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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, Gly151 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 doença infecciosa aguda transmitida pelo mosquito do gênero Aedes, sendo que as áreas de maior 
incidência no mundo são regiões tropicais e subtropicais. Não existem tratamentos específicos contra o vírus da dengue, 
sendo apenas tratados os sintomas decorrentes da doença. A enzima serino protease NS3/NS2B é essencial para o ciclo de 
vida do vírus e um alvo promissor para o desenvolvimento de fármacos contra o vírus. 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 análise consensual, que consiste em um tratamento 
estatístico usado para atribuir a mesma importância para os valores de energia em diferentes programas de docagem, e 
visual foram selecionados três compostos que fizeram ligação de hidrogênio com os resíduos de aminoácidos His51, 
Asp75, Ser135, Gly151 e Gly153. Deste modo, simulações de dinâmica molecular foram realizadas com os três ligantes 
usando o método híbrido Mecânica Quântica/Mecânica Molecular (QM/MM - Quantum Mechanics/Molecular Mechanics), 
no qual o método semiempírico AM1 foi utilizado para descrever a parte de Química Quântica e o campo de força OPLS-AA 
como método de Mecânica Molecular.   Através dos resultados obtidos pelo gráfico do RMSD (Raiz do Desvio Médio 
Quadrático - Root Mean Square Deviation) observou-se que o sistema se estabilizou no tempo de 10ns. Além disso, através 
dos gráficos de interação por resíduo foi observado que os resíduos chaves para a estabilização no sítio de ligação da 
enzima da dengue foram os resíduos de Ser34, Trp50, Lys73 e Gly151. 

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

 

A Dengue é uma doença infecciosa aguda 
causada por quatro sorotipos 
antigenicamente distintos do vírus da dengue 
(DENV 1-4), pertencentes à família 
Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, o qual 
reúne 53 espécies de vírus.1,2 A dengue é 
transmitida pelo mosquito do gênero Aedes, 
principalmente o Aedes aegypti. Segundo 
estimativas da Organização Mundial de 
Saúde a doença atinge anualmente cerca de 
50-100 milhões de pessoas e 2,5 bilhões (40% 
da população mundial) estão em situação de 

risco de contrair a doença em mais de cem 
países.3-6A maioria das mortes ocorre após a 
evolução da doença em febre hemorrágica e 
síndrome de choque da dengue.7 

O RNA genômico do vírus apresenta três 
proteínas estruturais (C, prM e E) e sete 
proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 
NS3, NS4A, NS4B e NS5), que causam a 
produção de novos vírus ao infectar as 
células.8 Sua tradução gera uma poliproteína,  
a qual é clivada por proteases do vírus e da 
célula hospedeira e a interação do RNA no 
complexo de replicação.9,10 A atividade 
proteolítica da enzima requer a presença 
simultânea dos domínios NS3 e NS2B, no qual 
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a sequência hidrofílica de 40 resíduos de 
aminoácidos da região central da NS2B é 
suficiente para a ativação da NS3 in vitro.9 A 
NS3 é uma serino protease do tipo tripsina, 
sendo uma poliproteína multifuncional 
composta por um domínio helicase e um 
domínio protease, onde o domínio protease 
está na região N-terminal e o helicase na C-
terminal.7 A NS3 apresenta uma tríade 
catalítica constituída de His51, Asp75 e 
Ser135. Embora a tríade esteja inteiramente 
constituída dentro dos subsítios da NS3, a 
protease funcional requer a presença do 
cofator NS2B, visto que reações que contém 
a NS3 protease sem o cofator são incapazes 
de promover atividade.11-13 

A serino protease viral NS3/NS2B é um 
alvo atrativo para o desenvolvimento de 
novas terapias contra o DENV e outras 
infecções flavivirais, tais como a Febre do 
Nilo Ocidental e a Febre Amarela. Devido ao 
seu papel no processamento pós-tradução da 
poliproteína viral, a NS3/NS2B é essencial 
para o ciclo de vida e mecanismo de 
replicação viral. Portanto, é esperado que a 
inibição desta enzima bloquei a replicação do 
vírus nas células hospedeiras humanas.1 
Apesar de sua alta incidência, severidade e 
impacto econômico, atualmente não há 
nenhuma vacina ou medicamento específico 
contra DENV, apenas são tratados os 
sintomas, o que torna necessária a busca por 
um fármaco capaz de tratar a doença.14-16 

Dessa forma, o bloqueio da atividade  da 
serino protease NS3/NS2B proporciona um 
modo eficaz para projetar moléculas 
terapêuticas contra o vírus. 

Inibidores peptídicos são considerados 
como uma classe de agentes terapêuticos 
com diversas propriedades químicas e 
atividades biológicas, sendo que esses 
inibidores apresentam uma vantagem no fato 
de possuírem menor toxidez quando 
comparados com compostos sintéticos.17 

Estudos de inibidores peptídicos derivados de 
acrilamida mostram que estes compostos 
apresentam inibição contra as proteases do 
DENV e a Febre do Nilo.18,19 Nitsche e 
colaboradores estudaram uma série de 86 
compostos derivados da acrilamida como 

inibidores da enzima serino protease 
NS3/NS2B do vírus da dengue (Apêndice 1), 
no qual foram determinados os valores de 
porcentagem de inibição, sendo que os 
resultados do ensaio de competição pelo 
inibidor aprotinina demonstraram uma 
interação direta dos inibidores com o centro 
catalítico da protease do vírus da Dengue.1 

Deste modo, neste estudo foi realizado 
um cálculo virtual com os inibidores 
derivados da acrilamida para avaliar a 
conformação e as interações destas 
moléculas na serino protease NS3/NS2B do 
DENV. Através do programa Castp20 e da 
docagem molecular foi possível caracterizar 
as regiões e as interações do sítio ativo da 
enzima. Posteriormente, foi aplicada uma 
análise consensual aos valores de energias de 
interação oriundas do cálculo virtual, uma 
inspeção visual levando em consideração as 
ligações de hidrogênio por resíduo e os 
valores de porcentagem de inibição, para 
selecionar estruturas mais promissoras em 
inibir a enzima alvo, sendo estas selecionadas 
para estudos de dinâmica molecular (DM). 
Desta forma, através dos resultados da DM 
pode-se verificar a estabilidade dos 
compostos pelo gráfico da raiz do desvio 
quadrático médio (RMSD) em função do 
tempo de simulação e as interações dos 
resíduos de aminoácidos no complexo 
receptor-ligante no meio biológico. 

 

2. Métodos 

 

2.1. CASTp (Computed Atlas of Surface 

Topograph of Proteins) 

 

Como a serino protease NS3/NS2B não 
possui ligante cocristalizado que permita a 
identificação direta do sítio ativo da enzima, 
foi usado o servidor on-line CASTp para 
verificar os possíveis sítios de ligação e os 
resíduos importantes.20 O servidor fornece a 
identificação e a dimensão das superfícies 
acessíveis, bem como cavidades inacessíveis 
para proteínas e outras moléculas.21 
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2.2. Docagem Molecular 

 

A docagem molecular é um método 
utilizado para predizer o modo de ligação de 
pequenas moléculas na cavidade de 
interação de macromoléculas, sendo capaz 
de determinar as mudanças de conformação 
do ligante por meio de interação no alvo de 
maneira a formar um complexo receptor-
ligante.22  O processo de docagem 
compreende duas etapas principais: o 
algoritmo de busca e a função de pontuação, 
que estão relacionadas à predição do 
posicionamento (conformação e orientação) 
no interior da alvo molecular, além de 
avaliação da afinidade de ligação.23-25 Esta 
técnica é comumente empregada para 
selecionar estruturas promissoras para a 
avaliação experimental por meio de 
procedimento de uma triagem virtual.22 

Os cálculos de docagem molecular foram 
realizados com o modelo cristalográfico da 
enzima serino protease NS3/NS2B, obtida do 
PDB (Protein Data Bank) com o código 2FOM, 
utilizando os programas DOCK 6.5,26 que usa 
o algoritmo incremental para a realização dos 
cálculos; o Molegro Virtual Docker (MVD 
5.0)27 e o AutoDock Vina 1.1.1,28  utilizam o 
algoritmo genético, sendo que o MVD usa a 
predição de cavidades. Como a enzima de 
dengue não possui ligante cocristalizado no 
sítio ativo, a utilização de diferentes 
programas de docagem molecular contribui 
para determinação do sítio ativo da enzima.29 

Dessa maneira, foi necessário usar o ligante 
cocristalizado da enzima homologa obtida do 
banco de dados PDB com o código 2FP7, 
pertencente à mesma classe da enzima da 
dengue, porém referente à doença do Nilo 
Ocidental.30 Todas as simulações utilizaram o 
cofator NS2B que é necessário para a 
ativação da NS3 serino protease.7 

Para a realização da docagem no 
programa DOCK 6.5,26 a todos os ligantes 
foram adicionados átomos de hidrogênio e 
calculadas as cargas atômicas pelo método 
AM1-BCC31 no programa Chimera 1.5.2.32 
Para o alvo macromolecular, usando o 

programa dms,33 foi gerada uma superfície 
molecular de Connolly,34 e o módulo 
SPHGEN35 foi usado para criar as esferas 
complementares à superfície da proteína em 
um raio de 8,0 Å do ligante. Em seguida, o 
módulo grid36 do programa DOCK 6.5 foi 
usado para gerar uma caixa cúbica com o 
tamanho de 60 Å3 para englobar as esferas 
selecionadas, localizada sobre o sítio ativo da 
enzima. Finalizada a etapa de preparação do 
sítio e dos ligantes, iniciou-se a docagem 
flexível com os resíduos His51, Asp75, Glu86, 
Asp129, Phe130, Ser135, Gly151, Asn152, 
Gly153 e Tyr161 que foram salvos 
separadamente do restante da estrutura que 
foi considerada rígida. Após isso, foi realizada 
a subsequente minimização dos ligantes no 
sítio ativo da enzima.  

No programa Molegro Virtual Docking 
(MVD) 5.0,27 o alvo e os ligantes foram 
preparados através do módulo de preparação 
padrão do MVD. Para cada complexo, foram 
adicionados átomos de hidrogênio e as 
cargas atômicas parciais padrões do 
programa. Os cálculos de docagem foram 
efetuados através da função de pontuação 
MolDock, com uma resolução de grade de 0,3 
Å. A região do sito ativo da enzima foi 
definida como uma região esférica de 15 Å, 
abrangendo todos os resíduos de 
aminoácidos do sítio ativo, e com os valores 
das coordenadas cartesianas x = 19,60, y = 
44,81 e z = -3,14. Para cada complexo, foram 
executados 10 cálculos, gerando 10 
conformações com o algoritmo MolDock 

optimizer.37 

Para a docagem molecular utilizando o 
programa AutoDock Vina 1.1.1,28 foram 
adicionados átomos de hidrogênio, e em 
seguida, foi realizada a adição de cargas de 
Gasteiger no AutoDockTools (ADT) 1.5.6. A 
macromolécula foi preparada através do ADT 
com adição de hidrogênios polares e cargas 
de Kollman. O receptor foi docado como 
parcialmente rígido com os mesmos resíduos 
flexíveis utilizados no programa Dock 6.5 e o 
ligante como flexível. A grade de energia 
utilizada consiste em pré-calcular as 
contribuições energéticas do receptor, pela 
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avaliação das interações de van der Waals e 
eletrostáticas entre os átomos do ligante e do 
receptor, em uma grade de pontos, que são 
lidas durante a avaliação do complexo 
ligante-receptor.38 Essa caixa cúbica de 60 Å 
foi centrada no ligante cristalográfico da 
enzima homologa 2FP7 usado como 
referência, e os valores de coordenadas 
cartesianas do centro x = 19,575, y = 43,851 e 
z = -2,448. Para cada complexo, foram 
executados 10 cálculos, gerando 10 
conformações. 

As energias de interação obtidas da 
docagem molecular foram pontuadas usando 
o método do escalonamento pela 
amplitude39,40 e com as dez estruturas mais 
bem pontuadas foram feitas as análises das 
interações e os valores da constante de 
inibição.1 Posteriormente, foram 
selecionadas três estruturas para serem 
submetidas à dinâmica molecular na 
biblioteca computacional fDynamo.41 

 

2.3. Dinâmica molecular 

 

Simulações de dinâmica molecular com o 
método híbrido QM/MM permitem a 
modelagem de reações e verifica as 
interações em sistemas biomoleculares a um 
esforço computacional razoável para 
fornecer à precisão necessária aos cálculos.42 
Neste trabalho, as coordenadas iniciais 
usadas para os cálculos de dinâmica 
molecular foram obtidas da estrutura da 
serino protease NS3/NS2B do DENV oriundas 
do PDB com o código 2FOM. Assim, como os 
valores padrão de pKa dos grupos ionizáveis 
podem ser deslocado nas proteínas, uma 
atribuição dos estados de protonação a pH 7 
de todos esses resíduos foram estimados 
utilizando cálculos de pKa usando o servidor 
PropKa.38,43Após diferentes análises, foram 
selecionados três compostos, no qual foram 
submetidos a DM usando o método híbrido 
QM/MM, onde os átomos de hidrogênio 
foram adicionados a cada estrutura usando a 
biblioteca fDynamo 41 e ao receptor foram 
feitos cálculos usando algoritmos de 
otimização (steepest descent, gradiente 

conjugado e L-BFGS-B).41 Durante este 
processo, para evitar uma desnaturação da 
estrutura da proteína todos os átomos 
pesados na proteína e o ligante foram 
contidos usando um oscilador cartesiano 
harmônico do tipo guarda-chuva com uma 
constante de força de 1000 kJ mol-1. A-2.38,44 

Para a etapa de dinâmica molecular, 
foram escolhidos os complexos enzima-
ligantes obtidos com o programa AutoDock 
Vina. Dessa forma, foi utilizada uma caixa 
cúbica de 80Å3 de água, sendo que essas 
moléculas de água foram relaxadas usando 
os mesmos algoritmos de otimização.41,45 
Depois, foram calculados 100 ps de simulação 
no método híbrido QM/MM Langevin-Verlet 
a 300 K em um conjunto termodinâmico 
canônico (NVT) usado para equilibrar o 
modelo.45,46 

Foram calculados 10 ns de DM para 
equilibrar cada sistema, sendo utilizado o 
método híbrido QM/MM com o 
Hamiltoniano semi-empírico AM1.47 No total 
foram 89 átomos na região de QM, que 
incluem o inibidor e os resíduos de 
aminoácido His51, Asp75 e Ser135. O resto 
do sistema (enzima e moléculas de água) foi 
descrito usando o campo de força OPLS-AA 
(Optimized Potentials for Liquid 

Simulations)48 para a enzima e uma caixa 
composta de moléculas de água do tipo 
TIP3P49 implantado na biblioteca fDynamo.41 

 

3. Resultados e discussão 

 

Inicialmente, os valores da energia de 
interação obtidos com diferentes programas 
de docagem molecular para as 86 estruturas1 

(Apêndice A) foram escalonados pela 
amplitude e ranqueados (ordenados pelos 
valores de energia).40 Este procedimento é 
utilizado para minimizar possíveis erros, 
como a seleção de ͞falsos positivos͟.50 Em 
seguida, as dez estruturas melhor pontuadas 
foram selecionadas e submetidas a uma 
inspeção visual. No presente trabalho os 
critérios adotados na seleção dos compostos 
através da inspeção visual foram: (a) 
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consideração das ligações de hidrogênio 
entre os ligantes e os resíduos de 
aminoácidos da macromolécula; (b) analise 
dos valores de Ki. Posteriormente, estas 
análises possibilitaram a seleção de três 
estruturas que foram submetidas à dinâmica 
molecular na biblioteca computacional 
fDynamo.41 

Através do programa Ligplot+,51 

analisaram-se as interações das estruturas 
selecionadas com o receptor. Na Tabela 1 são 
mostrados os valores de energia obtidos na 

docagem, o ranque final de energia, os 
valores de porcentagem de inibição1 e as 
principais ligações de hidrogênio obtidas com 
os resíduos de aminoácidos nos diferentes 
programas para cada uma das estruturas 
selecionadas. Na Tabela 1 do Apêndice B são 
mostrados os valores de energia para os 86 
compostos estudados nos programas 
Autodock Vina 1.1.1, MVD 5.0 e Dock 6.5 com 
seus respectivos valores escalonados e o 
ranque final dado pela soma dos valores 
escalonados. 

 

Tabela 1. Valores de energia de interação, ranque final, porcentagem de inibição 
determinada experimentalmente1 e as ligações de hidrogênio encontradas para cada 
composto selecionado na docagem da serino protease NS3/NS2B do DENV 

Estrutura EIa (kJ/mol) RFb % DENVc 
;μMͿ 

Ligações de hidrogênios com os 
resíduos de aminoácidos 

 Vina MVD DOCK   Vina MVD DOCK 

17 -7,70 -93,33 -42,26 2,20 23,0 
His51, Asp75, 

Ser135, Gly151 
Asp167 Asn152 

25 -8,20 -98,97 -38,27 2,24 46,6 
His51, Phe130, 
Tyr150, Gly153 

Thr120, 
Asn167 

Val147 
Ile165 

68 -8,00 -95,71 -38,12 2,12 36,8 His51, Ser135 Gly153 Asn167 

aEnergia de interação da docagem de molecular, bRanqueamento final, cPercentual de 
inibição 

 

A serino protease NS3/NS2B do vírus da 
dengue apresenta um sítio catalítico 
composto de quatro subsítios (S1, S1’, S2 e 
S3).7 Na Tabela 1 observa-se que as 
interações mais frequentes e significativas 
foram feitas com resíduos de aminoácidos 
polares, tais como His51, Asp75 e Ser135, 
que fazem parte dos subsítios S1’ e S2 e que 
compõem a tríade catalítica.7 

Os resultados da docagem molecular com 
o programa AutoDock Vina, mostraram que 
os ligantes realizaram um maior número de 
ligações de hidrogênios com os resíduos de 
aminoácidos da serino protease NS3/NS2B. A 
Figura 1 mostra os três ligantes selecionados 
e os resíduos 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 três 
programas de docagem utilizados. Esse 
resultado corrobora com os valores 
experimentais do valor no percentual de 
inibição obtidos por Nitsche e colaboradores 
que mostrou que dentre os ligantes 
selecionados o composto 25 apresentou 
maior valor de inibição para a enzima 
NS3/NS2B serino protease do vírus da 
dengue.1 Destarte, conforme a Tabela 1 
pode-se verificar que o ligante 17 apresentou 
ligações de hidrogênio com os resíduos de 
aminoácidos Asp75 e Gly151 do subsítio S2 e 
com os resíduos His51 e Ser135 do subsítio 
S1’. Já o ligante 25 fez interação por ligação 
de hidrogênio com a Gly153, que pertence ao 
subsítio S3, e com a His51, que faz parte da 
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tríade catalítica; além dos resíduos de 
Phe130 e Tyr150 que fazem parte do subsítio 
S1 da NS3.30A estrutura 68 apresentou 
ligação de hidrogênio com os resíduos His51 
e Ser135. A presença da ligação de 

hidrogênio com esses resíduos é necessária 
para estabilizar a histidina protonada.52 Cabe 
salientar que no programa MVD o composto 
68 apresentou uma interação com a Gly153, 
que faz parte do sítio catalítico da enzima.30 

 

 

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 são representados em amarelo, 

laranja e verde, respectivamente. A figura foi gerada com o programa Chimera32 

 

As principais interações hidrofóbicas 
foram semelhantes para cada ligante, 
independente do programa de docagem. As 
interações hidrofóbicas em conjunto com as 
ligações de hidrogênios são essenciais na 
estabilização do ligante no sítio da enzima e 
podem aumentar a complementaridade 
entre o alvo e as interfaces da molécula.53 No 
programa AutoDock Vina as principais 
interações hidrofóbicas foram com os 
resíduos Phe130, Ser131, Ser135, Tyr150, 
Gly151 e Gly153. No programa MVD Lys73, 
Lys74, Asp75, Thr120, Asn152 e Gly153 foram 
as principais interações e para o programa 
Dock foram Lys73, Lys74, Val147, Asn152, 
Asn167 e Ile165. 

Os compostos derivados da acrilamida são 
peptídeos inibidores de serino proteases, 
sendo que o grupo nitrila pode agir como um 
nucleófilo para a serina catalítica e induzir 
uma interação dipolo-dipolo ou criar uma 

ligação covalente reversível entre o inibidor e 
a enzima.1 Em geral, o sistema aromático dos 
derivados de acrilamida que apresentam um 
grupo receptor de elétrons resulta em baixa 
atividade. Já os derivados que apresentam 
grupos doadores de elétrons, tais como o 
grupo hidroxi ou amida melhoram a atividade 
contra as proteases do DENV.54 

Na Figura 2 é mostrado o mapa do 
potencial eletrostático dos ligantes 17, 25 e 
68, e de forma a obter informações adicionais 
quanto a distribuição eletrônica dos 
compostos foram calculadas as cargas 
atômicas derivadas do potencial eletrostático 
(representadas através do pacote 
computacional Molekel 5.4),55 onde as 
regiões mais nucleofílicas (potencial 
eletrostático negativo) são mostrados em 
vermelho, enquanto que as regiões mais 
eletrofílicas (potencial eletrostático positivo) 
são mostradas em azul. 
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Figura 2. Estruturas e o Mapa do potencial eletrostático dos ligantes 17 (A), 25 (B) e 68 (C) 

 

As interações por ligação de hidrogênio 
com a enzima ocorrem nas regiões 
nucleofílicas dos ligantes, onde estão 
presentes os átomos de nitrogênio e 
oxigênio. Estudo de Nitsche e colaboradores1 

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 vírus da dengue e Febre do Nilo. Assim, 
através dos resultados da docagem e da 
análise do mapa do potencial eletrostático 
pode-se inferir que os três ligantes fazem 
interação através das regiões nucleofílicas 
presentes na porção amida das estruturas, no 
qual o carbono da carbonila da ligação 
peptídica pode ser atacado pelo nucleofilo.56 

Os subsítios S1 e S2 da enzima NS3/NS2B 
são importantes para o reconhecimento 
molecular em proteases de vírus da dengue e 
os resultados obtidos através da docagem 
molecular mostraram que a porção arila dos 
derivados de acrilamida interagiram com o 
subsítio S1 da enzima, haja vista a interação 
do grupo nitrila com a serina catalítica.1 

 Através dos cálculos da DM com o 
método híbrido QM/MM foi gerado um 
gráfico de RMSD (Figura 3) para um tempo de 
10 ns de simulação, no qual as análises das 
estruturas foram realizadas sobre os 
complexos enzima-ligante. Por meio da 
comparação dos dados de RMSD pode-se 
observar o comportamento estável do 
sistema durante o tempo de simulação 
gerado pela trajetória.57 

 

   

  

 

(A) (B) (C) 
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Figura 3. Gráfico do RMSD da simulação de dinâmica molecular para os três ligantes 

 

O gráfico de RMSD ;ǺͿ versus tempo (ns) 
de simulação (Figura 3) mostrou que as três 
estruturas submetidas a DM tendem a se 
estabilizar durante o período de tempo de 
simulação, sofrendo apenas suaves 
flutuações estruturais, com valores de RMSD 
permanecendo próximo de 1,0 Å. Assim, ao 
fim do tempo de simulação os sistemas 
tornaram-se estáveis e foi possível identificar 
os resíduos de aminoácidos da serino 
protease NS3/NS2B que fizeram interações 
com esses compostos.  

A técnica de decomposição da energia de 
interação por resíduos pode revelar a 
contribuição de resíduos chaves responsáveis 
pelas interações do complexo ligante-
receptor. Assim, na Figura 4 são mostrados 
os gráficos da decomposição da energia de 
interação por resíduos para os ligantes 17, 25 
e 68 com o tempo simulação de 10 ns.58 

Os resultados da análise de decomposição 
de energia de interação por resíduo para os 
compostos 17, 25 e 68 mostram que estes 
ligantes complexados com a enzima 
interagem fortemente com os resíduos 
Ser34, Trp50, Lys73, Lys74 e Gly151, 
presentes em alças flexíveis da NS3/NS2B 
serino protease do DENV,59 sendo que o 
resíduo de Lys74 tem uma interação 
fortemente repulsiva.  

As serino proteases em geral apresentam 
um sítio ativo circundado por duas alças 
flexíveis em forma de um bolsão que permite 
o acesso de substratos ou inibidores com 
formas complementares.7,60 A conformação 
da alça de inibição complementar ao sítio 
ativo da enzima a ser inibida permite uma 
ligação bastante forte entre a enzima e o 
inibidor.60,61
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(B) 

 

 
 

(C) 

Figura 4. Gráficos de interação por resíduos após o tempo de 10 ns de simulação de DM para 
os ligantes (A) 17, (B) 25 e (C) 68 

 

A forte interação repulsiva do resíduo de 
Lys74 observada nas Figuras 4A a 4C também 
foi encontrada por Othman e 
colaboradores,62 no estudo de inibidores de 
pinostrobina, no qual a Lys74 está 
diretamente ligada ao resíduo de Asp75, e a 
formação de uma ligação de hidrogênio entre 
a Lys74 e o inibidor pode induzir uma 
mudança conformacional do Asp75 na região 
da tríade catalítica. A interação entre dos 

ligantes 17, 25 e 68 e o resíduo de Lys73 
pode contribuir diretamente para a mudança 
conformacional do sítio ativo, porém de uma 
forma menos intensa que o resíduo Lys74.62 

As interações atrativas por resíduo 
encontradas na DM entre os ligantes e a 
enzima da DENV foram identificadas para os 
resíduos de Ser34 (Figura 4A), Ser127 (Figura 
4C), Ser131 (Figuras 4A e 4B) e o resíduo de 
Gly151 (Figuras 4A-4C) e são importantes 
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para a estabilidade do inibidor no sítio 
alostérico,62 sendo que a interação com o 
resíduo de Gly151 corrobora com os 
resultados obtidos na docagem molecular. 
Desta forma, a identificação de um sítio 
diferente do sítio catalítico da enzima pode 
ser devido ao fato de a NS3/NS2B do vírus da 
dengue apresentar alças flexíveis que mudam 
sua conformação na presença de 
determinado tipo de inibidor, o que faz com 
que haja uma mudança do sítio de ligação 
desta enzima (sítio alostérico).  Além disso, 

um estudo de Erbel e colaboradores30 

também mostrou a importância do resíduo 
de Gly151 para o reconhecimento pelo 
substrato na enzima do DENV e da Febre do 
Nilo. 

Como a serino protease do vírus da 
dengue apresenta outros sítios de ligação, 
além do sítio ativo da enzima, a fim de 
identificá-la foi utilizado o servidor on-line 
CASTp.20 Na cavidade identificada na Figura 5, 
foi observada uma região correspondenteao 
sítio ativo (região em vermelho). 

 

 

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

 

Na Figura 5 pode-se identificar o sítio 
ativo da enzima (região vermelha), posição 
na qual as estruturas dos ligantes realizaram 
as ligações de hidrogênios na docagem 
molecular. Além disso, os resultados de 
dinâmica molecular mostraram que os 
ligantes permaneceram estáveis nessa 
cavidade, região no qual está presente a 
tríade catalítica da serino protease 
NS3/NS2B.63 Como resultado os ligantes 
realizaram interações favoráveis com 
importantes resíduos de aminoácidos, como 
pode ser visto no gráfico de interação por 

resíduos (Figura 4). Assim, foi possível 
observar também que ocorre uma mudança 
conformacional tanto do ligante como na 
macromolécula (Figuras 6 A e B), sendo que 
no alvo essa característica e devida à alta 
flexibilidade de suas alças, conforme 
corrobora os estudos de Piccirillo e 
colaboradores13 e Almeida e colaboradores.7 

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

 

(B) 

Figura 6. (A) Conformação inicial e (B) Conformação final para a estrutura 17 do ligante 
submetido à dinâmica molecular 

 

4. Conclusão 

 

Através dos resultados da docagem 
molecular e a consecutiva análise consensual 
e visual foi possível selecionar os ligantes 17, 
25 e 68 derivados da acrilamida que fizeram 
interação com resíduos importantes da 
serino protease NS3/NS2B e que pertencem à 
tríade catalítica, como os resíduos de His51, 
Ser135, Asp75. O pós-processamento das 
conformações obtidas na docagem molecular 
foi feita com a simulação de DM acoplada ao 
método híbrido QM/MM com um tempo de 
simulação de 10 ns, sendo que os ligantes 
permaneceram na cavidade da enzima que 
contém importantes resíduos de 
aminoácidos.  

A análise dos valores do gráfico de RMSD 
mostrou que os sistemas enzima-ligantes 
permaneceram estáveis ao longo da 
simulação. Os gráficos de interação por 
resíduo mostrou um maior número de 
interações favoráveis, no qual os compostos 
17, 25 e 68 fizeram importantes interações 
com os resíduos de Ser34, Trp50, Thr53, 
Lys73, Ala160 e Gly151, resíduos esses que 
apresentam uma contribuição mais favorável 
para a estabilização dos ligantes na enzima. 

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

realizaram importantes ligações de 
hidrogênios com as regiões da alça flexível na 
enzima, já que, em geral, esse tipo de enzima 
apresenta um sítio ativo circundado por duas 
alças flexíveis em forma de um bolsão que 
permite o acesso de substratos. Desta forma, 
os resultados encontrados fornecem uma 
contribuição significativa no processo de 
planejamento de novos compostos derivados 
de acrilamida que apresentem maiores 
complementaridades com o sítio ativo da 
enzima NS3/NS2B serino protease do DENV. 
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