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RESUMO

O VNO (Virus do Nilo Ocidental) é um flavivirus agente etioldgico da zoonose Febre do Nilo Ocidental. E
transmitido por mosquitos do género Culex, e as aves sao 0s principais reservatorios do virus. Essa virose é
responsavel por uma encefalite que nos casos mais graves pode acarretar sequelas permanentes e chegar
ao Obito. No ano de 2014 foi registrado o primeiro caso de infeccdo pelo virus do Nilo Ocidental em humanos
em territorio nacional, comprovando que o virus ja circula no nosso pais. Ainda ndo existe vacina ou
medicamentos especificos contra o VNO e o combate a doenga é focado no monitoramento dos reservatorios
(aves e animais domésticos), combate ao inseto vetor e tratamento paliativo dos acometidos. Neste
contexto, essa proposta de pesquisa tem como objetivo selecionar compostos que possam ser utilizados
como farmacos antivirais, utilizando como molécula alvo a proteina de replicagao viral NS5.

Palavras-chave: Flavivirus; produtos naturais; bioinformatica; docking.

ABSTRACT

WNV (West Nile Virus) is a flavivirus, the etiological agent of West Nile Fever zoonosis. It is transmitted by
mosquitoes of the Culex genus, and birds are the main reservoir of the virus. This virus is responsible for
encephalitis that, in the most severe cases, can cause permanent sequelae which can lead to death. In
2014, the first case of West Nile virus infection in humans was registered in national territory, proving that
the virus is already circulating in our country. There is still no vaccine or specific medication against VNO and
the efforts against the disease are focused on monitoring reservoirs (birds and domestic animals), combating
the vector insect, and palliative treatment of those affected. Within this context, this research proposal aims
to select compounds that can be used as antiviral drugs, using the viral replication protein NS5 as a target
molecule.

Keywords: Flavivirus; natural products; bioinformatics; docking.
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1. INTRODUCAO

O VNO (Virus do Nilo Ocidental) se trata de um arbovirus da familia Flaviviridae e do género
Flavivirus, mesmo género dos virus Zika, dengue e da febre amarela. O VNO é o agente etioldgico
da FNO (Febre do Nilo Ocidental), trata-se de uma arbovirose transmitida por mosquitos da familia
Culicidae, principalmente aqueles do género Culex.

Tal virus existe endemicamente na Africa, incluindo a Uganda, onde nasce o rio Nilo, dai vem o seu
nome. O VNO teve seus primeiros casos relatados na América do Norte em 1999 com mais de
27.500 casos humanos da infecgao por WNV tendo sido reportados nos Estados Unidos da América
(EUA), mais de 1000 casos fatais. Recentemente foi confirmada a existéncia do virus também no
Hemisfério Sul pela deteccdo de animais infectados com o VNO em territério Sul-Americano.
(PAUVOLID-CORRI%A; VARELLA, 2008).

A infeccdo em humanos, geralmente é acompanhada por sinais leves, mas em pessoas
imunocomprometidas os sintomas podem ser mais graves. A doenga é caracterizada por sintomas
como cefaleia, fadiga, dores musculares e hipertermia, também podem aparecer manchas
vermelhas na pele e sinais gastrointestinais. Em casos mais graves os individuos infectados podem
desenvolver paralisia flacida e dificuldade de concentracdo. (SILVA, 2016).

As aves sao muito importantes no ciclo de transmissdo desse virus, pois sao fontes de transmissao
para mosquitos, que posteriormente transmitem o VNO para equinos, outros animais e para o
homem. As aves sdo os principais reservatdrios do VNO pelo fato de apresentarem alta viremia,
constituindo fonte de infeccao para os mosquitos vetores. (OMETTO, 2014).

O Brasil, por suas condigdes ecoldgicas, apresenta a segunda maior avifauna do globo terrestre,
além disso, também recebe centenas de espécies de aves migratorias do hemisfério norte e de
possuir uma grande diversidade de espécies de vetores que favorecem a manutengdo do virus, se
este for introduzido. (LUNA; PEREIRA; SOUZA, 2003).

Alguns anos atras, em 2014, um trabalhador de area rural no Brasil apresentou sintomas clinicos
de encefalite aguda. Em seguida, foram coletadas amostras de material bioldgico (sangue, liquido
cefalorraquidiano e fezes), que foram enviadas ao Instituto Evandro Chagas. Apds algumas
analises, foi confirmado o primeiro caso de VNO em humanos no Brasil. Tal acontecimento tem
causado preocupacao e levantou a hipdtese de possiveis surtos no Brasil, o0 que pode ocasionar
grandes problemas para a salde publica em um futuro bem proximo. (FLORES; WEIBLEIN, 2009).

O controle da infeccao pelo VNO em dareas endémicas baseia-se no combate aos insetos e na
aplicacao de medidas para reduzir a exposicao de pessoas e animais domésticos aos vetores, além
de vacinacao de equinos, porém, o desenvolvimento de vacinas para ndés humanos ainda esta bem
longe. (DE ARAUJO et ai., 2008).

A bioinformatica consolida-se como uma nova area do conhecimento, buscando tratar dados
bioldgicos brutos, isso se deve gracas a crescente necessidade de desenvolver programas
computacionais que permitam reconhecer sequéncias de genes; predizer a configuracao
tridimensional de proteinas; identificar inibidores de enzimas, entre outras utilidades. (MALET et
al., 2007).

A proteina NS5 RdRp nos flavivirus é essencial para a replicacao viral. A RdRp duplica o genoma do
RNA de fita simples durante um evento Unico e continuo de polimerizagdo. (MALET et al., 2007).
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Por este motivo, com a elucidacao da estrutura da NS5 RdRp do VNO, surgem possibilidades de
tornar esta enzima um alvo de novos farmacos, deste modo, a busca por inibidores por meio de
experimentos in silico, como o docking molecular (atracamento) se faz extremamente Gtil para a
sinalizacao de possiveis moléculas com potencial para inibicdo da proteina NS5. Este trabalho tem
como objetivo principal selecionar por meio de testes in silico através de simulacOes de docking
molecular possiveis inibidores da proteina de replicacdo NS5, além de analisar a estrutura
tridimensional da NS5, bem como seu sitio ativo.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. ESTRUTURA DO DOMINIO NS5 RDRP DO VIRUS DO NILO OCIDENTAL

As coordenadas atomicas da VNO NS5 RdRp foram obtidas por meio do banco de dados PDB
(Protein Data Bank), pelo codigo de acesso 2HFZ. (MALET et al, 2007). A estrutura obtida foi
analisada visualmente através do software Discovery Studio. Foram removidas todas as moléculas
de agua encontradas na estrutura, para eliminar certa interferéncia, além disso, foram utilizadas
diversas ferramentas computacionais a fim de otimizar a geometria e obter melhor qualidade do
modelo, assim deixando a molécula nas condi¢des adequadas ao docking.

Figura 1 - Visao da estrutura tridimensional da VNO NS5 RdRp, representando
seus acidos asparticos 536; 668 e 669 em amarelo; verde e roxo, respectivamente.

Fonte: Imagem gerada no Discovery Studio (PDB-ID: 2HFZ).

2.2. SELECAO DAS MOLECULAS LIGANTES

Foi realizada uma revisao de literatura, no intuito de se obter bons candidatos de acordo com uma
pesquisa bem desenvolvida a respeito de compostos e suas possiveis atividades, em especial
compostos com atividades virais, assim sendo possivel eleger moléculas ligantes que possam vir a
mostrar bons resultados computacionais quanto a inibicdo da NS5. A pesquisa se deu no site de
busca académica, Google académico, sendo possivel visitar bancos de informagdes como SciELO,
PubMed, Lilacs, Medline entre outras plataformas.
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No que diz respeito a estrutura dos ligantes, as buscas foram feitas na literatura e em bancos de
dados de pequenas moléculas, como o ZINC Database (disponivel em: http://zinc.docking.org/).
Foram gerados arquivos na extensao .pdb e as estruturas dos compostos foram analisadas por
meio do software de visualizacdo Discovery Studio.

2.3. VALIDACAO DA ESTRUTURA

Para ter certeza de que a molécula adquirida no PDB se encontra em condicdes adequadas ao
docking, foi feita uma anadlise da proteina no software Procheck (disponivel em:
https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/), por meio do grafico de Ramachandran. O grafico de
Ramachandran (Figura 2) é provavelmente a ferramenta mais importante na determinacdo da
qualidade da proteina, pois aponta a existéncia de impedimentos estereoquimicos na cadeia
principal dos aminoacidos. (LASKOWSKI et al., 1996).

Para ser considerado um bom modelo, o resultado do grafico de Ramachandran deve apresentar,
na regidao mais favoravel (A, B e L), mais de 90% dos residuos, desconsiderando os residuos de
glicina, prolina e os residuos das extremidades que apresentam padrdes estereoquimicos
diferentes dos outros residuos. (LASKOWSKI et al., 1993).

Figura 2 — Grafico de Ramachandran da proteina WNV NS5 RdRp gerado no software Procheck,
demonstrando um grande ndmero de residuos nas regides mais favoraveis (Espaco vermelho,
representado pelas letras A, B, L) e poucos residuos encontrados
nas regides nao permitidas (Espaco em branco).
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Fonte: Gerado pelo Procheck.
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2.4. DOCKING MOLECULAR

Os experimentos de docking proteina - ligante entre a VNO NS5 RdRp + Ligante, foram realizados
através do programa Autodock 1.5.6. (Morris et al, 2009). Primeiramente foi feito um pré-
dimensionamento da grade clbica de energia de volume 40 x 40 x 40 @ de acordo com a
metodologia de Galiano et al. (2016) e centralizando a grade no sitio ativo da proteina. O
algoritmo de busca conformacional utilizado foi o algoritmo genético Lamarckiano. Foram obtidas
dez conformacgdes para cada complexo proteina-ligante, uma analise foi feita por meio da
ferramenta Autodock tools. Completados os passos anteriores, a conformagao de menor energia
de cada complexo foi escolhida para analise no VMD. (HUMPHREY et al., 1996). A validagao dos
resultados dos dockings foi realizada através do servidor PatchDock (disponivel em:
https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/php.php).

2.5. LIGANTES
2.5.1. Terpenos

Os terpenos sao oriundos do metabolismo secundario das plantas, originados do isopreno, que por
sua vez origina-se do acido mevalbnico na via do mevalonato. Os terpenos sdo classificados
quanto ao nimero de multiplos de sua unidade estrutural basica formada por cinco carbonos, o
isopreno. Desta forma sdo classificados como: isoprenos ou hemiterpenos (5C), monoterpenos
(10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C), sesterpenos (25C), triterpenos (30C),
tetraterpenos (35C) e polisoprendides quando possuem mais de 35 carbonos. (SANTANA et al.,
2018).

De forma geral, os 6leos essenciais presentes nas plantas sdao constituidos majoritariamente por
terpenos ou seus derivados, tais substancias constituem-se como um extenso grupo de moléculas
organicas produzidas como metabdlitos secundarios, sendo principalmente nas plantas, evitando
injurias promovidas por agentes externos. Deste modo, os terpenos apresentam reconhecida
atividade antimicrobiana. (FELIPE; BICAS, 2017).

2.5.2. Flavonoides

Os flavonoides derivados de plantas sao um grande grupo de fenilcromonas que ocorrem
naturalmente, encontradas em frutas, vegetais, cha e vinho. A literatura tém relatado que eles tém
uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo atividades antialérgicas, antibacterianas,
antidiabéticas, antiinflamatorias, antivirais, antiproliferativas, antimutagénicas, antitromboticas,
anticarcinogénicas, hepatoprotetoras, estrogénicas, inseticidas e antioxidantes, além disso, alguns
flavonoides sdo formados como barreiras antimicrobianas na resposta das plantas a infeccdo
microbiana, denotando sua importancia na natureza e que pode ser Util a formulacdo de novos
compostos antimicrobianos. (ORHAN et al., 2010).

Como filtros para a escolha dos compostos utilizou-se parametros farmacocinéticos e
faramacodinamicos encontrados na literatura obtidos por analise ADMET (Absorcao, Distribuicdo,
Metabolizacdo, Excregdo e Toxicidade), bem como também evidéncia de antividade antiviral e por
serem encontrados em fontes naturais. Em geral os compostos incluidos no trabalho apresentaram
boa disponibilidade oral como farmacos. Os compostos utilizados nesta pesquisa estao
evidenciados no quadro 1.
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Quadro 1 — Compostos utilizados na pesquisa e suas respectivas atividades.

NOMENCLATURA

ESTRUTURA 2D DO COMPOSTO

ZINCID

ATIVIDADES RELATADAS

Cadineno

95618180

O cadineno é um metabdlito
secundario, da classe dos
sesquiterpenos  biciclicos. Pode ser
encontrado em Oleos essenciais de
plantas das mais diversas familias e
Entre as atividades relatadas na
literatura para o cadineno podem ser
citadas a atividade antitumoral,
atividade antimicrobiana e anti-
cariogénica. (DAMASCENO et ai.,
2017).

Citral

1529208

O citral € um monoterpeno aciclico,
possui diversas propriedades
comprovadas como a agao antitumoral
(FARAH et al,, 2010), broncodilatadora
(MANGPRAYOOL; KUPITTAYANANT,
2013), inseticida (ABRAMSON et al,
2013) e antimicrobiana (BELDA-GALBIS
et al,, 2013).

Linalol

1529819

O linalol faz parte dos metabdlitos
secundarios de algumas plantas, se
trata de um alcool monoterpenoide,
tais compostos atuam como
antissépticos, antivirais e estimulam o
sistema imunoldgico. Estao presentes,
por exemplo, no pau-rosa, sandalo e
geranio. (ANDREI; DEL COMUNE,
2005).

Lupeol

4081455

O lupeol é um triterpeno que pertence
a familia dos lupanos. Estes compostos
tém apresentado varias atividades
bioldgicas, entre as quais, vale
destacar, a atividade anti-inflamatoria e
antimicrobiana. (LIMA; CARVALHO,
1979).

Kaempferol

3869768

O kaempferol é um flavonoide bastante
conhecido por sua agdo antioxidante
(DORNAS et al, 2009) e por atuar na
inibicdo de enzimas da cascata de
inflamagdo (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009). Ha evidencias de que
possua atividade antiviral. (FLAMBO,
2013).
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A quercetina é um dos flavonoides mais
pesquisados e abundantes na natureza,
além disso, a quercetina ja
demonstrou ser inibidora da
3869685 transcriptase reversa de virus do tipo
RNA (TAFURI, 2011) e ter a capacidade
de se ligar a glicoproteinas do envelope
ou capsideo viral, interferindo na
ligagdo e penetragdo do virus na célula
(BRUM, 2006).

Quercetina

Fonte: Autoria propria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RESULTADOS DO DOCKING

Os ligantes que apresentaram melhores resultados foram o citral, o linalol o kaempferol e a
quercetina. As tabelas 1, 2, 3 e 4 a seguir sao referentes aos resultados encontrados para cada um
destes compostos respectivamente.

Tabela 1 - EEL (Energia Estimada Livre) EIF (Energia Intermolecular Final) em
kcal/mol e KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em mM estimadas pelo
programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto citral.

Complexo (NS5 RdRp + Energia Estimada Livre em Energia Intermolecular Constante de Inibicao
citral) kcal/mol Final em kcal/mol Expressa em mM
1 -3.29 -4.49 3.85

2 -3.69 -4.88 1.98

3 -3.15 -4.34 491

4 -3.39 -4.58 3.3

5 -3.54 -4.73 2.54

6 -3.34 -4.53 3.57

7 -3.65 -4.84 2.12

8 -3.68 -4.88 1.99

9 -3.4 -4.59 3.24

10 -3.4 -4.6 3.19

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2 - EEL (Energia Estimada Livre) EIF (Energia Intermolecular Final) em
kcal/mol e KI ou Constante de inibicao expressa (CIE) em mM estimadas pelo
programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto linalol.

Complexo (NS5 RdRp + Energia Estimada Livre em Energia Intermolecular Constante de Inibicao
linalol) kcal/mol Final em kcal/mol Expressa em mM
1 -3.15 -4.64 4.89

2 -3.58 -5.07 2.37

3 -3.14 -4.63 4.98

4 -3.19 -4.68 4.57

5 -3.64 -5.13 2.15

6 -3.49 -4.99 2.75

7 -3.2 -4.69 4.54

8 -3.41 -4.9 3.19

9 -3.21 -4.7 4.43

10 -3.62 -5.11 2.22

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 3 - EEL (Energia Estimada Livre) EIF (Energia Intermolecular Final) em
kcal/mol e KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em mM estimadas pelo
programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto kaempferol.

Complexo (NS5 RdRp + Energia Estimada Livre Energia Intermolecular Constante de Inibicao

kaempferol) em kcal/mol Final em kcal/mol Expressa em mM
1 -4.69 -5.59 3.643 x 10-1
2 -4.77 -5.67 3.1855 x 10-1
3 -4.74 -5.64 3.3432 x 10-1
4 -4.76 -5.66 3.2238 x 10-1
5 -4.71 -5.61 3.5013 x 10-1
6 -4.79 -5.68 3.0964 x 10-1
7 -4.71 -5.6 3.5342 x 10-1
8 -4.74 -5.63 3.3701 x 10-1
9 -4.74 -5.63 3.3618 x 10-1
10 -4.67 -5.57 3.75x10-1

Fonte: Autoria prdpria.
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Tabela 4 - EEL (Energia Estimada Livre) EIF (Energia Intermolecular Final) em kcal/mol
e ou Constante de inibicao expressa (CIE) em mM estimadas pelo
programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto quercetina.

Complexo (NS5 RdRp + Energia Estimada Livre Energia Intermolecular Constante de Inibigao

quercetina) em kcal/mol Final em kcal/mol Expressa em mM
1 -4.46 -5.65 5.4212 x 10-1
2 -4.86 -6.05 2.7485 x 10-1
3 -3.93 -5.12 1.32

4 -4.83 -6.02 2.8957 x 10-1
5 -4.77 -5.96 3.1878 x 10-1
6 -3.94 -5.13 1.3

7 -3.75 -4.94 1.78

8 -4.54 -5.73 4.6918 x 10-1
9 -3.71 -4,9 1.91

10 -3.98 -5.17 1.21

Fonte: Autoria propria.

Os ligantes kaempferol e quercetina, tiveram os melhores resultados dentre os analisados,
apresentaram a EEL e a EIF com valores baixos, indicando que ha uma situacdo favoravel de
ligacao proteina-ligante para estes complexos, além disso, a CIE se mostrou também baixa o que
indica que os ligantes em concentragao baixa podem inibir a enzima.

Embora os ligantes cadineno e lupeol tenham apresentado resultados satisfatorios no que diz
respeito aos parametros analisados pelo autodock, a analise visual das interacdes moleculares nao
demonstrou nenhuma interagdo com os residuos alvo (ASP 356; ASP 668 e ASP 669).

3.2. ANALISE VISUAL DOS COMPLEXOS

Os complexos foram analisados no Discovery Studio e foram escolhidos os melhores resultados
dentre eles para a representacao de suas interagoes.

3.2.1. Citral

O composto citral apresentou interacdes por pontes de hidrogénio com o aspartato 668 nos
complexos 3 e 6 e com o aspartato 536 no complexo 7. Destes o complexo 6 e o complexo 7 se
destacam pelos melhores resultados dos parametros de docking e pelas menores distancias de
interacao.
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Figura 3 — Diagrama 2D do ligante citral complexos 6 em (A) e 7 em (B) mostrando suas
respectivas interacdes com o sitio ativo da NS5 e as distancias dadas em angstrons.
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Fonte: Autoria propria a partir do software Discovery Studio.

3.2.2. Linalol

O linalol apresentou em diversos complexos interagdes com o aspartato 668, dentre eles cabe citar
o complexo 7 que apresentou interacdes por pontes de hidrogénio com os ASPS 668 e 669 e no
complexo 9 com o ASP 536.

Figura 4 — Diagrama 2D do ligante linalol complexos 7 em (A) e 9 em (B) mostrando suas
respectivas interagdes com o sitio ativo da NS5 e as distancias dadas em angstrons.
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Fonte: Autoria prdpria a partir do software Discovery Studio.
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3.2.3. Kaempferol

O kaempferol teve em todos os seus 10 complexos interacdes por meio de pontes de hidrogénio
com os ASPs 668 e 669, destacando-se o complexo 6 por ter os melhores resultados de docking
com uma EEL de -4.79 kcal/mol, uma EIF de -5.68 kcal/mol e uma CIE de 3.0964 x 10 mM e por
apresentar uma interagao pi-anion com o ASP 536.

Figura 5 — Diagrama 2D do ligante kaempferol complexo 6 mostrando suas
respectivas interacoes com o sitio ativo da NS5 e as distancias dadas em angstrons.
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Fonte: Autoria prdpria a partir do software Discovery Studio.

3.2.4. Quercetina

A quercetina assim como o kaempferol apresentou em todos os seus complexos interagdes com o
sitio ativo da NS5, destacando-se o complexo 9 por ter apresentado interacao com todos os trés
aspartatos do sitio ativo da NS5 por pontes de hidrogénio e também interacdes pi-anion com o
aspartato 669.
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Figura 6 — Diagrama 2D do ligante quercetina complexos 9 mostrando suas
respectivas interagdes com o sitio ativo da NS5 e as distancias dadas em angstrons.
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Fonte: Autoria propria a partir do software Discovery Studio.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

A infeccdo pelo VNO se constitui no exemplo mais recente e notavel de que a geografia das
doencas infecciosas é determinada, muitas vezes, por limites ténues e temporarios, e que o
rompimento desses limites pode resultar em consequéncias sérias para a saude humana e animal.
Durante décadas, a infeccdo ficou limitada a algumas regides do norte da Africa, do Oriente Médio,
da Europa Mediterranea e de algumas regides da Asia, porém desde a sua introducdo nos EUA, a
doenca foi seguida de uma disseminacdo e repercussao altas, com um enorme impacto em saude
publica e animal. (FLORES; WEINBLEN, 2009).

Neste contexto, ha a necessidade latente de descobertas a respeito do combate ao virus do Nilo
Oeste. As ferramentas computacionais vém surgindo como uma nova chave ao problema, ao
serem baseadas em conceitos matematicos, fisico-quimicos, termodinamicos e quimicos
propriamente ditos. Nesta Ultima década, o uso de técnicas de triagem virtual baseadas em
estrutura para o descobrimento de novos farmacos tem alcancado resultados promissores. Assim,
essas técnicas vém sendo amplamente utilizadas. (QUEVEDO, 2016). O estudo de docking de
proteinas, no qual se testa a afinidade de um ligante a um determinado substrato ou sitio de
ligagdo, também se fez necessario para um completo entendimento computacional nesta area.
(NOVAES, 2009).
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Os melhores resultados obtidos apds a analise dos paréametros de docking e da analise visual dos
compostos foram observados com o ligante kaempferol e com a quercertina, ambos flavonoides,
muito parecidos estruturalmente, diferindo apenas em uma hidroxila, apresentaram valores de EEL
e EIF favoraveis a formagdo de complexos estaveis, valores baixos para a CIE e em todos os
complexos foram observadas interacdes com o sitio ativo, com destaque para o complexo 9 com a
quercetina que apresentou interacdes com os trés aspartatos que compdem o sitio ativo do
dominio RdRp da NS5. Tais substancias se mostraram promissoras e merecem uma investigacao
mais aprofundada de suas caracteristicas fisico-quimicas.

Tem-se como perspectiva futura a exponencial pesquisa por meio de testes in silico com mais
moléculas para a elucidacdo de novos resultados, igualmente ou mais satisfatorios que os obtidos
e a continuagdo da validacdo dos resultados obtidos por meio de testes de dinamica molecular e
ensaios experimentais.
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