b2 UniSales

ANCORAGEM MOLECULAR COM BASE NO ABACAVIR: ESTRATEGIA DE
MODIFICACAO ESTRUTURAL DE PRO FARMACO PARA COMBATER A
DENGUE

MOLECULAR DOCKING BASED ON ABACAVIR: A STRATEGY FOR
STRUCTURAL MODIFICATION OF A DRUG TO COMBAT DENGUE

Israel de Souza Silva?!
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RESUMO: O uso da ancoragem molecular é cada vez mais prevalente no meio
cientifico, seja para encontrar novos medicamentos ou com a finalidade de atenuar
possiveis efeitos adversos, criagdo de um farmaco mais eficaz. A dengue € uma
doenca febril aguda, sistémica e debilitante. Por se tratar de uma doenca autolimitada
a maioria dos afetados conseguem se recuperar sem maiores complicacdes.
Entretanto, podem progredir para formas graves, e inclusive virem a ébito. Dessa
forma, a dengue se apresenta com poucos tratamentos possiveis, sendo importante
o desenvolvimento de alternativas eficazes. O presente estudo ambiciona uma
diminuicdo de energia de ligagcado farmaco-alvo propondo modificagbes na estrutura
do abacavir, um pro farmaco inibidor nucleosidico da transcriptase reversa, tendo
como alvo bioldgico a proteina NE1 do virus da dengue. Sendo assim, a ancoragem
molecular foi realizada por meio do Autodock 1.5.7, onde foi avaliada a ligacéo
farmaco-alvo. As modificacdes estruturais foram planejadas a partir do chemsketch,
sendo utilizado ainda o Discovery Studio Visualizer, parater a visualizacdo em 3D das
estruturas ancoradas. Apds os calculos computacionais foi obtido uma energia de
afinidade de -5,0 kcal/mol do abacavir em relagdo ao alvo bioldgico escolhido,
enquanto a estrutura 3 (abacavir-flavona) resultou em um aumento da afinidade de
ligacdo chegando a -6,0 kcal/mol nas simulacbes de ancoragem molecular. Esse
resultado indicou uma melhoria potencial para inibir a replicagao do virus da dengue.
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ABSTRACT: The use of molecular docking is increasingly prevalent in the scientific
community, whether to find new drugs or to mitigate possible adverse effects, creating
a more effective drug. Dengue is an acute, systemic and debilitating febrile disease.
Since it is a self-limiting disease, most affected individuals recover without major
complications. However, it can progress to severe forms and even death. Thus,
dengue presents with few possible treatments, and the development of effective
alternatives is important. The present study aims to reduce the drug-target binding
energy by proposing modifications to the structure of abacavir, a nucleoside reverse
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transcriptase inhibitor drug, whose biological target is the NE1 protein of the dengue
virus. Therefore, molecular docking was performed using Autodock 1.5.7, where drug-
target binding was evaluated. The structural modifications were planned based on
chemsketch, and Discovery Studio Visualizer was also used to visualize the anchored
structures in 3D. After computational calculations, an affinity energy of -5.0 kcal/mol of
abacavir was obtained in relation to the chosen biological target, while structure 3
(abacavir-flavone) resulted in an increase in binding affinity reaching -6.0 kcal/mol in
molecular docking simulations. This result indicated a potential improvement in
inhibiting dengue virus replication.

Keywords: Abacavir; Autodock; Dengue fever; Docking; Modifications.

1. INTRODUCAO

O registro mais antigo da dengue, foi encontrado em uma enciclopédia chinesa sobre
sintomas e tratamentos, publicada inicialmente durante a Dinastia Chin (265 a 420
d.C.) e revisada formalmente em 610 d.C. (Dinastia Tang), e outra vez em 992 d.C.,
durante a Dinastia Sung do Norte, citado por Nobuchi em 1979 (Lara, 2020). A doenga
€ transmitida principalmente pela picada do mosquito Aedes aegypti, embora outra
espécie, o Aedes albopictus, também tenha morfologia e capacidade proliferativa
semelhantes. Este Ultimo é igualmente responsavel por alguns surtos da doenca em
paises do continente asiatico, relatados por Rodhain e Rosen em 1997 (Luang-
Suarkia, 2024).

O genoma do virus da dengue, codifica uma poli proteina que € posteriormente clivada
proteoliticamente em trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (NE), essa é a
forma na qual Chambers e seus colaboradores (1990) descrevem as estruturas do
virus, além disso, os locais de glicosilacdo em NE1 sdo fundamentais para a
replicacdo viral. Estudos anteriores mostraram que a Asparagina-130 (Asn-130) é
essencial para o crescimento viral e o efeito citopatico nas células (Muylaert et al.,
1996; Whiteman et al., 2010). Dessa forma, uma das solugdes para atenuar os efeitos
da dengue seria uma inibicdo da proteina ndo estrutural.

Observando o cenario de ancoragem molecular pode-se afirmar que € um artificio no
gual se baseia em testes in silico usados para descobrir novos farmacos e até mesmo
modificar moléculas ja existentes, de acordo com Pinzi (2019). O encaixe ampara ha
identificac&o de novos compostos terapeuticamente importantes, avaliando possiveis
interacOes ligante-alvo em nivel ou esbocando relagcbes estrutura-atividade. A
principio, foi desenvolvido para notar mecanismos de reconhecimento molecular entre
moléculas pequenas e grandes. Entretanto, o uso e aplicacdo de softwares para
descoberta de farmacos mudaram drasticamente nos ultimos anos. Desta forma, é
apropriado descrever como o acoplamento molecular foi principalmente utilizado para
ajudar em tarefas de descoberta de farmacos.

O uso de ferramentas de ancoragem molecular é essencial para a otimizacdo de
farmacos existentes no mundo. Nesse sentido este estudo teve como objetivo reduzir
a energia de ligacao entre o abacavir, seus derivados modificados no presente estudo
com o alvo biolégico por meio de modificagdes moleculares no abacavir, um inibidor
nucleosidico da transcriptase reversa, utilizando como alvo biolégico a proteina NE1
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do virus da dengue. Para isso, foi utilizado o software Autodock 1.5.7, permitindo
avaliar a interacdo farmaco-alvo. As modificacdes estruturais foram desenhadas no
Chemsketch, com suporte do Discovery Studio Visualizer para visualizagéo
tridimensional das estruturas ancoradas, faciltando a analise das interacfes
moleculares propostas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. DENGUE

A primeira epidemia registrada de febre hemorragica da dengue (FHD) ocorreu em
Manila, nas Filipinas, entre 1953 e 1954. Em apenas 20 anos, a doenca se espalhou
em forma epidémica por todo o Sudeste Asiatico. Na metade da década de 1970, a
FHD ja era uma das principais causas de hospitalizacdo e morte entre criangcas na
regiao (OPAS, 2024).

Passou a ser uma das doencas tropicais negligenciadas, de acordo com Hotez e seus
colaboradores (2009). A avaliacédo da distribuicdo espacial da doenca permite gerar
hipoteses explicativas sobre a persisténcia da condigcdo em certas areas geogréficas,
apesar dos inUmeros esforcos para erradicar a doenca. Algumas explicacGes para
essa distribuicdo desigual das doencas, especificamente da dengue, tém sido
propostas com base na avaliagdo dos determinantes sociais (Spiegel et al., 2007,
Kawachi, 2002; Bohm et al., 2016). De acordo com Catéo (2009) apud Souza (2022),
essa ligacdo entre a doenca e o ambiente € especialmente evidente em areas onde
os sistemas técnicos sdo menos desenvolvidos, o que inclui a falta de infraestrutura
basica, servicos de saude publica, educacéao e informacdes para a populacdo. Nesses
locais, a auséncia de um ambiente artificial planejado e controlado facilita a
propagacdo da doenca. Ja em regibes onde esses sistemas técnicos estao
implementados, cria-se um espac¢o planejado para reduzir fatores que favorecem a
dengue, tornando mais dificil a sobrevivéncia e transmisséo do virus.

2.1.1. Dados de infec¢cdes por dengue

Os dados mais recentes sobre a dengue revelam um aumento alarmante nos casos
naregidao das Américas. Até a 362 semana epidemiolégica de 2024, foram registrados
mais de 11,7 milhGes de casos de dengue, um numero que é duas vezes e meia
superior ao total de casos do ano anterior (2023), que teve cerca de 4,6 milhdes de
casos (OPAS, 2024).

A dengue € uma doenca transmitida por mosquitos, e a diversidade de sorotipos do
virus, junto com a urbanizacdo e mudancas climéticas, contribui para a propagacéao
continua da doenca (OPAS, 2024). As medidas de controle se tornam ainda mais
cruciais. Elas devem abranger tanto o combate ao vetor, que € o mosquito Aedes
aegypti, quanto o atendimento médico adequado para os pacientes, especialmente
aqueles que apresentam formas graves da doenca. A gravidade dos sintomas e os
efeitos nocivos dos diferentes sorotipos do virus tornam essa abordagem fundamental
para reduzir a taxa de mortalidade e melhorar a salde publica (OPAS, 2024; WHO,
2017).
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2.1.2. Tratamento

Historicamente, o tratamento da dengue comecou com uma abordagem sintomatica,
sem antivirais especificos, focando na administracdo de analgésicos e antitérmicos.
Com o tempo, a descoberta de que anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) e
salicilatos aumentam o risco de hemorragias levou a uma reavaliacdo das diretrizes
de tratamento. Atualmente, a gestdo da dengue ainda € predominantemente
sintomatica, com énfase na hidratacdo e no controle da febre com paracetamol. A
pesquisa continua em busca de antivirais eficazes e abordagens terapéuticas
inovadoras, como o uso de anticorpos monoclonais, que podem oferecer novas
opc¢des no tratamento da doenca (Singhi, 2007).

2.1.3. Estrutura do Virus da dengue

O virus da dengue é um arbovirus, transmitidos por picadas de insetos, pertencente
ao género Flavivirus e familia Flaviviridae (Espinal et al., 2019). O genoma do virus
da dengue, codifica uma poli proteina que é posteriormente clivada proteoliticamente
em proteinas estruturais: capsideo (C), membrana (M), envelope (E), e sete ndo
estruturais (NE): NE1, NE2A, NE2B, NE3, NE4A, NE4B e NE5. Na Figura 1 é possivel
observar a estrutura do virus da dengue.

Figura 1 - Estrutura do virus da dengue
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Fonte: Lima (2021)

As proteinas estruturais sdo responsaveis pela formacdo da estrutura do virus,
enquanto as proteinas ndo estruturais desempenham um papel crucial na replicacéo
viral, dessa forma, Rodenhuis e seus colaboradores (2010), descrevem 0S processos
estruturais do virus da dengue, aléem disso, os locais de glicosilagdo em NE1 sao
fundamentais para a replicacéo viral. Trés desses locais estéo situados nos residuos
Asnl130, Asnl75 e Asn207 em NE1 (Avirutnan et al., 2006)

O residuo Asn-207 desempenha um papel importante na secrecdo e expressao da
proteina na superficie celular, enquanto o Asn-130 é crucial para a estabilidade
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estrutural de NE1 e sua interagdo com proteinas do complemento (Somnuke et al.,
2011). Estudos anteriores mostraram que o Asn-130 € essencial para o crescimento
viral, a secrecdo de NE1 e o efeito citopatico nas células. Experimentos in vivo
demonstraram que a auséncia do Asn-130 em NE1 resulta em uma infecgdo atenuada
pelo virus da dengue em camundongos (Muylaert et al., 1996; Whiteman et al., 2010).
Pesquisas recentes trouxeram novas luzes sobre as proteinas estruturais do virus da
dengue (DENV) e o papel da glicosilacdo em sua replicacdo. O genoma do DENV
codifica trés proteinas estruturais (YAP et al., 2017). Além disso, descobertas recentes
sublinharam a importancia de residuos especificos, como Asn-130 e Asn-207, na
manutencdo da integridade estrutural e funcionalidade da proteina. O Asn-130 é
particularmente crucial para a estabilidade da proteina e sua interagcdo com o sistema,
0 que sugere que o direcionamento a esses locais de glicosilagdo pode abrir novas
vias para intervencdes terapéuticas (YAP et al., 2017).

2.2. ABACAVIR

O abacavir € um medicamento aprovado pela Food and drug administration (FDA)
para o tratamento da infecgcdo pelo Human Immunodeficiency Virus (HIV), sendo
utilizado em conjunto com outros antirretrovirais. Assim como outros inibidores
nucleosidicos datranscriptase reversa (NRTIS), o abacavir é geralmente administrado
em combinagcdo com outros medicamentos para o HIV (Mi Seon Park et al., 2018;
Greig S. L., Emma D. Deeks, 2015). Embora o abacavir seja um tratamento seguro e
eficaz para o HIV, cerca de 5% da populacéo corre o risco de desenvolver reacdes de
hipersensibilidade potencialmente graves ao abacavir (Hetherington et al., 2001,
Vilcarino et al., 2024).

Os sintomas sugerem que essas reacdes fossem imunomediadas, levou varios anos
de uso generalizado para identificar preditores genéticos dessa hipersensibilidade.
Um alelo variante no gene human leukocyte antigens (HLA), uma parte crucial do
sistema imunoldgico, foi fortemente associado ao risco de desenvolver essa reagao
adversa ao abacavir (Mallal et al., 2008; Demoly et al.,, 2014). Além disso, a
administracdo de abacavir é relativamente contraindicada em pacientes com
insuficiéncia hepéatica moderada a grave, classificados como classe B ou C na escala
de Child-Pugh, devido a auséncia de estudos que comprovem sua seguranga nessa
populacao (Yuen GJ et al., 2008).

De acordo com Dwivedi e Kushnoor em 2011, o abacavir possui a férmula estrutural
C14H18NcO e um peso molecular de 286,3323 g/mol, com nomenclatura IUPAC dado
por  [(1R)-4-[2-amino-6-(ciclopropilamino)purina-9-il]-1-ciclopent-2-enil] metanol
(Figura 2).



b2 UniSales

Figura 2 - Estrutura quimica do Abacavir
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2.2.1. Mecanismo de acéo

O abacavir € um inibidor nucleosidico da transcriptase reversa, especificamente um
analogo da guanosina, conhecido como 2'-desoxiguanosina carbociclica. O efeito
antiviral do abacavir é atribuido ao seu metabdlito ativo intracelular, o carbovir-
trifosfato, que atua interferindo na DNA polimerase dependente de RNA do HIV,
também conhecida como transcriptase reversa, resultando na inibicdo da replicacéo
viral (Anderson PL et al., 2003). O carbovir-trifosfato (CBV-TF) é incorporado ao DNA
viral durante a transcri¢céo reversa, substituindo a guanosina. Essa incorporacéo leva
a terminacgao prematura da cadeia de DNA, uma vez que o metabdlito ndo possui um
grupo 3'-hidroxila essencial para a adicdo de nucleotideos subsequentes.

Estudos de ancoragem molecular demonstraram como o abacavir se liga ao sitio ativo
da transcriptase reversa do HIV bloqueando a adi¢c&o de nucleotideos ao DNA viral
(Bennett et al., 2008). Essa interacao € crucial para a eficacia do abacavir, uma vez
gue impede a replicacdo e, consequentemente, a progressao da infec¢do. Pesquisas
adicionais mostram que o uso de abacavir em combinacdo com outros antirretrovirais,
como inibidores de protease e outros inibidores de transcriptase reversa, pode resultar
em sinergismo, aumentando a eficacia do tratamento em pacientes infectados pelo
HIV (Miller et al., 2005).

2.2.3. Farmacocinética (ADME)
2.2.3.1. Absorgcéao

O abacavir é absorvido de maneira rapida e em grande parte apés a ingestdo oral,
com uma taxa de absorcéao de 83%. Quando administrado em uma dose de 300 mg
duas vezes ao dia, a concentracdo maxima no plasma (Cmax) atingiu 3,0 + 0,89
Mg/mL, e a area sob a curva (AUC) foi de 6,02 + 1,73 ug * h/mL (Yuen GJ et al., 2008).

2.2.3.2. Distribuicao

De acordo com Yuen e seus colaboradores (2008), o volume de distribuicdo do
abacavir apos administracéo intravenosa é de 0,86 + 0,15 L/kg. Aproximadamente
50% do medicamento se liga as proteinas plasmaticas, e essa ligagcdo ndo depende
da concentragdo do farmaco no plasma.
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2.2.3.3. Metabolizacéo

O abacavir € amplamente metabolizado no figado, com menos de 2% sendo
excretado na urina como farmaco inalterado. O metabolismo do abacavir ocorre
principalmente através de duas vias: uridina difosfato glucuronosiltransferase e alcool
desidrogenase, resultando na formacgao de dois metabdlitos inativos: o glucuronideo,
e o carboxilato. A meia-vida de eliminagdo terminal do abacavir é de aproximadamente
1,5 horas.

As concentracdes minimas médias de CBV-TF séo equivalentes, independentemente
de o abacavir ser administrado em uma dose de 600 mg uma vez ao dia ou 300 mg
duas vezes ao dia (Yuen GJ et al., 2008).

2.2.3.4. Excrecao

A excrecédo é de 82,2% (1,2% inalterada) na urina e 16% nas fezes. A meia-vida do
medicamento é de 1,54 + 0,63 horas. O abacavir forma dois metabdlitos inativos: o
glucuronideo, que corresponde a cerca de 36% da dose excretada na urina, e 0
carboxilato, responsavel por aproximadamente 30% da dose urinaria. Os outros 15%
de metabdlitos presentes na urina sdo menores, cada um representando menos de
2% da dose total. A eliminacéo fecal responde por cerca de 16% da dose administrada
(Yuen GJ et al., 2008).

2.3. FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios originarios de uma grande variedade de
plantas e frutos, e seus derivados correspondem a mais de um terco das novas
moléculas aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) (Cataneo, 2020).

A descricdo desse grupo especifico de metabolitos sdo moléculas de baixo peso
molecular que possuem uma estrutura basica (C6-C3-C6). Essa estrutura € formada
por dois anéis fendlicos (A e B), conectados por um anel heterociclico de pirano (anel
C), descrito dessa forma por Cataneo em 2020 (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura base dos flavonoides

Fonte: Marisa (2009)
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No ambito dos fitoterdpicos, os flavonoides tém um papel de destaque no
desenvolvimento de medicamentos, gracas as suas propriedades de inibicdo de
enzimas, como a lipoxigenase, a ciclooxigenase (COX), a aldose redutase e varias
enzimas envolvidas na metabolizacdo de farmacos, como as enzimas do citocromo
P450. Essas inibicdes podem contribuir para a reducéo de processos inflamatérios e
para a protecdo contra diversas doencas. Eles também exercem protecdo contra
microrganismos patogénicos, apresentando acfes antifingicas e antivirais, como
demonstrado por Huber e Rodriguez-Amaya (2008) apud Gongalves e seus
colaboradores (2023).

Nos ultimos anos, o efeito dos flavonoides contra arbovirus de relevancia médica tem
sido amplamente investigado, especialmente devido ao surgimento e ressurgimento
de virus transmitidos por picadas de hematéfagos, como os causadores da dengue,
zika, chikungunya e febre amarela (Espinal et al., 2019). A inibicdo da replicacéo do
virus da Dengue (DENV) por flavonoides estd em consonancia com estudos
anteriores, que demonstraram que esses compostos atuam como inibidores nao
competitivos de proteases envolvidas no processo de replicagdo viral, como a NE2B
e NE3 do virus DENV (De Sousa et al.,, 2015). Isso sugere que essa classe de
compostos pode impactar a replicagdo viral, indicando um possivel mecanismo de
acao antiviral. Além disso, analises in silico indicaram que esses compostos tém a
capacidade de se ligar as proteinas néo estruturais do DENV, reforcando a hipotese
de interferéncia na replicacdo viral (HASSANDARVISH et al., 2016; MOGHADDAM et
al.,, 2014; ZANDI et al., 2012).

2.4. ANCORAGEM MOLECULAR

A ancoragem molecular € uma técnica usada para investigar como moléculas com
atividade bioldgica se ligam aos seus alvos biolégicos. Esse processo envolve dois
componentes principais: um algoritmo de busca, responsavel por examinar diferentes
conformacgdes e orientacfes das moléculas dentro da proteina alvo, e uma funcéo de
avaliacao, que calcula as afinidades de ligacédo das conformagdes geradas, ajudando
a entender como ocorre a ligacao ao alvo biolégico (Coutinho e Morgon, 2007).

Os métodos de ancoragem analisam o comportamento de uma molécula em nivel
atbmico dentro do sitio ativo de uma proteina, levando em consideracdo sua
conformacao, a maneira como o ligante se move no sitio ativo e avaliando a afinidade
de ligacéo. Identificar a localizacdo do sitio de ligacdo antes da etapa de acoplamento
aumenta significativamente a eficiéncia do encaixe. Muitas vezes, o sitio de ligagdo &
explorado antes que os ligantes sejam efetivamente engatados nele (Meng et al.,
2011). O objetivo da pesquisa em ancoragem €& encontrar novas conformagdes do
ligante dentro do sitio ativo do alvo bioldgico e calcular a energia de ligacdo entre o
complexo alvo biolégico-ligante, como descrito por Kitchem e colaboradores (2004).

A identificacdo de moléculas € um processo bastante complexo, no qual tanto o alvo
biolégico quanto o ligante sofrem mudangas conformacionais que precisam ser
analisadas pelos algoritmos de ancoragem, conforme descrito por Coutinho e Morgon
(2007). Em geral, moléculas menores podem adotar varias conformacdes de baixa
energia. Com o tempo, os algoritmos empregados em aplicativos de ancoragem tém
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se tornado mais avancados, incorporando a flexibilidade do ligante, o que melhora a
precisdo e qualidade do método (Rodrigues et al., 2012).

E essencial destacar o captopril, um farmaco que representa um marco no
desenvolvimento de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA).
Derivado de um peptideo encontrado no veneno de serpentes, o captopril surgiu como
resultado de pesquisas inovadoras que utilizaram métodos computacionais para
identificar e otimizar suas propriedades farmacologicas. Essa abordagem pioneira foi
liderada pelo professor Sérgio Henrique Ferreira, um renomado médico e pesquisador
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo (FMRP-
USP), recebendo o auxilio de John Vane (Bakhle, Ferreira, 2023). Ferreira é
amplamente reconhecido como um dos farmacologistas mais influentes do Brasil, cuja
contribuicdo foi fundamental para a transformacao da prética clinica. Atualmente, os
inibidores da ECA, incluindo o captopril, s&o amplamente reconhecidos como uma
classe essencial de medicamentos para o tratamento da hipertensédo arterial e da
insuficiéncia cardiaca. Sua utilizacdo ndo apenas melhora a qualidade de vida dos
pacientes, mas também reduz significativamente a mortalidade associada a essas
condi¢cdes. A historia do captopril ilustra como a pesquisa interdisciplinar, aliando
farmacologia, biologia e ciéncia computacional, pode levar a avangos terapéuticos que
mudam o panorama do tratamento de doencas cardiovasculares (Villarreal et al.,
2023).

Da mesma forma, pode ser destacado 0 sucesso com o0 saquinavir que foi o primeiro
inibidor de protease criado para o tratamento do HIV, revolucionando a abordagem
terapéutica dessa doenca ao introduzir a combinacdo de medicamentos. Essa
estratégia resultou em uma melhoria significativa na sobrevida dos pacientes. O
bloqueio da protease do HIV impede o virus de se replicar e amadurecer,
interrompendo seu ciclo de vida (Pereira, Vale, 2022). A pesquisa para 0
desenvolvimento do saquinavir também se beneficiou de abordagens computacionais,
gue foram fundamentais para a identificagdo de estruturas moleculares com potencial
antiviral. A modelagem molecular e as simulagdes computacionais permitiram que 0s
pesquisadores previssem interagdes entre o farmaco e a protease do HIV, otimizando
a eficacia e a seguranca do medicamento (Kaldor et al., 1997)

2.4.1. Regra dos cinco de Lipinski e Regra de Veber

A Regra de Lipinski € fundamental para a avaliacdo rapida e eficiente da viabilidade
de uma molécula como farmaco. Seus parametros, amplamente aceitos, sao
valorizados por serem simples, rapidos e de baixo custo. Reconhecidas como um
padrdo de referéncia, essas regras sao baseadas em pesquisa e documentacéo
sélidas, o que permite uma avaliacado eficaz das propriedades farmacocinéticas dos
compostos. Compostos que seguem essas regras tém maior probabilidade de serem
bem absorvidos pelo organismo quando administrados por via oral. As propriedades
referentes as regras de Lipinski séo estabelecidas por meio de analises estruturais e
softwares amplamente disponiveis (Kerns, 2015).

Segundo a Regra de Lipinski, um composto pode ter permeacdo ou ma absorcéao pelo
organismo se 0 seu peso molecular for superior a 500 g/mol; se seu coeficiente de
particdo calculado (cLogP) for maior que 5; se 0 niumero de grupos aceptores de
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hidrogénio exceder 10 (contando atomos de N e O) e se o numero de grupos doadores
de hidrogénio for maior que 5 (contando grupamentos OH e NH) (Lipinski et al., 1997).
Todos os valores sdo multiplos de 5, o qual representa 0 nome conhecido como a
"regra dos cinco” (Santos; Gonsalves; Aradjo, 2017).

As regras de Veber para que obtenha uma boa biodisponibilidade oral em ratos séo
as seguintes: os compostos devem conter 10 ligac8es rotacionaveis no maximo; area
de superficie polar (ASP) menor ou igual a 140 A2, ou um total de 12 ligacbes de
hidrogénio (aceptores mais doadores) no maximo (Veber et al., 2002). Esses
indicadores séo de fécil identificacdo, ja que as ligacdes que rotacionam e o humero
de &tomos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio podem ser manifestados
visualmente e calculados com o auxilio do software swissADME, Avogadro e
Chemsketch (Kerns, 2015).

A aplicacdo das regras de Lipinski e Veber tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de farmacos, ajudando a identificar compostos com potencial
terapéutico e boa biodisponibilidade oral. Por exemplo, no desenvolvimento da
atorvastatina, um medicamento utilizado para controle do colesterol, a Regra dos
Cinco foi essencial para ajustar caracteristicas de solubilidade e absorcéo, garantindo
um perfil adequado para administracdo oral (Lipinski et al., 2000). Outro exemplo é o
desenvolvimento do celecoxibe, um anti-inflamatério ndo esteroidal, onde a Regra de
Veber foi aplicada para reduzir a area de superficie polar e o niumero de rotacdes
livres, aprimorando a absorcdo sem comprometer a eficacia (Veber et al., 2002).
Essas regras sdo agora padrdo na triagem de novos compostos, guiando os
pesquisadores na otimizacdo de propriedades fisico-quimicas essenciais para a
eficacia e seguranca dos medicamentos em humanos.

2.4.2. Interacdo Proteina-Ligante

Pesquisas sobre a especificidade das enzimas levaram Emil Fischer, em 1894, a
propor a ideia de que as enzimas apresentavam uma complementaridade estrutural
aos seus substratos, encaixando-se de forma especial, como uma chave e fechadura,
conforme citado por Nelson e Cox em 2014. Essa concepgado de complementaridade
foi estendida também para as interagdes entre farmacos e seus alvos bioldgicos.

Entretanto, o modelo de chave e fechadura sugere que proteinas e ligantes sdo
entidades estéticas, ignorando a flexibilidade molecular. E sabido que tanto as
proteinas quanto os ligantes podem adotar diversas conformacdes durante a
interacdo. Uma teoria que explica esse fendmeno é a teoria do encaixe induzido, que
propde que, durante a interacdo, o alvo biol6gico pode analisar diferentes
conformacdes do ligante dentro do sitio de ligacao (Verli e Barreiro, 2005).

Portanto, o estudo da interacdo entre proteina e ligante é essencial para o sucesso no
desenvolvimento e descoberta de farmacos modernos. A formacao de um complexo
proteina-ligante ocorre quando o ligante possui alta afinidade e especificidade de
ligacdo com a proteina. A afinidade e especificidade entre o alvo bioldgico e o ligante
sdo determinadas por interacdes intermoleculares, como forcas de Van der Waals,
interacGes hidrofdbicas, ibnicas ou eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e ligacdes
covalentes (Guryanov et al., 2016). Dessa forma, € possivel citar a energia livre de
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ligacdo, que é uma propriedade termodindmica que avalia a quantidade de energia
associada a interacao entre duas moléculas (Reboucas, 2018).

As ligacbes de hidrogénio desempenham um papel crucial em sistemas bioldgicos,
mantendo a estrutura das proteinas. Por outro lado, as ligacbes covalentes em
sistemas bioldgicos sdo raramente desfeitas. Farmacos que interagem por meio de
ligagdes covalentes podem inativar o sitio do alvo bioldgico ou inibir completamente a
atividade das enzimas (Barreiro e Fraga, 2014).

Complexos nos quais o ligante demonstra alta afinidade com o sitio ativo do alvo
biologico exibem as seguintes caracteristicas: elevado grau de complementaridade
estérica entre o ligante e o sitio ativo; forte complementaridade das propriedades
associadas as superficies de contato entre a proteina e o ligante; formacéao de ligacéo
com uma conformacgdo energicamente favoravel; e reduzidas interagdes repulsivas
entre a proteina e o ligante. Uma abordagem para avaliar a interagcdo de potenciais
agentes farmacéuticos com proteinas ou outras formas de alvos bioldgicos de forma
eficiente é através de métodos computacionais, como o método de ancoragem
(Coutinho e Morgon, 2007).

3. METODOLOGIA

O presente estudo é de cunho quantitativo, e parte da pesquisa foi realizada com
métodos computacionais que utilizam algoritmos e estatisticas matematicas, dessa
forma foi realizada uma pesquisa explicativa com a intengcdo de propor novas
estruturas de farmacos partindo do abacavir e flavonoides, tendo como alvo principal
a NE1. Vale ressaltar que metodologias utilizadas provem de estudos publicados na
revista quimica nova em que Victor Batista e seus colaboradores (2021), descreveram
0S processos para otimizacao, construcdo e ancoragem, além de Rhanna Victéria e
seus colaboradores que detalharam o planejamento de farmacos contra a Covid-19
(2022).

3.1 OBTENCAO DO PRO FARMACO BASE E PROPOSTA DE MODIFICACOES
Figura 4 — Organograma do processo para obtencdo e modificagdo do farmaco
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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A selecdo do método de otimizacdo molecular mais adequado € um passo crucial,
pois influencia diretamente na confiabilidade dos resultados alcancados. E
fundamental assegurar que as estruturas quimicas otimizadas possuam a menor
energia possivel, garantindo assim a estabilidade da conformacao molecular.

I- Foi acessado o dominio https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-
bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=3upr&template=ligands.html&l=1.1, esse dominio
possui o alvo biologico do abacavir, dessa forma, foi seguido as abas LIGANDS, logo
abaixo foi selecionado 1KX 277(A), a pagina ira mostrar as ligacdes que o abacavir
faz com o HLA.

[I- Foi aberto o site https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.390063.html que
continha a estrutura do abacavir, sendo baixado em formato (.mol), necessario para
reconhecimento do programa chemsketch.

llIl- Com o programa chemsketch aberto, foram seguidas as seguintes abas FILE,
OPEN, onde foi selecionada a estrutura em formato (.mol) e feita as modificacdes
definidas previamente.

IV- A opcédo 3D VIEWER foi selecionada e a pagina redirecionada para o plano em
3D. Ja no plano 3D foram selecionadas as abas FILE, SAVE AS, e selecionado o
formato .mol, assim que concluido foi salvo, na aba SALVAR.

V- O abacavir foi modificado em 5 modelos diferentes e 1 modelo do abacavir, levando
em consideragao a sua estrutura de ligacéo, e estédo representadas na Figura 5.

Figura 5 - ModificagcGes do abacavir
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Fonte: Chemsketch (2024)

VI- Com a estruturas construidas, foi selecionado o dominio http://www.swissadme.ch/
sendo possivel visualizar seus valores e violacdes na regra de Lipinski.

VII- Para simular esses valores, foi ingressado na pasta IMPORT, ESCOLHER
ARQUIVO, e selecionado os arquivos em formato .mol, ao clicar com o botdo
esquerdo na seta de play, a estrutura foi convertida em SMILES no quadro ao lado
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direito. Logo depois, a aba CORRER ficou vermelha em que foi a préxima aba
escolhida.

VIIl- Com o programa Avogadro aberto, foram seguidas as abas FILE, OPEN, e
selecionado o arquivo modificado pelo chemsketch. Dessa forma, foi aberta a
molécula em .mol e adicionado os hidrogénios do seguinte modo: BUILD, ADD
HYDROGENS. Sendo testadas as conformacfes da molécula selecionada em:
EXTENSIONS, MOLECULAR MECHANICS, CONFORMER SEARCH, nédo houve
alteracdes nas configuracdes, apenas escolhido OK, minimizando assim a energia da
estrutura (Figura 6).

Figura 6 - Interface do Avogadro
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Fonte: Avogadro (2024)

IX- O Avogadro encontrou a melhor posicdo de torcdo possivel, foi carregada uma
barra na tela e feito o download em FILE, SAVE AS, além de selecionado o formato
.pdb, e SALVAR.
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3.2 OBTENCAO E TRATAMENTO DO ALVO BIOLOGICO.

Figura 7 — Organograma do processo para obtenc¢do e tratamento do alvo
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Primariamente foi selecionada o virus da dengue com a sua proteina ndo estrutural
(406B), pois foi 0 alvo biolégico escolhido para as estruturas propostas se ligarem.

I- Foi feito 0 acesso ao site Protein Data Bank (PDB) https://www.rcsb.org/ e inserido
0 codigo 406B (proteina viral da dengue) na barra de busca do site.

[I- O site redirecionou para outra pagina, ao canto direito foi selecionado BAIXAR
ARQUIVOS, e logo apés PDB FORMAT.

[ll- Foi feito o download do arquivo. Assim sendo selecionada, obtida e iniciada a
estrutura no aplicativo Discovery Studio Visualizer.

IV- O tratamento do alvo biolégico foi conduzido pelo programa AutoDockTools 1.5.7.
Assim, com o arquivo que foi feito download no Protein Data Bank, foi selecionado:
READ MOLECULE OR PYTHON SCRIPT, foi aberto o arquivo que havia o alvo
biolégico. Em seguida, foi selecionado EDIT, DELETE WATER, e logo ap6s, SELECT,
SELECT FROW STRING, RESIDUES SETS, LIGAND, ADD, DISMISS (Figura 8).

Figura 8 - Interface do AutoDockTools 1.5.7
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V- Com os ligantes destacados no quadro negro, foi selecionado EDIT, DELETE,
DELETE SELECTED ATOMS, CONTINUE. Seguindo novamente EDIT,
HYDROGENS, ADD, OK. Dessa forma, foi adicionado hidrogénios a estrutura, EDIT,
HYDROGENS, MERGE NON POLAR, OK. Para finalizar o tratamento foi escolhido,
GRID, MACROMOLECULE, CHOOSE, foi selecionado o nhome do alvo no quadro e
SELECT MOLECULE, seguidamente, foi salvo o arquivo no formato .pdbqt.

VI- Posteriormente foi escolhido, GRID, MACROMOLECULE, OPEN, e selecionado
o arquivo do alvo em .pdbqt, assim que o programa abriu o alvo, foi selecionado + ao
lado do nome do alvo biologico, na qual abriu os componentes do alvo, sendo
encontrado o componente ASN130. Com ele selecionado ficou destacado sua posi¢ao
no quadro negro em amarelo, em seguida, foi selecionada a op¢édo GRID, GRID BOX
gue direcionou uma caixa de coordenadas, conhecida como a caixa de especificidade
do seu alvo, foi alterado os algoritmos até que se ajustasse ao componente desejado.

VII- No caso do alvo 406B em que a proposta foi de interagir com o ASN130, as
coordenadas do grid foram passadas para o bloco de notas.

3.3 ANCORAGEM MOLECULAR

Figura 9 — Organograma dos calculos computacionais de energia de afinidade e
Root-Mean-Square Deviation (RMSD)
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Fonte: Autoria prdpria (2024)

I- Com o alvo e ligantes tratados, foram selecionados e colocados na mesma pasta
(indicado fazer uma pasta para cada ligante diferente), além do bloco de notas com
as coordenadas e o aplicativo vina.exe, e vina.split.

[l - Em seguida foi teclado o comando WINDOWS+R para abrir o prompt de comando
do computador e nele foi escrito CMD, dessa forma, foi copiado o caminho da pasta
onde se encontra o ligante e alvo, digitado CD no prompt, dado um espaco e colado
o caminho da pasta, ENTER.
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lI- O sistema logo reconheceu a pasta, logo apés o reconhecimento foi colado o
comando VINA.EXE --CONFIG CONF.TXT --LOG RELATORIO.TXT, o proprio
sistema abriu caminhos e calculou as energias de afinidade (Figura 10).

Figura 10 - Interface dos célculos iniciados

Fonte: Prompt de comando (2024)

llI- Em seguida, com os célculos finalizados foi colado o seguinte comando:
VINA_SPLIT --INPUT RES_OUT.PDBQT, ENTER, o programa fez separagdes
diferentes de cada conformacé&o de acordo com a afinidade do alvo selecionado.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DADOS FARMACOCINETICOS

Era esperado que as estruturas analisadas ndo apresentassem nenhuma violagao
tanto das regras de Lipinski quanto das de Veber, ja que as regras de ambos
estudiosos sao para garantir a sua forma ativa por via oral, dessa forma, as estruturas
1 e 2 seguiram rigorosamente esses critérios, ndo apresentando violagfes. Assim,
foram classificadas como as melhores estruturas do ponto de vista farmacocinético,
atendendo perfeitamente aos parametros estabelecidos.

No entanto, a estrutura 3 apresentou uma violacdo em relacdo ao peso molecular
(PM), que ultrapassou o limite de 500,00 g/mol. As estruturas 4, 5 e 6, por sua vez,
também excederam esse limite de PM e apresentaram violagdo na area de superficie
polar (ASP), ambos valores encontram-se disponiveis (Tabela 1). Essas viola¢des
frequentes no peso molecular podem ser atribuidas ao fato de se tratarem de
moléculas grandes e complexas, compostas por elementos pesados como 0S
nitrogénios e oxigénios, além de, apresentarem grupos funcionais como oxigénios,
anéis benzénicos e hidroxilas. Essa composicédo elevada e a presenca de grupos
funcionais volumosos acabam contribuindo para o aumento do peso molecular e para
o desvio dos parametros farmacocinéticos esperados.
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Tabela 1 - Dados farmacocinéticos calculados pelo SwissADME para o abacavir e as
modificacdes propostas, energia de afinidade com o vina.split

Peso Ne ASP Afinidade
Estruturas/Pardmetros | molecular | Ligacdes HBD | HBA (A2) LogP«) | com alvo
(g/mol) | Rotacionais kcal/mol
Abacavir 1 286,33 4 3 4 101,88 | 0,82 -,0
kcal/mol
Abacavir+Flavonoide 494.59 6 3 5 111,11 355 -5,4
2 kcal/mol
Abacavir+Flavonas 3 508,57 6 3 6 128,18 3,02 -6,0
kcal/mol
. -5,7
Abacavir+Flavonol 4 524,57 6 4 7 148,41 2,33 keal/mol
Abacavir+ Flavonoide -5,9
hidroxilado 5 526,59 6 5 | 7 | 18LST 201y calmol
AbacavirrQuercetina | ggg 57 6 8 | 11 |22933| 0,84 .3
6 kcal/mol

Fonte: Autoria propria (2024)

4.2 ANCORAGEM MOLECULAR

Através de simulacdes computacionais realizadas com o AutoDockTools 1.5.7,
BIOVIA, Vina, Vina.split foi possivel identificar um aumento na afinidade do farmaco
modificado e a estrutura NE1. Segundo Ferreira e seus colaboradores (2015), a
ancoragem molecular permite prever interacdes enzimaticas com alta precisao,
possibilitando uma analise detalhada da afinidade de ligac&o. A andlise da afinidade
de ligagdo entre o abacavir e o0 alvo NE1, antes e apo0s as modificagdes estruturais, €
um aspecto crucial para entender o potencial do farmaco no combate ao virus da
dengue.

Apo6s as modificacdes estruturais no abacavir, os calculos de ancoragem molecular
indicaram uma melhora na afinidade de ligacdo. A energia livre de ligacdo (AG) das
estruturas modificadas foram reduzidas para valores menores que -5 kcal/mol, entre
elas se destaca a estrutura 3 (Figura 11), por ter a melhor energia de afinidade, sendo
seguida pela estrutura 5 (Figura 12), sendo a segunda melhor energia de afinidade.
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Figura 11: Ligacao da estrutura 3 (circulada em amarelo) com o alvo
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Fonte: Discovery Studio Visualizer (2024)

Figura 12: Ligacao da estrutura 5 (circulada em amarelo) com o alvo
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Fonte: Discovery Studio Visualizer (2024)

As modificagbes estruturais realizadas no abacavir para aumentar sua afinidade de
ligagdo com a proteina NE1 estéo alinhadas com abordagens semelhantes adotadas
por outros pesquisadores no desenvolvimento de antivirais contra esse patdégeno. O
virus da dengue tem sido alvo de vérias tentativas de inibicdo por meio de diferentes
estratégias, incluindo a utilizacdo de inibidores direcionados a proteinas nao
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estruturais essenciais para a replicacao viral, como a NE3, NE5 e a prépria NE1 (DIAS
et al.,, 2010). Outro estudo relevante foi realizado por Avirutnan em 2006, que
investigou compostos antivirais direcionados a proteina NE1, envolvida na replicagao
viral e na evasdo do sistema imunolégico. Embora a interacdo com a NE1 tenha
mostrado resultados positivos em termos de reducgéo da replicagdo viral, a proteina
oferece uma vantagem ao atuar diretamente no controle da replicacdo do RNA viral,
impactando diretamente a propagacdo do virus dentro da célula hospedeira. O
aumento na energia de afinidade da estrutura 3 pela NE1, evidenciada pelas
simula¢cdes de ancoragem molecular, sugere que essa estratégia pode ser mais eficaz
em interagir com a proteina ndo estrutural na fase inicial do ciclo do virus. Os
resultados do presente estudo sobre o abacavir modificado seguem essa mesma linha
de raciocinio, mostrando que as mudancas estruturais melhoraram a eficicia do
farmaco em inibir o virus da dengue, confirmando que a modificagdo podem ser uma
estratégia viavel para combater doencas emergentes.

A escolha da proteina NE1 como alvo e a melhoria das interacfes entre o farmaco e
essa proteina colocam o abacavir modificado em uma posi¢do vantajosa em relacéo
a outros inibidores, reforcando seu potencial como uma estratégia terapéutica
inovadora para o combate a dengue. No contexto da dengue, a escolha da proteina
NE1l como alvo oferece uma vantagem, pois esta proteina desempenha um papel
crucial na replicacdo do virus, mas ainda € um alvo relativamente inexplorado em
comparacdo com outras proteinas virais, como a NE3 e a NE5, que tém sido
amplamente estudadas (DIAS et al., 2010).

As estruturas 1 e 2 destacaram-se como as melhores do ponto de vista
farmacocinético, ndo apresentando qualquer tipo de violacdo das regras de Lipinski e
regras de Veber, o que as torna ideais em termos de parametros de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo. No entanto, ao analisar a energia de ligacao,
observa-se que ambas ocupam as Ultimas posicdes em relagdo as demais
modificacdes exibidas (figura 1), sendo que a estrutura 1 apresenta a pior afinidade e
a estrutura 2, a quarta energia de afinidade. Ja4 a estrutura 3 destacou-se pela
excelente afinidade energéticacom o alvo, atingindo uma tor¢éo ideal de -6,0 kcal/mol,
e apresentou apenas uma unica violacao de peso molecular, de acordo com as regras
de Lipinski. Em comparacdo, a estrutura 5 também obteve uma afinidade
consideravel, com energia de -5,9 kcal/mol, embora seu desempenho farmacocinético
seja insatisfatério, assim como o da estrutura 6. Esta Ultima ocupa a penultima posicao
em afinidade, aléem de ter violagdes significativas nos parametros de ASP e PM.

Em suma, a modificacdo do abacavir apresenta viabilidade como uma estratégia
terapéutica promissora para o combate ao virus da dengue. A diminuicao da afinidade
de ligacdo com a proteina NE1, aliado ao perfil de seguranca estabelecido e a
eficiéncia econdmica do reposicionamento de farmacos, reforca o potencial dessa
abordagem. Além disso, a flexibilidade do abacavir modificado amplia sua
aplicabilidade, tornando-o uma opcdo viavel para futuras terapias antivirais
emergentes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A estratégia de ancoragem molecular com base no abacavir para combater o virus da
dengue, através de modificagGes estruturais no farmaco, representa uma abordagem
inovadora e promissora no desenvolvimento de terapias antivirais. Ao realizar
alteracdes especificas na estrutura do abacavir, foi possivel diminuir
significativamente sua afinidade de ligacdo com o alvo biolégico NE1, um alvo
bioldégico vital para a replicagéo do virus da dengue. Essa diminui¢do na afinidade de
ligagdo resulta em uma maior capacidade do farmaco de interferir diretamente na
funcdo dessa proteina, possivelmente diminuindo a replicagdo viral de forma mais
eficaz.

A modificacdo do abacavir ndo sé aproveita o conhecimento existente sobre suas
propriedades farmacologicas, como também oferece uma solucdo mais rapida e
econbmica para enfrentar a dengue, uma doenca que continua a representar um
grande desafio de saude publica em diversas regides do mundo.

Além disso, o uso de simulagdes computacionais de ancoragem molecular provou ser
uma ferramenta essencial para identificar interacdes chave entre o farmaco e o alvo
viral. Essas simulacdes possibilitaram uma compreensdo mais profunda das
modificagdes que poderiam ser feitas na estrutura do abacavir para aumentar sua
eficacia contra o virus da dengue, demonstrando como a ciéncia computacional pode
acelerar o processo de descoberta e otimizacdo de novos tratamentos.

O sucesso dessas simulacdes reforca a importancia de integrar a tecnologia a
pesquisa farmacéutica, especialmente em um cenario onde a rapidez no
desenvolvimento de novos tratamentos antivirais é crucial para conter a disseminacao
de doencgas.

Em resumo, a modificacdo do abacavir através da ancoragem molecular apresenta
um futuro promissor no combate a dengue. Sua capacidade de inibir a replicacao viral,
aliada a sua seguranca ja estabelecida e ao potencial de reposicionamento como uma
terapia antiviral, refor¢a a viabilidade e a relevancia dessa estratégia, porém, todas as
guestdes e resultados discutidos ndo descartam a necessidade de estudos in vivo.
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