz para projetar moléculas
terapéuticas contra o virus.

Inibidores peptidicos sdao considerados
como uma classe de agentes terapéuticos
com diversas propriedades quimicas e
atividades bioldgicas, sendo que esses
inibidores apresentam uma vantagem no fato
de possuirem menor toxidez quando
comparados com compostos sintéticos."’
Estudos de inibidores peptidicos derivados de
acrilamida mostram que estes compostos
apresentam inibicdo contra as proteases do
DENV e a Febre do Nilo."®* Nitsche e
colaboradores estudaram uma série de 86
compostos derivados da acrilamida como

Vo

inibidores da enzima serino protease
NS3/NS2B do virus da dengue (Apéndice 1),
no qual foram determinados os valores de
porcentagem de inibicdo, sendo que os
resultados do ensaio de competicdo pelo
inibidor aprotinina demonstraram uma
interacdo direta dos inibidores com o centro
catalitico da protease do virus da Dengue.’

Deste modo, neste estudo foi realizado

um calculo virtual com os inibidores
derivados da acrilamida para avaliar a
conformacdo e as interagbes destas

moléculas na serino protease NS3/NS2B do
DENV. Através do programa Castp™ e da
docagem molecular foi possivel caracterizar
as regides e as intera¢des do sitio ativo da
enzima. Posteriormente, foi aplicada uma
analise consensual aos valores de energias de
interagao oriundas do calculo virtual, uma
inspecao visual levando em consideragao as
ligacdes de hidrogénio por residuo e os
valores de porcentagem de inibicdo, para
selecionar estruturas mais promissoras em
inibir a enzima alvo, sendo estas selecionadas
para estudos de dinamica molecular (DM).
Desta forma, através dos resultados da DM
pode-se verificar a estabilidade dos
compostos pelo gréfico da raiz do desvio
guadratico médio (RMSD) em funcdo do
tempo de simulacdo e as interagdes dos
residuos de aminoacidos no complexo
receptor-ligante no meio bioldgico.

2. Métodos

2.1. CASTp (Computed Atlas of Surface
Topograph of Proteins)

Como a serino protease NS3/NS2B ndo
possui ligante cocristalizado que permita a
identificacdo direta do sitio ativo da enzima,
foi usado o servidor on-line CASTp para
verificar os possiveis sitios de ligacdo e os
residuos importantes.20 O servidor fornece a
identificacdo e a dimensdo das superficies
acessiveis, bem como cavidades inacessiveis
para proteinas e outras moléculas.”

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |No. 6| |no prelo|



LVa

2.2. Docagem Molecular

A docagem molecular é um método
utilizado para predizer o modo de ligacdo de
pequenas moléculas na cavidade de
interacdo de macromoléculas, sendo capaz
de determinar as mudancgas de conformacgao
do ligante por meio de interacdo no alvo de
maneira a formar um complexo receptor-
ligante.? O processo de docagem
compreende duas etapas principais: o
algoritmo de busca e a funcdo de pontuacao,
gue estdo relacionadas a predicdo do
posicionamento (conformacdo e orientacgdo)

no interior da alvo molecular, além de
avaliacdo da afinidade de ligacdo.”? Esta
técnica é comumente empregada para

selecionar estruturas promissoras para a
avaliacdo experimental por meio de
procedimento de uma triagem virtual.””

Os calculos de docagem molecular foram
realizados com o modelo cristalografico da
enzima serino protease NS3/NS2B, obtida do
PDB (Protein Data Bank) com o cddigo 2FOM,
utilizando os programas DOCK 6.5, que usa
o algoritmo incremental para a realizagdo dos
calculos; o Molegro Virtual Docker (MVD
5.0)27 e o AutoDock Vina 1.1.1,%® utilizam o
algoritmo genético, sendo que o MVD usa a
predicdo de cavidades. Como a enzima de
dengue ndo possui ligante cocristalizado no
sitio ativo, a utilizagdo de diferentes
programas de docagem molecular contribui
para determinacdo do sitio ativo da enzima.”
Dessa maneira, foi necessario usar o ligante
cocristalizado da enzima homologa obtida do
banco de dados PDB com o cdédigo 2FP7,
pertencente a mesma classe da enzima da
dengue, porém referente a doenca do Nilo
Ocidental.*® Todas as simulagdes utilizaram o
cofator NS2B que ¢é necessario para a
ativacdo da NS3 serino protease.’

Para a realizagdo da docagem no
programa DOCK 6.5,° a todos os ligantes
foram adicionados atomos de hidrogénio e
calculadas as cargas atomicas pelo método
AM1-BCC* no programa Chimera 1.5.2.%2
Para o alvo macromolecular, usando o
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programa dms,* foi gerada uma superficie
molecular de ConnoIIy,34 e 0 modulo
SPHGEN®® foi usado para criar as esferas
complementares a superficie da proteina em
um raio de 8,0 A do ligante. Em seguida, o
moédulo grid®® do programa DOCK 6.5 foi
usado para gerar uma caixa cubica com o
tamanho de 60 A® para englobar as esferas
selecionadas, localizada sobre o sitio ativo da
enzima. Finalizada a etapa de preparagao do
sitio e dos ligantes, iniciou-se a docagem
flexivel com os residuos His51, Asp75, Glu86,
Asp129, Phel30, Serl35, Glyl51, Asnl52,
Glyl53 e Tyrlel que foram salvos
separadamente do restante da estrutura que
foi considerada rigida. Apds isso, foi realizada
a subsequente minimizacdo dos ligantes no
sitio ativo da enzima.

No programa Molegro Virtual Docking
(MVD) 5.0, o alvo e os ligantes foram
preparados através do médulo de preparagao
padrdo do MVD. Para cada complexo, foram
adicionados atomos de hidrogénio e as
cargas atomicas parciais padrées do
programa. Os cdlculos de docagem foram
efetuados através da funcdo de pontuacdo
MolDock, com uma resolugdo de grade de 0,3
A. A regido do sito ativo da enzima foi
definida como uma regido esférica de 15 A,
abrangendo todos os residuos de
aminoacidos do sitio ativo, e com os valores
das coordenadas cartesianas x = 19,60, y =
44,81 e z = -3,14. Para cada complexo, foram
executados 10 calculos, gerando 10
conformagdes com o algoritmo MolDock
optimizer.*”’

Para a docagem molecular utilizando o
programa AutoDock Vina 1.1.1,® foram
adicionados atomos de hidrogénio, e em
seguida, foi realizada a adicdo de cargas de
Gasteiger no AutoDockTools (ADT) 1.5.6. A
macromolécula foi preparada através do ADT
com adicdo de hidrogénios polares e cargas
de Kollman. O receptor foi docado como
parcialmente rigido com os mesmos residuos
flexiveis utilizados no programa Dock 6.5 e o
ligante como flexivel. A grade de energia
utilizada consiste em pré-calcular as
contribuicGes energéticas do receptor, pela
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avaliacdo das interacdes de van der Waals e
eletrostdticas entre os &tomos do ligante e do
receptor, em uma grade de pontos, que sdo
lidas durante a avaliaggo do complexo
ligante-receptor.®® Essa caixa cubica de 60 A
foi centrada no ligante cristalografico da
enzima homologa 2FP7 usado como
referéncia, e os valores de coordenadas
cartesianas do centro x = 19,575,y =43,851 e
z = -2,448. Para cada complexo, foram
executados 10 calculos, gerando 10
conformacgoes.

As energias de interagdo obtidas da
docagem molecular foram pontuadas usando
o método do escalonamento pela
amplitude®*° e com as dez estruturas mais
bem pontuadas foram feitas as andlises das
interacdes e os valores da constante de
inibicdo. Posteriormente, foram
selecionadas trés estruturas para serem
submetidas a dinamica molecular na
biblioteca computacional fDynamo.*

2.3. Dindmica molecular

SimulacGes de dindmica molecular com o
método hibrido QM/MM permitem a
modelagem de rea¢Ges e verifica as
interacGes em sistemas biomoleculares a um
esforco computacional razoavel para
fornecer a precisdo necessaria aos calculos.*
Neste trabalho, as coordenadas iniciais
usadas para os cdlculos de dinamica
molecular foram obtidas da estrutura da
serino protease NS3/NS2B do DENV oriundas
do PDB com o cédigo 2FOM. Assim, como 0s
valores padrdo de pKa dos grupos ionizaveis
podem ser deslocado nas proteinas, uma
atribuicao dos estados de protonagdo a pH 7
de todos esses residuos foram estimados
utilizando célculos de pKa usando o servidor
PropKa.***Apds diferentes analises, foram
selecionados trés compostos, no qual foram
submetidos a DM usando o método hibrido
QM/MM, onde os atomos de hidrogénio
foram adicionados a cada estrutura usando a
biblioteca fDynamo *' e ao receptor foram
feitos cdlculos usando algoritmos de
otimizacdo (steepest descent, gradiente

Vo

conjugado e L-BFGS-B).* Durante este
processo, para evitar uma desnaturagdo da
estrutura da proteina todos os atomos
pesados na proteina e o ligante foram
contidos usando um oscilador cartesiano
harménico do tipo guarda-chuva com uma
constante de forga de 1000 kJ mol™. A3

Para a etapa de dindmica molecular,
foram escolhidos os complexos enzima-
ligantes obtidos com o programa AutoDock
Vina. Dessa forma, foi utilizada uma caixa
clbica de 80A® de agua, sendo que essas
moléculas de agua foram relaxadas usando
0os mesmos algoritmos de otimiza¢do."**
Depois, foram calculados 100 ps de simulacao
no método hibrido QM/MM Langevin-Verlet
a 300 K em um conjunto termodinamico
canbnico (NVT) usado para equilibrar o
modelo.**°

Foram calculados 10 ns de DM para
equilibrar cada sistema, sendo utilizado o
método hibrido QM/MM com o}
Hamiltoniano semi-empirico AM1.*” No total
foram 89 atomos na regido de QM, que
incluem o inibidor e os residuos de
aminodacido His51, Asp75 e Ser135. O resto
do sistema (enzima e moléculas de agua) foi
descrito usando o campo de forca OPLS-AA
(Optimized Potentials for Liquid
Simulations)*® para a enzima e uma caixa
composta de moléculas de agua do tipo
TIP3P* implantado na biblioteca fDynamo.*

3. Resultados e discussao

Inicialmente, os valores da energia de
interacdo obtidos com diferentes programas
de docagem molecular para as 86 estruturas®
(Apéndice A) foram escalonados pela
amplitude e ranqueados (ordenados pelos
valores de energia).”® Este procedimento é
utilizado para minimizar possiveis erros,
como a selecdo de “falsos positivos”.”® Em
seguida, as dez estruturas melhor pontuadas
foram selecionadas e submetidas a uma
inspecao visual. No presente trabalho os
critérios adotados na selegao dos compostos
através da inspe¢do visual foram: (a)
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consideracdo das ligacdes de hidrogénio
entre os ligantes e os residuos de
aminoacidos da macromolécula; (b) analise
dos valores de K;. Posteriormente, estas
andlises possibilitaram a selecdo de trés
estruturas que foram submetidas a dindmica
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docagem, o ranque final de energia, os
valores de porcentagem de inibicdo' e as
principais ligacGes de hidrogénio obtidas com
os residuos de aminodcidos nos diferentes
programas para cada uma das estruturas
selecionadas. Na Tabela 1 do Apéndice B sdo

molecular na biblioteca computacional mostrados os valores de energia para os 86
fDynamo.* compostos estudados nos  programas
, . +51  Autodock Vina 1.1.1, MVD 5.0 e Dock 6.5 com

Através do programa Ligplot™,

analisaram-se as intera¢bes das estruturas
selecionadas com o receptor. Na Tabela 1 sdo
mostrados os valores de energia obtidos na

seus respectivos valores escalonados e o
ranque final dado pela soma dos valores
escalonados.

Tabela 1. Valores de energia de interagdo, ranque final, porcentagem de inibicdo
determinada experimentalmente' e as ligacdes de hidrogénio encontradas para cada
composto selecionado na docagem da serino protease NS3/NS2B do DENV

0, C . ~ . A
Estrutura EF® (kI/mol) RE® % DENV ngago?s de hldrog.enlgs'com 0s
(uM) residuos de aminodcidos
Vina MVD DOCK Vina MVD DOCK
His51, Asp75,
17 -7,7 - -42,2 2,2 2 Aspl67 Asnl152
,70 93,33 ,26 ,20 3,0 Ser135, Gly151 spl6 snl5
His51, Phe130, Thr120, Val147
25 8,20 9897 -3827 2,24 46,6 Tyrl50, Glyl153  Asn167  lle1l65
68 -8,00 -95,71 -38,12 2,12 36,8 His51, Ser135 Gly153 Asnl167

®Energia de interacdo da docagem de molecular, "Ranqueamento final, ‘Percentual de

inibicao

A serino protease NS3/NS2B do virus da
dengue apresenta um sitio catalitico
composto de quatro subsitios (S1, S1’, S2 e
$3).” Na Tabela 1 observa-se que as
interacGes mais frequentes e significativas
foram feitas com residuos de aminoacidos
polares, tais como His51, Asp75 e Serl35,
que fazem parte dos subsitios S1’ e S2 e que
compdem a triade catalitica.’

Os resultados da docagem molecular com
o programa AutoDock Vina, mostraram que
os ligantes realizaram um maior nimero de
ligagcdes de hidrogénios com os residuos de
aminoacidos da serino protease NS3/NS2B. A
Figura 1 mostra os trés ligantes selecionados
e os residuos envolvidos na docagem
molecular através do programa Autodock
Vina. Conforme os valores de ranqueamento

(Tabela 1) observa-se que o ligante 25 foi o
composto que apresentou o maior valor no
ranqueamento final, considerando os trés
programas de docagem utilizados. Esse
resultado corrobora com os valores
experimentais do valor no percentual de
inibicdo obtidos por Nitsche e colaboradores
que mostrou que dentre os ligantes
selecionados o composto 25 apresentou
maior valor de inibicdo para a enzima
NS3/NS2B serino protease do virus da
dengue.1 Destarte, conforme a Tabela 1
pode-se verificar que o ligante 17 apresentou
ligacdes de hidrogénio com os residuos de
aminodacidos Asp75 e Gly151 do subsitio S, e
com os residuos His51 e Serl35 do subsitio
S,’. Ja o ligante 25 fez interagdo por ligagao
de hidrogénio com a Gly153, que pertence ao
subsitio S;, e com a His51, que faz parte da
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triade catalitica; além dos residuos de

Phe130 e Tyrl50 que fazem parte do subsitio
S1 da NS3.°A estrutura 68 apresentou
ligacdo de hidrogénio com os residuos His51
ligacdo de

e Serl35. A presenca da

Vq

hidrogénio com esses residuos é necessaria
para estabilizar a histidina protonada.’” Cabe
salientar que no programa MVD o composto
68 apresentou uma interacao com a Gly153,
que faz parte do sitio catalitico da enzima.*

Figura 1. Resultado da docagem molecular obtida pelo programa Autodock Vina na estrutura
da enzima serino protease NS3/NS2B. Os ligantes 25, 17 e 68 sdo representados em amarelo,
laranja e verde, respectivamente. A figura foi gerada com o programa Chimera*’

As principais interagbes hidrofdbicas
foram semelhantes para cada ligante,
independente do programa de docagem. As
interagdes hidrofébicas em conjunto com as
ligagbes de hidrogénios sdo essenciais na
estabilizacdo do ligante no sitio da enzima e
podem aumentar a complementaridade
entre o alvo e as interfaces da molécula.>® No
programa AutoDock Vina as principais
interacGes hidrofdbicas foram com os
residuos Phel130, Ser131, Ser135, Tyrl50,
Gly151 e Gly153. No programa MVD Lys73,
Lys74, Asp75, Thr120, Asn152 e Gly153 foram
as principais interagbes e para o programa
Dock foram Lys73, Lys74, Vall47, Asn152,
Asnl67 e lle165.

Os compostos derivados da acrilamida sdo
peptideos inibidores de serino proteases,
sendo que o grupo nitrila pode agir como um
nucledfilo para a serina catalitica e induzir
uma interagdo dipolo-dipolo ou criar uma

ligacdo covalente reversivel entre o inibidor e
a enzima.' Em geral, o sistema aromatico dos
derivados de acrilamida que apresentam um
grupo receptor de elétrons resulta em baixa
atividade. J& os derivados que apresentam
grupos doadores de elétrons, tais como o
grupo hidroxi ou amida melhoram a atividade
contra as proteases do DENV.>

Na Figura 2 é mostrado o mapa do
potencial eletrostatico dos ligantes 17, 25 e
68, e de forma a obter informacées adicionais
guanto a distribuicdo eletronica dos
compostos foram calculadas as cargas
atébmicas derivadas do potencial eletrostatico
(representadas através do pacote
computacional Molekel 5.4),> onde as
regides mais  nucleofilicas  (potencial
eletrostatico negativo) sdo mostrados em
vermelho, enquanto que as regiGes mais
eletrofilicas (potencial eletrostatico positivo)
sdo mostradas em azul.
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Figura 2. Estruturas e o Mapa do potencial eletrostatico dos ligantes 17 (A), 25 (B) e 68 (C)

As interagdes por ligacdo de hidrogénio

com a enzima ocorrem nas regides
nucleofilicas dos ligantes, onde estdo
presentes os datomos de nitrogénio e

oxigénio. Estudo de Nitsche e colaboradores®
mostrou que compostos derivados de 3-aril-
2-ciano-acrilamidas que apresentam sistemas
com uma alta densidade de elétrons
apresentam maior atividade como inibidores
do virus da dengue e Febre do Nilo. Assim,
através dos resultados da docagem e da
andlise do mapa do potencial eletrostatico
pode-se inferir que os trés ligantes fazem
interacdo através das regides nucleofilicas
presentes na por¢ao amida das estruturas, no
qual o carbono da carbonila da ligacdo
peptidica pode ser atacado pelo nucleofilo.*®

Os subsitios S1 e S2 da enzima NS3/NS2B
sdo importantes para o reconhecimento
molecular em proteases de virus da dengue e
os resultados obtidos através da docagem
molecular mostraram que a porcao arila dos
derivados de acrilamida interagiram com o
subsitio S1 da enzima, haja vista a interacao
do grupo nitrila com a serina catalitica.

Através dos calculos da DM com o
método hibrido QM/MM foi gerado um
grafico de RMSD (Figura 3) para um tempo de
10 ns de simulagdo, no qual as andlises das
estruturas foram realizadas sobre os
complexos enzima-ligante. Por meio da
compara¢ao dos dados de RMSD pode-se
observar o comportamento estdvel do
sistema durante o tempo de simulagdo
gerado pela trajetdria.”’
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Figura 3. Grafico do RMSD da simulacdo de dindmica molecular para os trés ligantes

O grafico de RMSD (/&) versus tempo (ns)
de simulac¢do (Figura 3) mostrou que as trés
estruturas submetidas a DM tendem a se
estabilizar durante o periodo de tempo de
simulacdo, sofrendo apenas suaves
flutuagdes estruturais, com valores de RMSD
permanecendo proximo de 1,0 A. Assim, ao
fim do tempo de simulacdo os sistemas
tornaram-se estdaveis e foi possivel identificar
os residuos de aminodcidos da serino
protease NS3/NS2B que fizeram interagdes
com esses compostos.

A técnica de decomposicdo da energia de
interacdo por residuos pode revelar a
contribuicdo de residuos chaves responsaveis
pelas interagbes do complexo ligante-
receptor. Assim, na Figura 4 sdo mostrados
os graficos da decomposicdo da energia de
interacdo por residuos para os ligantes 17, 25
e 68 com o tempo simulacdo de 10 ns.*®

Os resultados da analise de decomposicao
de energia de interacdo por residuo para os
compostos 17, 25 e 68 mostram que estes
ligantes complexados com a enzima
interagem fortemente com os residuos
Ser34, Trp50, Lys73, Lys74 e Glyl51],
presentes em alcas flexiveis da NS3/NS2B
serino protease do DENV,” sendo que o
residuo de Lys74 tem uma interacdo
fortemente repulsiva.

As serino proteases em geral apresentam
um sitio ativo circundado por duas alcgas
flexiveis em forma de um bolsdo que permite
0 acesso de substratos ou inibidores com
formas complementares.”®® A conformagdo
da alga de inibicdo complementar ao sitio
ativo da enzima a ser inibida permite uma
ligagdo bastante forte entre a enzima e o
inibidor.**%*
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Figura 4. Gréficos de interacdo por residuos apds o tempo de 10 ns de simulacdo de DM para
os ligantes (A) 17, (B) 25 e (C) 68

A forte interagdo repulsiva do residuo de
Lys74 observada nas Figuras 4A a 4C também
foi encontrada por Othman e
colaboradores,®” no estudo de inibidores de
pinostrobina, no qual a Lys74 estd
diretamente ligada ao residuo de Asp75, e a
formacgao de uma ligacdo de hidrogénio entre
a Lys74 e o inibidor pode induzir uma
mudanca conformacional do Asp75 na regido
da triade catalitica. A interacdo entre dos

ligantes 17, 25 e 68 e o residuo de Lys73
pode contribuir diretamente para a mudanga
conformacional do sitio ativo, porém de uma
forma menos intensa que o residuo Lys74.%

As intera¢Oes atrativas por residuo
encontradas na DM entre os ligantes e a
enzima da DENV foram identificadas para os
residuos de Ser34 (Figura 4A), Ser127 (Figura
4C), Ser131 (Figuras 4A e 4B) e o residuo de
Glyl51 (Figuras 4A-4C) e sdo importantes
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para a estabilidade do inibidor no sitio
alostérico,” sendo que a interagdo com o
residuo de Glyl51 corrobora com os
resultados obtidos na docagem molecular.
Desta forma, a identificacgdo de um sitio
diferente do sitio catalitico da enzima pode
ser devido ao fato de a NS3/NS2B do virus da
dengue apresentar alcas flexiveis que mudam
sua conformagdo na presenga de

determinado tipo de inibidor, o que faz com
qgue haja uma mudanca do sitio de ligacdo
Além disso,

desta enzima (sitio alostérico).

Vq
um estudo de Erbel e colaboradores®
também mostrou a importancia do residuo
de Glyl51 para o reconhecimento pelo
substrato na enzima do DENV e da Febre do
Nilo.

Como a serino protease do virus da
dengue apresenta outros sitios de ligacdo,
além do sitio ativo da enzima, a fim de
identifica-la foi utilizado o servidor on-line
CASTp.”® Na cavidade identificada na Figura 5,
foi observada uma regido correspondenteao
sitio ativo (regido em vermelho).

Figura 5. Cavidade para a serino protease NS3/NS2B do virus da dengue obtidas no servidor
on-line CASTp. Figura gerada pelo Pymol

Na Figura 5 pode-se identificar o sitio
ativo da enzima (regido vermelha), posicao
na qual as estruturas dos ligantes realizaram
as ligagdes de hidrogénios na docagem
molecular. Além disso, os resultados de
dindmica molecular mostraram que os
ligantes permaneceram estdveis nessa
cavidade, regido no qual estd presente a
triade catalitica da serino protease
NS3/NS2B.* Como resultado os ligantes
realizaram  interagbes favoraveis com
importantes residuos de aminodacidos, como
pode ser visto no grafico de interacdo por

residuos (Figura 4). Assim, foi possivel
observar também que ocorre uma mudanca
conformacional tanto do ligante como na
macromolécula (Figuras 6 A e B), sendo que
no alvo essa caracteristica e devida a alta
flexibilidade de suas algas, conforme
corrobora os estudos de Piccirillo e
colaboradores™ e Almeida e colaboradores.’

Assim, os resultados de modelagem
molecular foram capazes de propor e
entender o modo de interagdo entre os
compostos derivados de acrilamida e a
enzima serino protease NS3/NS2B do DENV.
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(B)

Figura 6. (A) Conformacdo inicial e (B) Conformacao final para a estrutura 17 do ligante
submetido a dinamica molecular

4. Conclusao

Através dos resultados da docagem
molecular e a consecutiva andlise consensual
e visual foi possivel selecionar os ligantes 17,
25 e 68 derivados da acrilamida que fizeram
interacdo com residuos importantes da
serino protease NS3/NS2B e que pertencem a
triade catalitica, como os residuos de His51,
Ser135, Asp75. O pds-processamento das
conformagdes obtidas na docagem molecular
foi feita com a simulagdao de DM acoplada ao
método hibrido QM/MM com um tempo de
simulagdo de 10 ns, sendo que os ligantes
permaneceram na cavidade da enzima que
contém importantes residuos de
aminoacidos.

A andlise dos valores do grafico de RMSD
mostrou que os sistemas enzima-ligantes
permaneceram estaveis ao longo da
simulacdo. Os graficos de interacdo por
residuo mostrou um maior numero de
interacdes favoraveis, no qual os compostos
17, 25 e 68 fizeram importantes intera¢oes
com os residuos de Ser34, Trp50, Thr53,
Lys73, Alal60 e Glyl51, residuos esses que
apresentam uma contribuicdo mais favoravel
para a estabilizacdo dos ligantes na enzima.

Além disso, o0s resultados de DM
revelaram que os compostos selecionados

realizaram importantes ligagGes de
hidrogénios com as regides da alga flexivel na
enzima, ja que, em geral, esse tipo de enzima
apresenta um sitio ativo circundado por duas
alcas flexiveis em forma de um bolsdo que
permite o acesso de substratos. Desta forma,
os resultados encontrados fornecem uma
contribuicdo significativa no processo de
planejamento de novos compostos derivados
de acrilamida que apresentem maiores
complementaridades com o sitio ativo da
enzima NS3/NS2B serino protease do DENV.
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