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InteracGes de Quantum Dot com estruturas externas de virus
Nipah utilizando docking e dinamica molecular
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Resumo

Realizando a interacdo da proteina mais externa do virus Nipah com quatorze
estruturas com possivel potencial para a emissdo de pontos quanticos, utilizando de
ancoragem e dinamica molecular, utilizando as plataformas de docagem molecular:
CB Docking, Swiss DOCK, AutoDock Vina 4.2.6 para realizar um comparativo de
resultados explicitando os melhores valores, além de utilizar o Gromacs 2022 fazer
calculos das trajetorias dos ligantes em relacdo ao tempo. Os complexos demonstram
principalmente interacdes hidrofobicas no sitio de ligagdo do receptor. Os resultados
de energia de afinidade obedeceram as cargas parciais das pontas as quais
apresentaram melhor estabilidade, os resultados de RMSD também respeitaram essa
premissa. Assim, o conjunto formado por combinacdes de proteinas com quantum dot
tem potencial para adsorver de forma mais eficiente os componentes proteicos do
virus. Os estudos de docagem e dindmica molecular e verificacdo da energia de ligacdo
revelaram a ligacdo forte e estavel entre o para 0 QD-K e QD-G e QD-F com a
macroestrura do virus NIPAH. Foi estabelecido nos estudos de docagem, que 0s
ligantes tém pontuacdes de energia de afinidade de -13,658 kcal/mol, -13.6 kcal/mol,
-13,9 kcal/mol, para K, G e F respectivamente. O mesmo resultado se replicou no
estudo de verificacdo de energia livre de Gibbs com valores para F de 239,00 kcal/mol,
G de 246,65 kcal/mol e K de 259,52 kcal/mol.

Palavra-chave: Pontos quéanticos; Nipah; Nanotecnologia; Dindmica Molecular;
Docagem Molecular.



Quantum Dot interactions with Nipah virus external structures using
docking and molecular dynamics
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Abstract

Performing the interaction of the outermost protein of the Nipah virus with fourteen
structures with possible potential for the emission of quantum dots, using anchoring
and molecular dynamics, using molecular docking platforms: CB Docking, Swiss
DOCK, AutoDock Vina 4.2.6 to perform a comparison of results explaining the best
values, in addition to using Gromacs 2022 to make ligand trajectories in relation to
time. The mostly hydrophobic complexes at the receptor binding site. The tolerance
energy results tolerated the partial loads of the tips which showed better stability,
the RMSD results also respected this premise. Thus, the set formed by combining
proteins with a quantum dot has the potential to more efficiently adsorbing of the
protein components of the virus. Molecular dynamics and docking studies and
verification of binding energy revealed strong and stable binding between para QD-
Kand QD-G and QD-F with the macrostructure of NIPAH virus. It was established
in the docking studies, that the binders have emission energy scores of -13,658
kcal/mol, -13.6 kcal/mol, -13.9 kcal/mol, for K, G and F respectively. The same
result was applied in the Gibbs free energy verification study with values for F of
239.00 kcal/mol, G of 246.65 kcal/mol and K of 259.52 kcal/mol.

Keyword: Quantum dots; Nipah; Nanotechnology; Molecular Dynamics;
Molecular Docking.
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CAPITULO |

1. Introducéo

O virus Nipah (Niv), é classificado como segundo membro o género Henipavirus
da familia Paramyxoviridae, foi descoberto em setembro de 1998, (ANG et al., 2018)
apresenta sintomas extremamente preocupantes, entre eles esta a encefalite febril aguda
associada a alta mortalidade, sua primeira localizagdo conhecida ficava na regido da
Malésia Ocidental em 1998 também chamada de Peninsula Malaia, estado de Peraque,
local onde apresenta uma forte industria de suinocultura, no surto de 14 a 29% dos
infectados apresentaram problemas respiratorios (tosse, pneumonia sem encefalite), mas
ndo esta totalmente claro se fazia parte de sintomas virais ou problemas decorrente da
utilizacdo da ventilagdo mecanica. (CHUA, 2003) Em marco de 1999 Singapura, houve
11 (onze) casos sendo que 2 desenvolveram sintomas respiratorios e ndo desenvolveram
encefalite, os casos continuaram até o fevereiro de 1999 (CHUA, 2003; CDC, 1999;
CHEW et al., 2000).

Figura 1: Representagdo da estrutura do Niv.

-Glycoprotein (G)

" -Fusion protein (F)
-Lipid bilayer
-Matrix protein (M)

-Nucleocapsid {N)
-Viral RNA
-Phosphoprotein (P)

-RNA Polymerase (L)

Fonte: SOMAN PILLAI, KRISHNA, VALIYA VEETTIL, 2020.

Nos casos de Bangladesh em 2001, localizado no sul da Asia no Golfo de Bengala
e India de 50 a 60% contrairam maior envolvimento respiratorio, sendo que alguns
pacientes desenvolveram sindrome do desconforto respiratério agudo, os casos de
Malasia e Cingapura desenvolveram uma taxa de mortalidade de 32-41% e de
Bangladesh e india a mortalidade foi muito maior, chegando entorno de 70%. Ha variacio
no periodo de encubacao sendo que mais de 90% dos pacientes desenvolveram em duas

semanas, 0s sintomas apresentados foram: febre, cefaleia, tontura e vomitos, que mais
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tarde evoluiu a um quadro de encefalite grave (SHARMA et al., 2018).

Nos surtos de Niv, procurou-se o hospedeiro naturais do virus, para controle e
prevencdo da doenca, a procura foi desenvolvida em animais domésticos (galinhas, gatos,
cdes, cabras e cavalos) como também em animais silvestres (javalis, roedores, aves e
morcegos), evidéncias sorologicas afirmam que os animais domésticos, principalmente
gatos, cées e porcos estavam infectados pelo virus e acreditava-se que os infectados eram
a fonte de infeccdo para essas espécies, e que todos eram efetivamente hospedeiros “sem
saida”, encontrou-se 0 virus em morcegos em especial a pequena raposa voadora
(Pteropus Hypomelanus) e a grande raposa voadora (Pteropus Vampyrus) (CHUA, 2003).

Com o surgimento desse virus, a importancia para combater se destaca, em
especial as ciéncias dos materiais surgi como uma busca por farmacos e tecnologias em
pesquisas antivirais e farmacos eficazes na luta contra a doenca. Existem vérias formas
de se pesquisar 0s virus, as que se destacam sdo: realizando simulagdes computacionais
(TABARI et al., 2020) usando conhecimentos relacionados, utilizando docagem, também
conhecido como molecular docking (MDoc) e utilizando a dindmica molecular (MDin).

Especialmente o MDoc, utilizado como um instrumento extremamente importante
na previsdo de possiveis afinidades de uma determinada molécula por outra, isto é, uma
biomacromolécula (VIJESH et al., 2013). As analises de MDoc sdo ferramentas
extremamente Uteis (MORRIS et al., 2009), elas preveem e informam sobre 0 movimento
de biomoléculas e os complexos de ligantes. Ao executar simulacdes de MDin, 0s
comportamentos dindmicos de arranjos podem ser acompanhados e investigados em
variacfes de tempo diferentes, permitindo assim a observacdo de trajetdrias internas
rapidas e desvios conformacionais lentos para métodos extremamente complexos, como
a ligacdo de um ligante a uma regido de sitio ativo ou dobramento de proteina
(CHILDERS, DAGGETT, 2017). A variacao de aplicabilidade de MDin em farmacos
esta constantemente variando, modificando e aumentando. Ao utilizar as técnicas in silico
e experimentais em unido, oferece informacdes dos aspectos intermolecular, em geral um
6timo aprendizado na descoberta de provaveis agentes inibidores do virus (ANAYA-
PLAZA et al., 2019).

Desta forma, vamos analisar pontos quanticos de grafeno, ou Quantum Dot (QD)
(ABDELSALAM; ELHAES; IBRAHIM, 2018; ZHANG et al.,, 2012), tém sido
enormemente estudados devido a baixa citotoxicidade, sua boa biocompatibilidade e alta
area de superficie especifica, possui efeito de borda e efeito de tamanho, uma excelente

solubilidade, fotoluminescéncia estavel, isso torna-os potenciais de aplicacdo nas areas
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de sistemas de sensores e bioimagem. (LIU et al., 2021) Assim, considerando a
importancia do tratamento do Niv, que contém duas glicoproteinas ancoradas na
membrana em seu envelope, a glicoproteina de fuséo (F) e a glicoproteina (G) de ligacao
ao seu receptor, a estrutura computacional G facilitadora da ligacéo as células hospedeiras
foi escolhida e examinada, tendo em mente a importancia de possiveis resultados.

Logo, foram utilizados os procedimentos computacionais, utilizando o processo
de MDoc no servidor SwissDock, servidor CB-Dock (DARAPANENI; JALDANI, 2022;
SHARMA; KAUR, 2020), e programa AutoDock Vina (HUEY et al., 2012;
GOODSELL; OLSON, 1990). Servidor SwissDock utiliza mecanismos EADock DSS,
mecanismo que foi desenvolvido para ser utilizado em designers de medicamentos
(GROSDIDIER et al., 2011), o servidor de rede possui incriveis taxas de sucesso possui
links rigidos e pequenos, usando menos de 10 links rotativos flexiveis, interage com
proteinas alvo, prevé a posi¢do mais conveniente situando dentro de 3A para estruturas
cristalinas e possui uma margem de 77% de compatibilidade com estudos experimentais
(GROSDIDIER et al., 2011).

O servidor CB-Dock usado para o estudo de MDoc, utiliza procedimentos de
encaixe cego de ligante de proteina, usa detector de cavidades e isso prevé regibes de
ligacdo da proteina estudada, baseado em curvatura e o procedimento de encaixe
molecular que foram baseados em AutoDock Vina no servidor CB-Dock.

O desenvolvimento do procedimento de Dindmica Molecular (MDin) nesta etapa,
usamos o software GROMACS 2022 (BAUER et al, 2022), para as analises de MDin
(HANSSON et al, 2002, KARPLUS et al, 2002) que poderiam mostrar conhecimento em
relacdo ao desvio do quadrado médio da raiz das posicdes atbmicas (RMSD)
(SARGSYAN et al, 2017), célculos usando o modelo generalizado de solvatacdo
implicita de Born (GB) (NAMBA et al, 2008) e energia livre de Gibbs (AG)
(GILDEMYN et al, 2017). Sendo assim, é imprescindivel que o MDoc, combinado com
outros métodos computacionais, forneca resultados confiaveis ao fazermos estudos de
MDin. A quantidade de aplicacdo de MDin em farmacos esta constantemente evoluindo
e seria muito dificil informar todos. Utilizando em conjunto, os procedimentos in silico e
0s experimentais fornecem informacgdes sobre os atributos formados da identificacdo
intermolecular, possibilitando esse procedimento um o6timo estudo na exploracdo de
agentes inibidores de virus. Assim, pretendemos explorar as interagdes dos QD com a
estrutura externa do NiV utilizando uma analise virtual na tentativa de inibicdo ou

inativag&o viral.
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1.1. Objetivos

1.1.1.Objetivos Geral

e Analisar a interacOes intermoleculares dos QDs de carbono com a Glicoproteina de
Ligacdo G do Virus Nipah.

1.1.2. Objetivos especificos

e Aplicar técnicas de dindmica molecular e docagem molecular com o software

GROMACS, com nanoestruturas inorganicas com o virus Niv;

e Investigar e forcas de interacdo do QDs de carbono - Proteina do complexo G do virus

para fins de projetar sensores;

e Identificar qual o tipo QDs de carbono € o melhor que tem a maior capacidade de

interacdo com o virus.
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CAPITULO 1l

2. Referencial Tedrico

Este capitulo apresenta as principais partes tedricas desenvolvidas na pesquisa e
que estdao intimamente relacionadas ao estudo. Este trabalho se concentra na interacéo
com a proteina de membrana do virus causador da Niv, tornando possivel a inativagdo do
virus. Desta forma, analisamos a estrutura G obtida do Banco de Dados de proteina
chamado Protein Data Bank (www.rcsb.org).

2.1.Analise estrutural da Protease
2.1.1 Dominio da Proteina Envelope

Figura 2: Dominio da Proteina G.

Fonte: Autor (2022).

A Glycoprotein (G) tem o principal papel identificar e ligar o virus aos receptores
celular exemplo, Efrina-B2 e Efrina-B3 (descoberto que servem de receptores), dentro da
membrana da célula hospedeira, mas também facilita é responsavel o procedimento de
fusdo da membrana mediado por glicoproteina de fusdo (F) através de um mecanismo
ainda indefinido que € iniciado através da ligagdo ao seu receptor cognato.

NiV-G possui caracteristicas de uma cabeca globular C-terminal que se
estendendo da sua membrana viral em uma haste (LAMB, PARKS, 2007). Uma hélice 8
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com seis laminas circundando sua cavidade central, em geral possui semelhanca as
glicoproteinas de ligacdo viral hemaglutinina-neuraminidase (HN estruturalmente
caracterizadas). A glicoproteina G é dividido em quatro partes (BOSSART et al., 2005).
A glicoproteinas G do paramixovirus trabalha em conjunto para facilitar o procedimento
de fusdo da membrana, e a preponderancia dos dados até 0 momento sugere que elas se
associam dentro da membrana viral. Foi sugerido que a regido da haste da glicoproteina
G esté principalmente envolvida nestas interacdes com as suas glicoproteinas F parceiras
(IORIO; MAHON, 2008).
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2.2.QDs

Pontos quéanticos semicondutores derivados de carbono (ex: grafeno) com
estrutura em forma hexagonal tém QDs estimulado o interesse dos pesquisadores devido
a sua melhor caracteristica eletronica (LIM et al., 2015; LI, 2019) e Opticas especiais
(NAZRI, 2021) nesses anos.

A propriedades dos QDs aparecem devido a prisdo de elétrons no acumulo de
grafeno de tamanho pequeno e limitado levando a uma abertura de energia e a quantizacdo
dos niveis de energia eletronica. Estes QDs em diferentes formatos geométricos cortados
geram criagdo de QDs que possuem diferentes formas e arestas. A lacuna de energia esta
implicitamente ligada a sua forma escolhida, arestas e devidos ao tamanho que foram
selecionados previamente, os estados de borda surgem em regides de baixa energia que
dependem da sua forma (quadrética, triangular ou hexagonal) e tamanho selecionados
(ziguezague versus poltrona). Os calculos de ligacdo apertada (TB) (ZHENG et al., 2015;
CAMPUZANO; PINGARRON, 2019) concordam com a veracidade de dois tipos de
estados de borda na forma hexagonal, com terminacdo em ziguezague e estados de
energia zero (ZES) que s&o degenerados e estdo localizados justamente no nivel de Fermi
e estados de energia dispersos (DES) que preenchem a baixa energia e se distribuem de
forma simétrica em torno dela. ZES surgem em GQDs triangulares, enquanto DES em
outras formas QDs hexagonais e circulares. (AONO et al., 2003)

Devido as funcionalidades quimicas dos QDs as propriedades dpticas e eletronicas
podem ser estabelecidas, propriedades eletrénicas e estrutura geométrica do grafeno
carboxilado mostraram mudancas consideraveis na estrutura dos QDs apés a ligacao de
grupos COOH a superficie (KELARAKIS, 2015), as propriedades de fotoluminescéncia
de QDs podem ser configuradas precisamente ao anexar funcionalidades quimicas.
(TANG et al., 2019)



Figura 3: QDs utilizados neste estudo.
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2.3.Modelagem Molecular
2.3.1.DFT

DFT (MATTA et al., 2002; MOHAMMAD et al., 2016; SULEYMANOGLU et
al., 2021), é conhecido como um dos modelos quimicos quanticos, que sdo capazes de fazer
calculos em uma série de propriedades e por exibir resultados tedricos relativamente préximos
aos dados experimentais e frequentemente permitindo entender sobre a forma da geometria, as
propriedades espectroscopicas e eletrdnicas dos sistemas estudados, informando e dirigindo ao
calculo de suas propriedades moleculares. DFT tem em importancia o conceito de funcional,
podendo ser classificado como uma funcdo dependente de outra.

A energia da molécula é fornecida pelo funcional da densidade p (Eq. 2.1),

Energia = Flp(x,y, z)]. (2.1)

A DFT procura descobrir o valor de funcional F. A suposicdo de Kohn-Sham, que
no que lhe diz respeito representa a densidade eletrénica e suas posteriores conexdes com

energias moleculares, é fornecida de forma compreensivel na (Eq. 2.2).

Eprr =T(p) + Ene(p) +J(p) + Ex(p) + Ec(p), (2.2)

onde, E: energia total, Ene: energia de atracdo coulombiana ndcleo-elétron, Ex e Ec:
satisfazem, simultaneamente, as energias de troca e correlacdo, elétron-elétron, J:
energia de repulsdo elétron-elétron, T: energia cinética dos elétrons.

Os termos da Eqg. 2.2 sdo classificados como uma funcao da densidade eletrdnica

p, assim cada energia E., J, T, E; e E, € denominada um funcional e seu proposito

representa o problema da teoria DFT. Os trés primeiros termos iniciais podem ser
encontrados de forma razodvel ao utilizar métodos semi-empiricos ou ab initio
(STOKBRO et al., 2010). Contudo os termos de conversdo e correspondéncia eletrénica
sdo manifestados de forma dissemelhante na DFT.

O funcional B3LYP, é um dos funcionais de DFT mais usado e grandemente
apontado na literatura, sendo um funcional hibrido, apresenta um complexo conjuntos de
bases que possuem uma boa extragdo de atributos moleculares constituidas de carbono,
oxigénio, hidrogénio e nitrogénio. Neste trabalho usamos a fungdo de base
B3LYP/LANL2DZ (d, p).
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2.3.2.MDoc

A MDoc é considerada como um modelo computacional que o principal propdsito
é prever a forma de ligacdo e a afinidade de moléculas pequenas dentro de um
determinado sitio ativo de um receptor desejado, podendo medir a energia de interacéo
utilizado fungdes de pontuacdo (NADENDLA, 2004).

A definicao fisica do conjunto deve possuir um equilibrio praticavel com preciséo
e tempo computacional, o que consiste um enorme assunto de estudo na area. A interacdo
de forma reversivel entre um ligante e um receptor pode ser medida utilizando a constante
de ligacdo (K,), expressa para um receptor (R), interagindo com um ligante (L) o que

resulta em um complexo ligante-receptor (RL), como sendo mostrado nas Eq. 2.3 e 2.4:

[R] + [L] = [RL], (2.3)
K A=[5§f3]- (2.4)

A mudanca na energia livre devida a ligacdo (4G), energia livre de ligacéo, relacionada
a constante de ligacdo, como informada na Eq. 2.5:

AG = —RTInK 4, (2.5)

onde, R: seria constante dos gases ideais, J/mol.K, T: temperatura, K.

Em simulac6es de MDoc, procura-se estudar a interacdo molecular para estimar

AG, isso permiti uma classificacdo dos principais ligantes inserido em um determinado
conjunto de moléculas. Desenvolveu-se a MDoc nos anos de 1980 e evoluiu tornando-se
um dos principais instrumentos na area de planejamento de medicamentos
(STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021), é considerado uma organizacao apurada
na estrutura mais usados na identificacdo da configuracdo de mindsculas moléculas
ligantes no sitio ativo do alvo desejado. (GURUNG et al., 2021) Possui habilidade e
rapidez em realizar a verificagdo de enormes bibliotecas de compostos e analisar
potenciais compostos que consigam ou ndo modular a funcéo bioldgica das proteinas ou

enzimas receptoras a torna um método muito valioso para a triagem virtual.

Frente dessa caréncia de explorar a regido conformacional e prever com boa
exatiddo a afinidade de ligag&o, os softwares de MDoc acabam mostrando a seus usuarios

a davida de selecionar entre a exatiddo da solucéo e a velocidade do algoritmo usado. A
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conformagao computacional € um estimulo para a docagem de proteina-ligacao favoravel
a complexidade da amostragem exaustiva de provaveis deslocamentos na orientacao
relativa e conformacéo do ligante, bem como mudancas estruturais da proteina. A MDoc
em sua esséncia € baseada na ideia de ‘chave e fechadura’ e numa logica para a previsdo
dos ajustes e orientagdes dos ligantes com um sitio de ligacdo alvo normalmente
utilizados nos estudos de modelagem estrutural e predi¢cdo da atividade (LUO et al.,
2016). A MDoc pode ser usada em analises envolvendo acontecimentos moleculares
importantes tais como, as formas uma ligacéo do ligante e de suas equivalentes interacfes
intermoleculares que efetivam o complexo receptor-ligante, previsdes numerativas das
energias de ligagéo, trazendo uma classificacdo dos compostos com base na sua afinidade
de ligacdo dos complexos receptor-ligante (SULIMOV; KUTOV; SULIMOV, 2019).

Os modelos de MDoc geralmente lidam com a incrivel flexibilidade de ligantes e
proteinas de maneiras distintas, em virtude da sua estrutura e valores de graus de liberdade
em uma proteina estd novamente se tornando um dos principais desafios para MDoc
molecular. Portanto, a aptiddo de um algoritmo para acomodar a flexibilidade molecular
inerente de um sistema e uma maneira satisfatéria de projetar interagdes proteina-ligante
é um dos maiores déficits dos atuais programas MDoc atualmente em combinagdo com
fungBes de pontuagdo (GUNER, 2000). A versatilidade dos conjuntos biomoleculares
pode ser vista de trés maneiras distintas nos estudos MDoc: i) a proteina sendo
considerada inflexivel e somente os graus de liberdade rotacional e translacional do
ligante serdo explorados; ii) a proteina é considerada inflexivel e quaisquer graus de
liberdade do ligante sdo explorados, ou iii) a proteina é considerada totalmente ou de
forma moderadamente flexivel e todos os graus de liberdade do ligante sdo explorados
(NADENDLA, 2004).
Parametrizar com eficiéncia essas fun¢des de pontuacdo € um trabalho extremamente
complexo, devido a uma grande gama de principios como aproximagfes matematicas,
complexidade em parametrizar termos e eventos moleculares (SAPUNDZHI, 2014). Se
for maior o nimero de parametros fisico-quimicos estudados, maior a sera a precisao da
funcdo de pontuacdo, porém o custo computacional eleva-se de forma proporcional a
quantidade de parametros, portanto deve-se buscar uma estabilidade entre a quantidade
de pardmetros avaliados e a sua velocidade de céalculo (FRENKEL, 1997).

Funcdes de pontuagdo separam-se em: bases de campo de forc¢a, bases empiricas,
bases de conhecimento e bases de consenso. Aqueles baseados no campo de forca

calculam a energia de ligacéo, termos de ligacéo e ndo ligagdo em uma funcgéo principal)
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(MORRIS; LIM-WILBY, 2008). As interacdes de ligante-receptor sdo regularmente
descritas usando os elementos de van der Waals, energia e eletrostatica (SHOICHET;
LEACH; KUNTZ, 1999). A definicdo de energia de van der Waals é fornecido segundo
0 potencial de Lennard-Jones e os termos eletrostaticos retratados pela formulacéo
coulémbica parecida & uma funcédo dielétrica que depende da distancia (SAPUNDZHI,
2014). Poucas restricoes das fungdes de pontuacdo controlada no campo de forca séo: a
ndo inclusdo de termos entrépicos e de solvatacdo, sobretudo da caréncia de introduzir
distancias de corte para o tratamento de relaxantes ndo ligantes, o que dificulta a

abordagem precisa a gama de efeitos envolvidos no link (SPITALERI et al., 2018).

2.3.3.Mapa de Potencial Eletrostatico (MEP)

O MEP é considerado um conceito fundamental que sera abordado nesta pesquisa
¢ a correlacdo da atividade estrutural dos inibidores pesquisado utilizando as
caracteristicas do MEP. E necessario que a visualizagdo do MEP mostre informag@es
estimatorio referente as moléculas, como a interacdo entre um ligante e o receptor. Para

as estruturas estudadas, os valores de V foram analisados a partir da seguinte equag&o:

V) =5t [ A g (26)
onde r(r’): funcdo da densidade eletrdnica da molécula; Zi: carga do nucleo A,
localizada em RA; r’: variavel de integracdo simulada.

O potencial eletrostatico é considerado uma caracteristica regional tridimensional
podendo ser estudada em qualquer ou em todos os pontos do espaco do sistema. E muito
natural calcular e observar uma enorme area envolvendo a superficie tridimensional de
uma molécula. A escala em que essa suposicdo é valida em sistemas aromaticos
especificos pode ser analisada a partir das conexdes entre os resultados de MEP e
quantidades teoricas ou experimentais alternativas, que sdo familiares por dependerem de
cargas locais varidveis. Por designacdo, constantes substituintes experimentais (TASI,
PALINKO, 1995) refere-se as caracteristicas locais de distintas posicbes do anel
(VENANZI; PLANT; VENANZI, 1992). As boas correlagdes entre as reatividades do
local e os resultados de MEP conseguem ser consideradas como uma sugestdo de uma
contribuicdo dominante das variagcOes locais de carga nas mudancas de MEP nas

respectivas posic¢oes antes do MDoc.
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O potencial eletrostatico é uma quantidade quantica bem determinada (TOMASI,
1981). Podendo ser analisado de maneira experimental, utilizando-se de estudos de
difracdo de raios X (ROFOUEI, 2011). Mais adiante de definicdo estrita, um beneficio
do uso do potencial eletrostatico molecular € a habilidade de apontar caracteristicas
regionais (ou sitios) por meio da avalia¢do de resultados de MEP em pontos especificos
do espaco molecular. Se demonstrou em inumeras aplicacbes (BAYOUMY ; IBRAHIM;
OMAR, 2020) que os dados de MEP mostram uma forma para estimar a reatividade em
posicOes particulares de uma molécula, para reacdes quimicas e serve também para
interacOes intermoleculares (exemplo seria ligacGes de hidrogénio). O vinculo entre
grandeza de MEP e cargas regionais s6 poderdo ser qualitativas e aplicaveis a situacoes
em que a distancia entre o grupo substituinte e um determinado centro de reacdo € possa

ser consideravel.

2.3.4.MDin classica

A simulacéo baseada em MDin é considerada um modelo computacional mais
versatil para a pesquisa de macromoléculas bioldgicas (BERNARDI; MELO;
SCHULTEN, 2015). No design racional de medicamentos apurado em estrutura, as
simulacdes de MDin contribuiram amplamente em diferentes estagios do processo,
reforcando a esperada abordagem de planejamento baseado em mecanismo de acdo
(SALMASO; MORO, 2018).

Os métodos MDin sdo baseados nos principios fundamentais da mecanica classica
estabelecendo bases sobre o desempenho, movimento dindmico e dependente do tempo
dos atomos individuais que constituem o sistema (CRAIG; MANOLOPOULOQS, 2004).
Para adquirir caracteristicas dos deslocamentos microscopicos de importancia, €
necessaria a utilizacdo da mecanica estatistica, que tem a habilidade de fazer calculos de
propriedades macroscépicas observaveis como: volume, energia interna, pressao,
entropia, temperatura e a energia livre de outras microscépicas.

Segundo a estudos de mecanica molecular (MM) (RAPPE; CASEWIT, 1997), as
forcas newtonianas descrevem as moléculas como cole¢des de atomos. O grupo de
potenciais de interacdo entre particulas é denominado de “campo de forca”
(HASHEM;AUFFINGER, 2009), o campo de forca empirico é considerado uma fungédo
da energia potencial de todo o sistema, V(r), calculada utilizando a estrutura
tridimensional (3D) do conjunto do sistema. V(r) € apresentado como a adi¢do de muitos

termos de energia e isto inclui os termos para 0s atomos que estéo ligados e termos para
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0s &tomos ndo estdo ligados, como as interagdes de Coulomb e van der Waals. O campo
de forca empirico é exposto na equagédo 2.7:

V() =2Vi + Vo + ZVvaw + XV elet, (2.7)

V1é chamada de energia de estiramento da ligagdo em relacdo a seu valor de equilibrio
(ou ideal), Vg seria a energia de mudanga do angulo de ligagdo em relagdo a seu valor de
equilibrio, V, € a energia devido a torgéo ao redor de uma ligagéo Vvaw, corresponde a
energia da interacdo de van der Waals e Vel tem significado de energia de repulséo ou
atracdo eletrostética.

O exemplo usado para construir os potenciais harmonicos € acertado as oscilacdes
dos angulos e comprimentos das ligacGes em relagdo ao valor de equilibrio é o uso da lei
de Hooke, que é apresentada nas equaces 2.8 e 2.9:

Vi =ki(l —lo)?, (2.8)
Vo = ko(8 — 60)?, (2.9)

onde | e 6 sdo comprimentos e angulos de ligagéo, | e 0y sdo valores consistentes com
dados de equilibrio e k; e kq sdo valores constantes de forca para equilibrio. A forma da

funcdo padrdo que apresenta a energia potencial de torque € fornecida na Equacao 2.10:
Vn
Vs = (1 + cos(n@d — y)), (2.10)

onde V, é o bloqueio de energia de torcdo, n € o valor podendo ser maximo ou minimo
de energia de uma tor¢do completa, @ € o angulo diedro e vy € classificado como o angulo
de fase (a desaceleracdo do angulo diedro € o ponto minimo ou maximo em @ = 0)
(ELBER, 1996). Um numero n deve ter um tipo conhecido de tor¢do. As interacdes entre
pares de atomos ligados ndo covalentemente (i,j) sdo retratadas pelos potenciais
compostos de van der Waals e os termos eletrostaticos descritos pelo potencial de

Lennard-Jones (Eqg. 2.11) e o potencial de Coulomb (Eg. 2.12), respectivamente. Sera

Voaw = 4€;j [(”—7)12 - (2)6] (2.11)

Voo = —i__ (2.12)




28

A Equacdo 2.11, €; € o valor potencial entre os bloqueios atrativo e repulsivo, e

ojj € a longitude finita a qual o potencial intermolecular € considerado zero. Para
interagOes eletrostaticas (Equacédo 2.12), g; e g; sdo relacionados a importancia de uma
carga pontual especificas em atomos, rj; ja é a distancia entre cargas, g, € a permissividade
do espaco livre e g, € 0 valor constante dielétrica e a permissividade relativa do meio. Os
campos de forgas que existentes foram elaborados de forma independente e usa todos 0s
conjuntos de parametros especificos. Alguns apresentam outros tipos de termos para o
acoplamento vibracional entre angulos e os comprimentos de ligacdo para descrever
especificamente a ligacdo de hidrogénio ou para melhor corresponder aos espectros
vibracionais (LEIMKUHLER; MATTHEWS, 2015).

O Mdin permite que os atomos e moléculas se comuniquem ao longo de um
periodo temporal, isto possibilita a analise e evolucdo dinamica de todo o sistema em
analise. A versdo mais comum da Orbita é determinada pelos célculos numéricos das
equacOes de movimento de Newton, para sistemas atdbmicos simples, isso pode ser

explicado pela Equagéo 2.13.

Fi(t) =miai =-grad (V). (2.13)

F; é a forca atuante em toda particula do conjunto no tempo t, a; € a aceleracdo do atomo
i de massa m;. e V; € o potencial total do atomo i. Uma vez determinado o campo de forca,

as forgas que agem em cada 4tomo podem ser calculadas tomando a primeira derivada da
energia potencial resultante do campo de forc¢a selecionado em relacéo a posicdo desses
atomos. A Equacdo 2.13 constitui claramente a aceleracdo da particula. Dai em diante,
integrando as equacdes do movimento, podemos conseguir as velocidades que
integrando, nos fornece as variagdes de posi¢do do atomo. A integracdo das equacdes de
movimento é feita usando algoritmo baseado no método da diferenca finita, no qual a
integracdo é separada em curtos intervalos de tempo At, o que permite simular
movimentos de maior frequéncia do sistema, que geralmente sdo vibracdes das ligacoes.

O algoritmo de Verlet (OMELYAN; MRYGLOD; FOLK, 2002) reduz o grau de
falhas nos célculos da posicdo seguinte de um objeto, a partir da posi¢do anterior, sem
utilizar a velocidade, que utiliza localizacGes e aceleragdes de atomos no tempo t e as
posicOes da etapa anterior, r(t — At), para determinar as novas localizagdes no tempo t +

At, conforme a Equacdo 2.14:
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r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At2. (2.14)

O algoritmo pode ser achado utilizando da expansdao da série de Taylor,
primeiramente para frente (Equacdo 2.15) e em seguida para trds (Equacdo 2.16).

Adicionando as duas e isolar r(t + Az), encontra-se a Equacéao 2.16.

r(t + At) = r(t) + v(OAt + %a(t)AtZ + . (2.15)
r(t + At) = r(t) + v(t)At + %a(t)Atz — (2.16)

Obviamente, antes de comecar os calculos de MDin, o conjunto devera passar pelo
processo de minimizacdo para ser eliminados muitos contatos entre os atomos. A
minimizacao de energia, € chamada de otimizacdo de geometria, € uma metodologia que
permite achar um conjunto de coordenadas que minimizem a energia potencial do
conjunto total interessado.

O sistema minimizado tem uma pequena forca por 4tomo e, serve como uma
estrutura para iniciar as simulacdes MDin. Os algoritmos de minimizacdo mais
frequentemente utilizados sdo: o método de descida ingreme (MEZA, 2010), o método
de gradiente conjugado (PAYNE, 1992) e o método de Newton-Raphson (AMARAL;
SOUZA; CATALAN, 2015).

O método de descida usa a primeira derivada para ajustar a dire¢do para 0 minimo.
A metodologia de gradiente conjugado usa conhecimentos de primeiras derivadas
anteriores para determinar a direcdo da busca inicial. O método de Newton-Raphson
utiliza tanto as primeiras derivadas quanto as segundas da funcdo, usando nao apenas 0s
estudos do gradiente como a curvatura para prever onde a funcdo mudara de direcéo ao
longo do gradiente. Apds a diminuicdo da energia do sistema, é gradualmente aquecido a
uma temperatura interna T, as velocidades iniciais de todas as particulas sdo
determinadas pela distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.

Nas investigacbes MDin também é executavel fazer calculos do desvio médio
quadrado (RMSD) (SARGSYAN et al, 2017; KNAPP, 2011). No processamento da
trajetdria de simulacéo, a oscilacdo do sistema ocorre durante o tempo decorrido de uma
dindmica especifica. O RMSD ¢é uma precaucao de similaridade amplamente adotada no
estudo de estruturas e dinamicas macromoleculares. Meio de grande exceléncia, porque

pequenas oscilagcdes de RMSD relacionam a posicao de equilibrio do sistema, doravante
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mudancas subitas no meio provocam enormes modificacbes na conformacdo e
instabilidade de interacdo molecular de uma dada molécula. A Equacédo 2.17 refere-se ao
RMSD de um sistema.

1

L 1
RMSD = [2 31, [r,(6) = 7,(0)?]]". (2.17)

De forma respectivas, e N é a numeracdo de atomos no dominio de importancia

(em geral Ca ou atomos da cadeia principal) onde sdo as coordenadas do i-ésimo atomo

no passo de tempo j, suas posicdes médias e t € o tempo de simulagdes, expresso como o

namero total de passos de tempo coletados, r; (t) e ri(0) referem-se as coordenadas do i-

ésimo atomo no tempo t e 0.

2.3.5.MM/PBSA

A afinidade de ligacbes de interacBGes proteina-ligante, proteina-proteina e a
eficacia de ligacdes provaveis também pode medir outros processos de suma importancia,
como por exemplo: possiveis reacGes enzimaticas, transferéncia de elétrons, transporte
de ions através das membranas e solvatacdo de pequenas moléculas, todos tem relacéo
com a energia livre e utilizado o método de MM/PBSA podemos calcula-la. (ZAMPIERI
et al., 2007).

O método de ponto final MM/PBSA (MM significa mecanica molecular, PB €
Poisson-Boltzmann e solvatacdo de area de superficie) (ZAMPIERI et al., 2007). Neste
modelo estima-se 0 AG jigante Usando a energia livre do produto e dos reagentes da reagéo

na equagéo 2.18.

AGligante = (GPL) - (GP> - (GL) . (218)

Foi um método produzido por Kollman et al. no final 1990 (MASSOVA,;
KOLLMAN, 2000), e o modelo tem sido grandemente usado em programas no design de
proteina (WANG et al., 2019), analises de interagdes proteina-proteina (CHEN et al.
2016), possiveis analises de estabilidade de conformador (SANTO, 2019) e repontuacéo
(HE et al, 2021). No MM/PBSA, calcula-se a energia livre de um estado utilizando P, L
ou PL (ZAMPIERI et al., 2007):

G = Ebnd + Eel +EvdW+Epol+Enp—TS. (219)
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Os primeiros trés termos advém da energia MM padrédo das interacdes ligadas
(angulo, diedro e ligacdo), van der Waals e eletrostaticas. Os termos Gy
e Gy, configuram-se colaboragdes polares e apolares para as energias livres de solvatagao.

O termo Gy, € regularmente encontrado ao resolver a equacéo PB ou utilizando 0 modelo

popularizado de Born (GB) (dando a abordagem MM/GBSA), os termos nao polares sao
calculados seguindo relagdes lineares utilizando a area de superficie acessivel ao solvente
(SASA). A temperatura absoluta, T é o tltimo termo na equacdo que é multiplicada pela
entropia, S, que foi estimada por analises das frequéncias vibracionais. Gohlke e Case
revelaram que a equacao precisava de uma pequena correcao pois a entalpia translacional
e rotacional (3RT) precisava ser levada em conta nos célculos e ser medida com um estado
padrdo de concentracdo de 1 M para ser comparavel as estimativas experimentais
(PAISSONI et al, 2015).

A rigor, as médias da equacdo 2.18 devem ser calculadas utilizando trés
simulacgdes separadamente, assim sendo, as simula¢des dos complexos, dos ligantes livres

e do receptor ndo ligado, conseguimos assim a nova equagéo 2.20 (WANG et al, 2019).

AGligante = (GPL)PL — (GP)P — (GL)L. (220)

Mas € normal calcular a simulacdo do complexo e fazer a criacdo da média do

conjunto do receptor livre e ligando retirando os &tomos apropriados, obtendo assim:

AGligante = <GPL — Gp — GL)PL. (221)

Uma média MM/PBSA (1A-MM/PBSA). Necessitando de menos simulaces,
aumenta a precisdo e leva ao cancelamento de Ey,q na equacéo 2.21, ignoradas possiveis
mudancas na estrutura do receptor e ligante depois da ligacdo do ligante, podendo ser
possiveis fatores de importancia para a afinidade (WONG et al., 2009), os célculos de
MM/PBSA podem ser fundamentados em estruturas Gnicas minimizadas, contrario de um
enorme numero de instantaneos MDin.

De forma normal economiza o desempenho computacional, mas a desvantagem é
que excluiré os possiveis efeitos dinamicos, tornando assim o desempenho dependente da
estrutura inicial, sobretudo os célculos referentes da preciséo estatistica do metodo seréo
perdidos. Contudo as estruturas minimizadas de forma geral mostram resultados tdo
excelentes quanto as simulagdes MDin (KUMARI et al, 2014). O método de MM/PBSA
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foi inicialmente estabelecido para o software AMBER (RASTELLI et al., 2010). E
atualmente existe script automatico para o software GROMACS (KUMARI et al, 2014).
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CAPITULO 11l

O capitulo anterior apresentou alguns pontos que seréo tratados neste estudo, para
a utilizacdo da MDoc e da MDin. Neste capitulo, serdo tratados, de maneira mais
particular, alguns dos aspectos que estdo relacionados a metodologia utilizada na
pesquisa, apresentando 0s recursos computacionais utilizados, bem como a teoria que

subsidia os procedimentos.

3. METODOLOGIA
3.1.Receptor

Todo o processo de simulagdes foi realizado empregando como base o modelo de
receptor + ligante, onde a estrutura da glicoproteina G (PDB ID:3D12) (NiV-G) foi
selecionada do repositério de Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank; PDB;
http://www.rcsb.org/pdb/) que foi utilizado como receptor, enquanto a os ligantes foram
as moléculas de quatorze QD. A estrutura do receptor foi otimizada usando o servidor
CHARMM-GUI (JO et al., 2008) para descobrir as condicdes que eram ideais e que
satisfizessem os variados alvos predeterminados, a complexidade adicional surge para
tarefas que envolvem experimentacdo ou calculos computacionais. Usamos CHARM-
GUI como uma funcdo escalar de realizacdo de propdsito geral para otimizacdo multi-
alvo, onde as avaliagOes séo o fator limitante e seu desempenho foi bem estabelecido
usando diferentes algoritmos de otimizacdo, neste sentido, usamos o campo de forca
AMBERFF14SB (MAIER et al., 2015), para obter a estrutura com a melhor

conformacao.

3.2.Ligantes

Os QD foram selecionados baseados em sua estabilidade, foram desenhados
utilizando o software GaussView 6.0 (DENNINGTON et al., 2016) o conformador mais
estavel de cada ligante foi pesquisado ao empregar o método DFT (MATTA et al., 2002;
MOHAMMAD et al., 2016; SULEYMANOGLU et al., 2021), e utilizado com o
funcional B3LYP/LANL2DZ (d, p) através do software Gaussian 09. As estruturas
otimizadas de todos os ligantes foram salvos no formato de arquivo pdb, foi também

calculado o Mapa de potencial eletrostatico (MEP) utilizando fun¢des do GaussView 6.0.


http://www.rcsb.org/pdb/)
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3.3.Plataformas de Ancoragem Molecular

3.3.1.Software AutoDock Vina

Prever a ligacdo entre macromoléculas e pequenas moléculas é uma fase crucial
no campo do design de potenciais ligantes. O AutoDock Vina (ADV), um dos softwares
de docagem mais usados langado em 2009 (GAILLARD, 2018; TROTT, OLSON, 2010),
usa uma funcdo de pontuacdo empirica para avaliar a afinidade de ligagc&o entre moléculas
e emprega o otimizador global de busca local iterada para otimizacao global, alcancando
velocidade significativamente mais rapida. melhor e melhor preciséo.

O software ADV utiliza o algoritmo genético, nesta etapa, os ligantes sdo
considerados flexiveis, enquanto os receptores sdo tratados como uma estrutura rigida.
Nessas interacGes, consideramos a mudangca como sendo a mudanca na energia de
afinidade (kcal/mol). No entanto, para os quatorze ligantes investigados, 30 poses ao
longo das macroestruturas foram geradas a partir do algoritmo de ancoragem ADV
(TROTT, OLSON, 2010), onde a melhor pose para cada ligante (sistema de menor
energia) foi selecionada como a conformacdo a ser analisada. ADV avaliou a energia de
afinidade proteina-ligante usando uma fun¢édo de pontuacdo baseada no campo de forga
Amber (ARAUJO, 2021). No ADV foi feito um caixa de grade medindo 58A x 68A x
34A, foram obtidas 20 poses para cada QD onde o maior valor de energia livre de

afinidade em maédulo foi escolhido.

3.3.2.CB Docking

O CB-Dock é uma ferramenta de encaixe de ligante de proteina que verifica
automaticamente as regides de ligacdo, calcula o centro e o tamanho, personaliza o
tamanho da caixa de encaixe de acordo com os ligantes de consulta e, em seguida, executa
0 MDoc com o AutoDock Vina de larga escala (NOOIJ et al., 2018; FARHAN, 2022)
mostram que o acoplamento focado na cavidade pode aumentar a taxa de acerto e a
precisdo do acoplamento cego. Assim, o CB-Dock pode facilitar o procedimento de
acoplamento e melhorar a precisdo ao prever os locais de ligacdo das proteinas alvo
usando nossa abordagem de deteccdo de cavidade baseada em curvatura (CurPocket)
(LIU et al., 1999; CAO et al., 2014) e as poses de liga¢do usando o AutoDock Vina.

O CB-Dock é uma versdo aprimorada da ferramenta de encaixe cego de ligante de
proteina que herda o procedimento de deteccdo de cavidade baseado em curvatura e 0

procedimento de encaixe molecular baseado em AutoDock Vina no servidor CB-Dock.



35

O fluxo de trabalho completo do CB-Dock feito realizado onde acessamos o servido
Cadd.labshare.cn, tomamos a glicoproteinas G como receptor e 0s 14 QD’s como ligantes
e realizamos uma busca com 50 cavidades ap0s o desenvolvimento, sendo para a proteina
e o ligante enviados pelo usuario, o CB-Dock ird recuperar do banco de dados de
complexos proteina-ligante armazenados em um servidor com modelos de topologia de
alta similaridade (FP2 > 0,4) (LIU et al., 1999) a primeira vez. Se estiver presente, serd
calculada a semelhanca entre a proteina de consulta e as proteinas complexadas com 0s
ligantes de modelo selecionados. O método de ajuste usado neste procedimento é o
FitDock (YANG et al., 2022), um método desenvolvido internamente que ajusta a
conformagdo inicial ao modelo dado usando uma abordagem hierarquica de alinhamento
multi-caracteristica, entdo explora as possiveis conformacdes e, finalmente, gera poses de

ajuste refinado.

3.3.3.SwissDOCK

A maioria dos programas de acoplamento sdo maquinas computacionais
complexas e requerem parametros adicionais de amostragem ou pontuacdo adicionais
especificos aos quais eles podem ser muito sensiveis. Uma vez definidos todos os
parametros, os calculos geralmente sdo iniciados a partir de uma interface de linha de
comando que pode desencorajar ndo-especialistas, e pode exigir poder de computagédo
além do de computadores pessoais comuns.

SwissDock é um servidor de rede de encaixe que aborda as limitacfes descritas
acima. A estrutura da proteina alvo, assim como a do ligante, pode ser automaticamente
preparada para acoplamento (GROSDIDIER et al., 2011). Além disso, a sintaxe pesada
do motor de acoplamento esté escondida atras de uma interface de rede limpa que fornece
conjuntos alternativos razoaveis de parametros, bem como arquivos de entrada de
amostra. Todos os calculos sdo realizados no lado do servidor, de modo que as corridas
de acoplamento ndo requerem qualquer poder computacional do usuario. A interpretacdo
dos resultados de acoplamento e sua integracdo em pipelines de pesquisa existentes é
muito facilitada pela visualizacéo perfeita de previsdes de acoplamento no visualizador
molecular UCSF Quimera (PETTERSEN et al., 2004.), que pode ser langado diretamente
do navegador.

SwissDock é baseado no software de acoplamento EADock DSS (GROSDIDIER
etal., 2011). Seu algoritmo consiste nos seguintes passos. Primeiro, muitos acoplamentos

(tipicamente de 5000 a 15 000) sdo gerados, seja em uma caixa definida pelo usuario
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(acoplamento local) ou nas proximidades das cavidades-alvo de toda a superficie proteica
(acoplamento cego). Simultaneamente, suas energias CHARMM (GROSDIDIER et al.,
2011) sdo estimadas em uma grade. Em seguida, as energias mais favoraveis sdo
classificadas, levando em conta o efeito solvente utilizando o modelo de solvatacéo
implicita FACTS (KUMARI et al., 2021), e agrupadas. Finalmente, os aglomerados mais
favoraveis sdo despejados no arquivo de resultado. Esta combinagdo Unica de recursos
permite que ensaios de acoplamento precisos sejam realizados em poucos minutos.

Uma vez que os ensaios de acoplamento séo realizados no campo de forca de todo
0 hidrogénio CHARMMZ22/27 (ZOETE et al, 2011), proteinas-alvo e ligantes que foram
carregados como arquivos formatados CHARMM podem ser usados como esté. Por outro
lado, proteinas e ligantes que foram submetidos no formato PDB ou Mol2. Acessamos 0
endereco http://www.swissdock.ch/docking , e na plataforma inserimos os 14 ligantes e
0 receptor, esta plataforma deu a possibilidade de realizar o procedimento de forma
automatica.

O servidor web SwissDock visa fornecer a uma ampla comunidade cientifica uma
ferramenta de acoplamento livre e facil de usar, mas de Ultima geracdo. A configuracdo
automatica de estruturas de proteinas e ligantes, as diferentes predefini¢des de parametros
e a conveniente visualizacdo e andlise das previsdes de acoplamento o tornam acessivel a
um grande publico. O motor EADock DSS por trds do SwissDock é especialmente
adequado para o design de medicamentos, com taxas de sucesso muito boas para ligantes

pequenos e relativamente rigidos com menos de 10 ligaces rotativas flexiveis.

3.3.4.Dindmica Molecular
3.3.4.1 Protocolo para simulacdes MDin

As Simulacdes MDin de QD ligadas a macromoléculas de superficie de proteinas
foram realizadas utilizando um campo de forca CHARMM36 (KLAUDA,2010)
conforme foi colocado em execucdo pelo GROMACS verséo 2022 (BAUER et al., 2022)
em uma solucdo aquosa explicita. Na caixa foi acrescentada moléculas de d&gua que possui
carga de ponto unico (SPC) (BERENDSEN, 1981). Os ions cloreto e s6dio também foram
introduzidos nesse sistema. As posi¢des aninhadas fornecidas pelo Autodock cujo obteve
melhores valores de energia de afinidade segundo a Tabela 1. Posteriormente, as
estruturas iniciais foram minimizadas em termos de energia utilizando o método de
descida mais ingreme (MEZA, 2010).


http://www.swissdock.ch/docking
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As respostas destas minimizac6es foram capazes de produzir as estruturas iniciais
para simulagdes de MDin. Cada sistema possuia uma média de aproximadamente de
12.200 atomos no total. Simulacbes MDin foram entdo realizadas com um nudmero
constante de particulas, pressdo e temperatura, configuragdo NPT. O algoritmo SETTLE
(MIYAMOTO, KOLLMAN, 1992) foi usado para reprimir o tamanho de ligacdo e o
angulo das moléculas de &gua. Interacdes eletrostaticas de longo alcance foram estimadas
empregando o método Particle-Mesh-Ewald (PME) (ESSMANN et al, 1995).

Foi utilizada presséo constante de 1 bar, ions e moléculas de d&gua foram reunidas
separadamente a um banho a 303 K com aplicando uma constante de acoplamento de 0,1
Fs (BERENDSEN et al, 1984) a equacdo de movimento foi integrada a cada 2 etapas de
tempo Fs (TUCKERMAN et al, 1991). Todos os estudos foram executados no intervalo
de tempo de 100 Ns e ouve um balanceamento do sistema nos primeiros 10 Ns. Analises
das trajetorias e estruturas simuladas foram realizadas com as ferramentas integradas do
aplicativo GROMACS (VAN DER SPOEL, 2015). Aplicando o instrumento CPPTRAJ
(ROE et al, 2013), foi concebivel retirar as informacdes imprescindiveis para a criacao
de graficos Raiz do Desvio Quadrado Médio (RMSD) (SARGSYAN et al, 2017,
MAIORQV et al, 1994) e tabelas de energias livre em funcdo do tempo. (GILDEMYN et
al, 2017).

Através do médulo TRICONV (BAILDYA et al, 2020), foram removidos 0s
dados necessarios para a elaboracdo dos graficos dos valores de RMSD em funcao do
tempo. Esses valores indicam os desvios das estruturas geradas durante a simulagdo em
relacdo a estrutura inicial obtida por ancoragem molecular, ou seja, a estabilidade e o
equilibrio do sistema considerando a dimensdo do tempo. A energia livre define as
afinidades de ligacdo das interacGes proteina-proteina e proteina-ligante, e a eficiéncia da
possivel ligacdo também quantifica muitos outros processos importantes, como reagdes
enzimaticas, transferéncia de elétrons (BRITIKOV, 2022), transporte de ions através das
membranas (PARK et al, 2018) e solvatacdo de pequenas moléculas (HANKE et al,
2002).

Usamos os scripts do método MM/PBGBSA (GENHEDEN et al, 2015) para
executar automaticamente todas as etapas necessarias para estimar a energia livre da
ligagdo complexa usando esses métodos. No entanto, é geralmente aproximado que
nenhuma mudanga conformacional significativa ocorre apds a conexdo, entdo
instantaneos das trés espécies podem ser obtidos a partir de uma Unica trajetoria
(ALENCAR et al, 2022).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Energia de afinidade da MDoc

No decorrer das simulacdes de MDoc, foram analisadas quais regides das
macroestruturas eram mais favoraveis ao estabelecimento de ligacGes ndo covalentes com
os ligantes, com base nos célculos realizados. A Tabela 1 mostra diferentes resultados de
energia de afinidade em cada plataforma para cada interacdo investigada, as localizagdes
mais favoraveis obtidas no processo de MDoc. analisou-se que todos os ligantes possuem
uma maior afinidade com o sitio ativo dos receptores, indica que esta regido tem uma
maior afinidade quimica.

A MDoc esclareceu a relevancia da flexibilidade da proteina na interagdo com o
ligante e possibilitou a explorar as interacdes entre aquelas que foram selecionadas e
apresentadas neste trabalho. Apenas as conformac@es proteina-ligante com as melhores
pontuagOes nos resultados de docagem foram mostradas e examinadas. Na Tabela 1, os
resultados do receptor com os ligantes, os valores de energia de afinidade alcancados, que
sdo os resultados brutos originais da ferramenta de ajuste usada, representam os valores
de energia de afinidade de ligacdo relativa.

Dentre as simulagGes com 0s QD’s, 0 que apresentou 0 maior valor em médulo de
escore de DOC, superando os demais resultados foi 0 QD-K, que obteve um valor de
energia de afinidade de -13.9 kcal/mol para o AutoDock Vina, -12.4 kcal/mol para o CB
Docking e -8.63 kcal/mol para o Swissdock. Esse resultado sugere que esses compostos
possuem uma estrutura ancorada mais estavel por conta da presenca de hidroxilas em sua
estrutura, possibilitando maiores interacbes intermoleculares dado que energia de
afinidade diminui significativamente em estruturas que nao apresentaram hidroxilas nas
pontas.

Para avaliar os resultados de ajuste usando trés métodos que séo apresentados na
Tabela 1 abaixo. Como convengéo, use a pontuagdo de melhor ajuste, a energia de
afinidade mais baixa em modulo. Por outro lado, usamos a comparacao das energias de
afinidade obtidas nas trés plataformas para obter um resultado mais realista, na
comparacdo dos resultados de energia de afinidade conseguimos demonstrar uma

aproximagdo entre as plataformas mesmo utilizando algoritmos diferentes.
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Uma vez que estados com energia mais baixa ocorrerdo mais provaveis do que

aqueles com energia mais alta em um conjunto. Sugerimos que tal apresentacao seja mais

racional no que confere ao uso da média padrdo das pontuacGes de ligacdo ou a selecédo

da melhor pontuacéo de ligacdo. Para analisar os resultados de ajuste, € convencional usar

a pontuacdo de ajuste mais baixa que pode produzir uma melhor ligacao entre o ligante e

a proteina.

Tabela 1: Energias de afinidade calculadas com as diferentes plataformas.

Energia de Afinidade (kcal/mol)
Ligante
AutoDock Vina CB Docking Swiss DOCK
QD-A -11,8 -11,0 -6,78
QD-H -12,0 -11,0 -7,00
QD-D -12,2 -11,1 -7,09
QD-L -12,4 11,3 -7,16
QD-B -12,8 -11,3 -7,21
QD-I -13,0 -11,8 -7,21
QD-E -13,2 -11,9 -7,28
QD-M -13,2 -11,9 -7,39
QD-C -13,3 -12,0 -7,50
QD-J -13,4 -12,0 -7,72
QD-N -13,4 -12,1 -7,75
QD-F -13,6 -12,1 -7,80
QD-G -13,6 -12,2 -7,84
QD-K -13,9 12,4 -8,63

4.2.Interacdes com melhores resultados de energia de afinidade

Classificamos as simulagdes com AutoDock Vina como o melhor resultado entre

as trés plataformas utilizadas pois apresentou a maior energia em modulo. Entre as

conformacdes acopladas com a NiV-G, a conformacao que estava proxima do ligante de
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alta pontuacdo foi observada para interacdes ligante-proteina no Discovery Studio
Visualizer 4.5 (VISUALIZER, 2017). Os ligantes ligam-se aos sitios ativos da
macroestrutura, por meio de interacGes nao covalentes fracas, sendo a mais proeminente
as interacOes de ligacdo do tipo alquil, gerando ligacdes do tipo hidrofobicas.

Em quase todas as simulagdes houve a formacao de ligacdes de hidrogénio (ndo
ouve no A, D e H), mas 0 QD-K, com sua alta quantidade de hidroxilas, superou os demais
resultados, tanto em energia de afinidade quanto interac6es, por conta de sua estrutura
podemos classifica-lo como altamente eletronegativo. A presenca de ligacdes de
hidrogénio torna-se relevante na organizacdo de moléculas e acoplamentos de ligantes,
como dobramento de proteinas e reconhecimento molecular. Uma descri¢do detalhada
das ligacdes da figura 4k onde 0 QD-K apresenta 9 interacdes do tipo IT -alquil, 11 de
hidrogénio, 3 II -Anion e 8 IT -IT -Empilhada as ligacdes do tipo IT -alquil e IT-II-
empilhada sdo hidrofébicas e IT -Anion s&o eletrostaticas, o que corrobora com a analise
de acoplamento, analisou-se que existe afinidade de ligacdo, 0 que pode apresentar um
grau de influéncia desse tipo de interacdo para a energia de afinidade no sitio ativo da
NiV-G.

As interagdes com QD-A apresentaram o menor valor modular da energia de
afinidade interacdo representando o menor QD que utilizamos, 0 QD-A ndo realizou
interacdes de hidrogénio o que demonstra que sua interacdo é mais fraca, porém houve
interacbes do tipo eletrostatica 0 que pode indicar boa interacdo com o sitio ativo,
portanto, podem ser utilizadas para um estudo comparativo. O QD-H por sua vez, obteve
as mesmas interacdes que o QD-A exceto por fazer mais interacdes do tipo hidrofdbica,
caracterizada com o seu momento dipolo devido sua estrutura, o que resulta em interacédo
efetiva. Como esperado, entre outros inibidores, o que reafirma seu carater de inibicéo
eficiente demonstrando a possibilidade de interacédo e a influéncia dos grupos retiradores
de elétrons, outros aspectos também foram analisados.

O QD-K, foi 0 QD que apresentou a maior parte das interagdes com hidrogénio
com as hidroxilas da GLY:505, LYS:560 e ARG:236 o0 que implica em interacdes fortes,
além de ter interagbes do tipo Alquil, e pi Alquil com os anéis aromaticos dos
aminoacidos como o HSD127, e interagfes do tipo eletrostatica demonstrando que a
molécula por ter interacdo eletrostéatica.

As figuras 4g, 4f, 4n e 4j mostram que a ancoragem molecular com NiV-G, as
interacOes foram restritas aos aminoacidos. A interagdo do QD-J mostrou um total de seis

interacdes do tipo alquila, onde h& a interacdo da nuvem eletronica em um grupo
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aromatico e um grupo de elétrons de qualquer um dos grupos alquil, gerando ligacdes
hidrofébicas. A Figura 4f mostra as interagdes com o NiV-G que apresenta ligacdes
convencionais de hidrogénio e entre carbono e hidrogénio, analisou-se que essa interacdo
é valiosa na organizagdo de moléculas e acoplamentos de ligantes, como dobramento de
proteinas e reconhecimento molecular.

Uma descricdo detalhada das ligacGes = e hidrogénio concorda com o estudo de
acoplamento, examinou-se que ha afinidade de vinculo, o que pode indicar um grau de
influéncia desse tipo de interacdo para a energia de afinidade. A parte central desse ligante
obtida, como as anteriores, interacdes intramoleculares, tais conexdes apresentaram
valores energéticos mais convenientes, em especial na simulacdo com a interacdo da do
QD-G com a NiV-G que conseguiu interacdes do tipo Pi- Anion. Esses grupos se adaptam
melhor ao local ativo da proteina, proporcionado a interacdo com o0s aminoacidos
presentes. No processo MDoc, as moléculas de agua e ligantes co-cristalizados foram
retirados.

Os ligantes QD-N e QD-J se ligaram aos locais ativos da macroestrutura através
de algumas interacdes fracas ndo covalentes, sendo a mais proeminente as interagdes de
ligacdo do tipo alquil, gerando ligagdes hidrofobicas, porém poucas interacbes de
hidrogénio. O composto formado de hidrogénio se liga apenas com a presenca desse tipo
de interacdo torna-se significativa na organizacdo de moléculas e acoplamentos de
ligantes, como dobramento de proteinas e reconhecimento molecular. Um esclarecimento
detalhado das ligacdes = e hidrogénio concorda com o estudo de acoplamento, exibiu-se
que ha afinidade de vinculo, podendo mostrar um grau de influéncia desse tipo de
interacdo para a energia de afinidade.

Determinar a energia de ligacdo e adequacdo dos inibidores ao local ativo da
enzima e extrair seu local de ligacdo. Nossos dados (Tabela 1) mostram que as energias
de ligagéo da aptiddo dos inibidores, QD-K exibiu o melhor resultado de energia de
afinidade, representando uma interacdo com potencial para se ligar ao local ativo da
proteina, consequentemente, poderia ser usada para uma analise comparativa. O ligante
tem caracteristicas hidrofébicas de ligantes, como um momento dipolo dos inibidores,
resultando em interacdo efetiva.

A Figura 4c mostra que nas conformacGes que com o QD-C obteve no sitio
catalitico foram restritas aos aminoacidos, apresentando interacGes do tipo IT - Alquil, T
-Anion e interagdes IT -Sigma ocorreram, onde ha a interagio da nuvem eletrénica em um

grupo aromatico e um grupo de elétrons de qualquer um do grupo alquil, gerando ligacoes
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hidrofobicas. Apresentou interagdes de hidrogénio com bem como uma interacdo de
carbono com QD-M, QD-E, QD-I e NiV-G que é covalentemente ligado, significando
que o carbono compartilha seus elétrons de valéncia exterior, dentre todas as interacdes
ndo houve interacdes metalicas indicando a falta de cargas presentes nos ligantes.

Na interacdo molecular ndo covalente entre a face de um sistema = rico em
elétrons, as energias de ligacdo séo relevantes, com os valores de fase da solucéo indo na
mesma ordem de magnitude que as ligacdes. Como essas outras ligagdes nao covalentes,
as interacOes m exercem um papel importante na natureza, particularmente na estrutura
proteica, reconhecimento molecular e catélise enzimatica. Interagdes com NiV-G
demonstram evidéncias de uma interacdo atrativa liquida entre uma regido eletrolitica.

As interagfes com QD-B e QD-D, demonstraram poucas interagcdes com a NiV-
G, isso se da& pela sua estrutura e posicdo na simulacdo de MDoc, tais interacfes
aconteceram no local catalitico da proteina. Para o resto das interagdes, sempre que
fazemos proteina- ligante MDoc, o que analisamos é a conformacédo do ligante que ele
esta ligado a proteina receptora, e buscamos escolher essa energia de ligacdo entre eles
operando Vvérias equacdes de campo de forca. Agora, sempre que o ligante interage com
a proteina, no nivel atbmico, sdo os elétrons que estdo implicados na formacéo de ligacoes
covalentes ou ndo covalentes.

Esta IT-Anion, IT-Alquil, e interacdes metalicas vém sob uma enorme classe de
interacOes ndo covalentes. Nas interacdes IT-IT-alquil, h4 a interacdo da nuvem eletrdnica
sobre um grupo aromatico e um grupo de elétrons de qualquer grupo alquil.

Verificou-se que o modo de interacdo do NiV-G previsto pelas posicdes pode
demostrar que ele tem uma alta capacidade de interacdo. O QD-K mostrou a maior
quantidade de ligacGes de hidrogénio, as principais interacdes de ligacdo molecular, e a
energia de afinidade calculada foi usada para qualificar a confiabilidade do complexo
previsto, e 0 MDoc conseguiu identificar uma conformacdo favoravel. Outro ponto
consideravel a ser analisado é que o local catalitico das estruturas externas foi respeitado,
conservando o padrdo de interacdo ali. Uma descricdo minuciosa das ligacdes m e
hidrogénio concordam com o estudo de acoplamento, estudou-se que ha afinidade de
vinculo, podendo mostrar um grau de influéncia desse tipo de interacdo para a energia de
afinidade.

A formacéo de ligagdes de hidrogénio em quase todas as interacdes, foi vista em
todos os ligantes, enquanto as forcas de van der Waals sdo formadas com grupos

alifaticos. Como as ligacbes sdo muito proximas e tém caracteristicas atraentes e
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hidrofébicas, podem portanto, associar que tais interagbes com estruturas
macromoleculares influenciaram para a construcdo de melhores associagdes, explorando
as diferencas de eletronegatividade entre os atomos. As posi¢oes escolhidas pelos ligantes
no local ativo admitem interagdes com os aminoacidos presentes.

Cada posigdo escolhida pode levar a associagdes com diferentes aminoacidos
locais. Quanto menor as energias de ligagdo, mais fortes sdo as interagcdes que
aconteceram entre as moléculas de ligante e os aminoacidos. Em todas as macroestruturas
observaram-se interagdes m-alquil, podendo demonstrar a possibilidade de reacdo. Nesta
averiguacdo, notamos que em todas as outras combinagdes entre receptor-ligante
analisadas, foram conservadas interagdes hidrofobicas do tipo w-alquil.

Isso demonstra que € possivel a interacdo e tendéncias para um projeto terapéutico.
Além do estudo sobre a influéncia de grupos de retirada de elétrons, outros aspectos
também foram estudados. Devido ao papel crucial do NiV-G no processo de infeccdo do
Niv, este componente estrutural pode representar um alvo de neutralizacdo mediado por
anticorpos ou pequenas moléculas, e a caracterizacdo da estrutura possibilitou a obtencédo
de dados imprescindiveis de nivel atbmico para orientar o projeto e a elaboracdo de

agentes inibidores.
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Figura 4: Resultado da melhor interagdo com: a) QD-A, b) QD-B, ¢) QD-C, d) QD-D, &) QD-E, f) QD-G, g) QD-G,

h) QD-H, i) QD-I, j) QD-J, k) QD-K, I) QD-L, m) QD-M e n) QD-N.
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Fonte: Autor (2022).

4.3.Mapa de potencial eletrostatico

O estudo de MDoc observou que a regido conformacional acessado pelos QD’s
bastante desigual. A melhor posicdo de estudo de DOC molecular foi escolhida para
produzir os mapas de potenciais eletrostaticos. Regides capazes de alojar os inibidores
estruturalmente e eletrostaticamente diversos, utilizando um grupo analitico de interagdes

com cada ligante.
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O MEP foi usado para analisar e fazer previsdo do procedimento reativo das
reacOes eletrofilicas e nucleofilicas. O MEP possui um papel importante no processo
inicial da conformacdo bioativa informando a interacdo entre os receptor-ligante. Os
diferentes resultados do potencial eletrostatico na superficie sdo mostrados por cores
diferentes; vermelho informa as regifes de potencial eletrostético que sdo mais negativas,
azul representa locais de potencial eletrostatico que sdo mais positivas e verde representa
locais de potencial moderado. Aumentos potenciais na ordem vermelho, laranja, amarelo,
verde e azul.

As cores vermelha, verde e azul informam o alto acimulo de carga negativa,
regido neutra e regido de carga positiva, respectivamente como visto na Figura 5. A regido
carregada negativa do QD-A e QD-H e os grupos circundantes desenvolve um papel
importante na interacdo com as macroestruturas, a Figura 5a e 5h demonstra que ha
concentracdo de carga isolada no centro desse ligantes. Assim, o potencial eletrostatico
dos inibidores desenvolve um papel importante na interacdo e, como consequéncia,
influencia o efeito de inibicdo. O MEP plotado para as estes QD mostrou o local de
potencial mais eletronegativa (cor vermelha) sobre o a&tomo de oxigénio nas possiveis
interacOes quimicas presentes.

O MEP para moléculas polares como os QD que possuem mais hidroxilas em sua
estrutura revela locais de pocos que sdo mais ricos em elétrons em suas pontas e mais
pobres em elétrons no seu meio. No entanto, os verdadeiros mapas de potencial
eletrostatico de moléculas polares geralmente fazem um excelente trabalho prevendo a
possibilidade de interacGes carga-dipolo, dipolo-dipolo e quadrupolo-dipolo. A superficie
eletrostatica potencial é amplamente utilizada como um mapa de reatividade exibindo as
regibes mais provaveis para o ataque eletrofilico de reagentes semelhantes a pontos
carregados em moléculas orgéanicas.

O MEP do composto do titulo € obtido com base no resultado otimizado com a
base B3LYP/6-31G. Os QD’s G e K, possuem quatro locais possiveis para ataque
eletrolitico. As regiBes negativas sdo parciais nas ligacdes duplas carbono-carbono dentro
do anel e principalmente sobre a regido entre H, C, O, e 0s metais; enquanto os QD’s D,
E, F, J, L e M apresentam variacOes de eletronegatividade em sua superficie. Como

mencionamos anteriormente, o potencial eletrostatico tem sido usado principalmente para
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prever locais e reatividades relativas para o ataque eletrolitico, e em estudos de
reconhecimento bioldgico e interagGes de ligagdes de hidrogénio.

Figura 5: Resultado do MEP: a) QD-A, b) QD-B, c¢) QD-C, d) QD-D, ) QD-E, f)
QD-G, g) QD-G, h)

QD-H, i) QD-I, j) QD-J, k) QD-K, 1) QD-L, m) QD-M e n) QD-N.
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Fonte: Autor (2022).

4.4 Andlise De Dinamica Molecular
4.4.1.RMSD

Os resultados de RMSD fornecem dados sobre o equilibrio do conjunto, quer
dizer, o instante em que o conjunto converge para sua conformacdo média mais estavel.
No comeco da MDin, os resultados podem a aumentar de maneira acentuada enquanto as
estruturas tentam se equilibrar até conseguirem atingir um platé sugerindo que o conjunto
da estrutura atingiu o equilibrio. Como os resultados de RMSD sdo dados em fun¢éo do
tempo, esse estudo permite analisar o intervalo de tempo que as estruturas levam para se
estabilizar.

Aqui, a diferenga foi medida entre os 4&tomos da estrutura principal inicial (o
modelo retirado da etapa de MDoc) e cada estrutura obtida durante os quadros
subsequentes da trajetéria de simulagdo. Para validar e confirmar a estabilidade dos
complexos de proteina-ligante sugeridos, realizamos simulagdo MDin em 100 Ns para 0s

quatorze QD’s com cada estrutura de G do Niv.



50

O RMSD para os QD’s foi calculado (Figura 6). O valor de RMSD pode informar
e prever a estabilidade do complexo ligante de corridas de MDin. Um resultado de RMSD
menos elevado informa maior estabilidade do complexo proteico. Calculamos 0 RMSD
dos complexos referentes ao atomo de Co. em relacdo ao tempo de simulagdo MDin. No
geral, 0 RMSD médio para todos os complexos foi baixo, variando de 0.5 a 3.45 A.
Assim, os célculos das anélises RMSD da trajetoria de estruturas em complexo foram
comparados baseados na diferenca de suas estruturas.

Observou-se para 0s QD-I, QD-B, QD-D e QD-M os valores de RMSD oscilaram
bastante durante a trajetdria, principalmente para o QD-B, isso pode ser observado por
conta de uma de suas extremidades conter hidroxilas que ao momento que elas se opdem
a glicoproteina ha uma interacdo e ela acaba se aproximando como 0 que ocorreu nos
tempos de 80 a 100 Ns.

A simulacdo com as estruturas QD-A, QD-E, QD-L, QD-G e QD-F obtiveram
maior instabilidade durante o inicio da simulacdo em torno de 70 Ns mantiveram a
estabilidade durante o decorrer da simulacdo parte do tempo de simulacdo valores de
RMSD mais estaveis em comparagdo com o primeiro grupo citado. E por fim os QD-C,
QD-H, QD-J, QD-K, QD-N foram os que se mantiveram mais estaveis, com exposic¢ao
do QD-K, que quase ndo modificou sua trajetoria.

O RMSD néo variou tanto em comparacao com o segundo e terceiro grupo, Pela
Figura 6, pode-se observar que as moléculas que contém mais hidroxilas sdo as que
possuem comportamento de estabilidade mais presente, iSso nos mostra que as interagoes
intermoleculares comp&em a atividade dos QD’s em relacéo a interacdo. Este resultado
estd de acordo com as solucdes previstas nas simulacBes de docagem, discutidos
anteriormente, pois apds a presenca de hidroxilas e a diferenca na estrutura dos QD passa

apresentar interacdes mais fortes com o Niv.
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Figura 6: Resultados do RMSD versus tempo de ligantes com a protease G.
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Fonte: Autor (2022).

Contudo, um estudo mais detalhado da flexibilidade do esqueleto proteico
possivel a partir da maior amplitude de movimento que ocorreu devido a uma diminuicdo
da flexibilidade na regido do sitio ativo de liga¢do da Niv, que revelou a influéncia das
interacdes glicoproteicas nos ligantes. Os resultados abaixo também implicam que o
campo de forca OPLS-AA e o campo de forca CHARMM36 (sob o modelo de agua tip3p)

descrevem com precisdo a estrutura dos complexos Ligante + Receptor.

4.4.2. Andlise energia livre

O comportamento dindmico dos compostos selecionados € analisado para perfis
de baixa energia usando o script G_MM/PBSA, que usa 0 método MM/PBSA, que é
usado para poOs-processamento de estruturas acopladas junto com a confiabilidade da
ligacdo do composto dentro do sitio de ligacdo da glicoproteina. A simulagdo de 100 Ns
dos complexos proteina-ligante juntamente com a energia livre de ligagdo de MM-PBSA
sugere que as principais moléculas se encaixam perfeitamente no sitio de ligacdo e séo
estruturalmente estaveis com baixo perfil de energia.

O metodo MM-GBSA foi calculado pela energia livre (AGBinding) dos QD com
aestrutura viral, e isso foi feito usando a energia de &rea superficial, energia de solvatacéo

e minimizacao de energia dos complexos ligante e receptor. A analise de energia
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eletrostatica da interacdo dos QD aumentou significativamente a medida estruturas
ligantes menores e com a presenca de um grupo funcional constituido pela ligacdo
covalente entre atomos de oxigénio e de hidrogénio. Essa forca intermolecular produzida
ocorre entre moléculas polares que apresentam atomo de hidrogénio ligado diretamente a
um atomo de oxigénio o qual interage com a estrutura da glicoproteina.

A falta de mudancas nas afinidades de ligagdo indica que a amostragem de
paisagem de energia livre usando MM/PBSA é amplamente afetada pelos movimentos de
dominio observados, em todos 0s casos 0s valores presentes nos termos eletrostaticos se
compensam, resultando em mudancgas minimas na estrutura. A atracdo eletrostatica é
considerada uma caracteristica comum a todos os sistemas iénicos, usando ambas as
estratégias de simulacéo.

Os resultados da analise de energia dos complexos fornecidos na figura 7
demonstram que o AGBinding foi para 0 QD: A de 156.84 kcal/mol, H de 167.95
kcal/mol, D de 185.36 kcal/mol, L de 198.52 kcal/mol, B de 203.4 kcal/mol, I de 207.9
kcal/mol, E de 210.9 kcal/mol, M de 214.6 kcal/mol, C de 238.9 kcal/mol, J de 223.08
kcal/mol, N de 246.65 kcal/mol, F de 239.00 kcal/mol, G de 246.65 kcal/mol e K de
259.52 kcal/mol. Além disso, como as interagdes aumentam gradativamente com a adi¢édo
hidroxilas refor¢ando a influéncia da polaridade na interagéo, de forma que o complexo
Proteina + QD-K foi 0 que mais interagiu, observa-se que esses resultados tém uma

excelente correlacdo com os dados de RMSD e de docagem das simulacdes.

Figura 7: Resultados das diferentes energias para 0s QDs.
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4.4 .3 Sitios Ativos

Quanto aos sitios de ligacbes a regido ASP:302 da proteina do NiV-G ligou-se a
todos os QD’s com ligacGes de categoria eletrostatica e tipo IT-anion, o sitio LEU:305
conseguiu ligacdes hidrofobicas do tipo IT-sigma nos QD-B, QD-C, QD-D, QD-E, QD-
F, QD-G e QD-H ja nos QD-I, QD-J, QD-K, QD-L, QD-M e QD-N foram hidrofébicas
tipo IT-alquil e 0 QD-A obteve tanto liga¢bes do tipo IT-anion como também II-alquil;
TRP:504 obteve ligacdes hidrofébicas em todos os QD’S com ligagdes IT -IT -Empilhada
com variagdo no numero de ligacBes na estrutura variando de 4-5 com detalhe para 0s
QD-H, QD-J, QD-M e QD-N que tiveram 8 ligacdes e 0 QD-K que teve 1 ligacdo de
hidrogénio; ARG:242 teve ligacdes hidrofdbicas tipo IT-alquil em todos os QD’s
excluindo QD-D que nao apresentou ligacdo, nos QD-C, QD-G, QD-K obtiveram

também ligacdes de hidrogénio em especial 0 QD-K que teve 2 ligacdes.

HSD:127 realizou ligacGes hidrofébicas IT-IT-Empilhada em todos os QD’S, com
0s QD-K, QD-G, QD-J e QD-M conseguiram realizar ligacéo de hidrogénio; LYS:560 e
GLY:506 fizeram ligagdes de hidrogénio com os QD-B, QD-C, QD-E, QD-F, QD-G e
QD-K, LYS:560 apresentou ligacdo de hidrogénio também com os QD-L e QD-N, com
os demais ndo apresentaram ligacao; PHE:458 fez ligacdo somente nos QD-C e QD-E do
tipo ligagéo de hidrogénio; ARG:236 obteve ligagcdes de hidrogénio nos QD-E, QD-F,
QD-G QD-J, QD-M e QD-N, nos QD-1 e QD-L as ligacGes foram eletrostaticas, para 0s
demais ndo apresentam ligacdes neste sitio; ASP:219 realizou ligacdo de hidrogénio com
QD-F QD-J e QD-K, para os demais ndo apresentou ligacdes; ASN:123 ligacdo de
hidrogénio nos QD-G e QD-K e no QD-N ligacéo hidrofébica; HSD:281 realizou ligagdes
hidrofébicas nos QD-H, QD-1, QD-J, QD-K, QD-L e QD-M; GLU:505 realizou ligacdo
de hidrogénio no QD-I e QD-K, ndo apresentado ligagdes nos demais QD’s; d: TYR:280

apresentou ligacdo de hidrogénio somente no QD-M.

O QD que fez mais ligagdes com sitios ativos é 0 QD-K com 11, seguido de QD-
C, QD-E, QD-F, QD-G, QD-I, QD-J, e QD-L com 9 sitios, QD-B e QD-N interagiram
com 7 sitios, QD-A e QD-H com 5 sitios seguido do QD-D com 4 sitios.
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CAPITULO V

5. CONCLUSAO

Neste trabalho sobre as interagdes de estruturas de Quantum Dot com a estrutura
externa de virus Nipah utilizando docking e dindmica molecular, foram analisados fatos
relevantes, como, por exemplo, as ligaces relativamente proximas e a verificacdo de
atributos atrativos, permitindo fazer uma relacdo de interacbes com estruturas
macromoleculares, analisando as desigualdades de eletronegatividade entre os &tomos.

As posicOes expostas pelos ligantes no sitio ativo admitem interacfes com o0s
aminoacidos presentes. Toda posicdo fornecida pode encaminhar a associa¢fes com
diferentes aminoacidos da regido da proteina do virus. Quanto melhores as energias de
ligacdo, mais fortes sdo as interagdes que acontecem entre as moléculas do ligante e
aminoacidos presentes. Entre as posi¢Oes encontradas, as melhores energias de ligacao
possivelmente serdo igualmente as posicoes reveladas no ambiente bioldgico.

Este estudo relata inibidores potenciais para a principal estrutura do Niv, usando
de uma abordagem computacional integrada para reposicionamento de agentes inibidores.
Apdbs nossos testes de MDoc, uma posicao divergente de ligantes foi gerada, e a posicéo
com a pontuacdo de MDoc ideal e interagdes com QD’s com distribuicdo de carga maior
em suas superficies de ligacdo foi considerada a melhor posi¢do para sequéncia posterior
e anélise manual.

Os compostos para as estruturas superficiais foram visualizados em termos de
interacdes nos bolsos de reconhecimento de substrato da proteina, e a estabilidade
dindmica dos contatos receptor-ligante foi avaliada por meio de célculos computacionais
de cada tipo de QD. Da analise exposta anteriormente, em termos gerais, pode-se concluir
que os QD’s tém um comportamento principalmente lipofilico, mas, por sua vez,
certamente possuem caracteristicas hidrofobicas dada as suas interacdes no processo de
MDoc. A estrutura do QD-K gue teve maior interacdo com a NiV-G se justificasse pela
capacidade de acoplamento dado que € uma estrutura com carga parcial nas pontas e se
torna capaz de interagir com maior facilidade.

Analisou-se que todos os ligantes tém forte ligacdo com os principais sitios ativos,
nomeadamente ASP:302, LEU:305, TRT:504, LYS:560, GLY:506, HSD:127 e
ARG:242.

Conclui-se de a analise de encaixe que 0s novos ligantes tém alta afinidade para o
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Niv. A estabilidade do complexo €é verificada submetendo o complexo, com as
pontuacgdes de energia de afinidade, as quais se deram também por conta da estabilidade
da interacdo é confirmada por parametros como RMSD, liga-se aos principais residuos

cataliticos nomeadamente.

Os resultados do estudo de simulacdo MDin sdo complementares a pesquisa de
docagem. O estudo de simula¢do MDin é ainda validado pelo célculo da energia livre de
ligacdo por MM/PBSA; o complexo tem alta energia negativa. O benzeno presente nos
QDs faz com que as caracteristicas deles fiquem apolares, tendo uma maior facilidade
para se misturarem do que a agua que € polar e interagi com a macromolécula, por conta
das forgas intermoleculares de dipolo induzido existentes entre as moléculas apolares.

Conforme mostrado por meio dessa abordagem integrada, a previséo
computacional para a inibicdo das principais estruturas externas do Niv henipavirus
resultou em algumas pistas promissoras para validacdo experimental adicional. Além
disso, a simulacdo MDin foi usada para entender as mudancgas conformacionais nos
complexos de proteina de ligacdo analisando 0 RMSD. Na anéalise de MM/GBSA, estudos
de MDoc foram validados e foi demonstrado que os ligantes tém caracteristicas de
interacdo capazes de adsorver proteinas.

Verificou-se que os resultados de RMSD para o QD-1, QD-B, QD-D e QD-M
variam significativamente ao longo da trajetdria, principalmente para o QD-B. Isso pode
ser explicado pelo fato de uma de suas extremidades conter hidroxilas, que interagem
com a glicoproteina quando colocadas em oposicdo e fazem com que a particula se
aproxime, como ocorria em alguns momentos entre 80 e 100 Ns. A simulacdo contendo
as estruturas QD-A, QD-E, QD-L, QD-G e QD-F obteve mais instabilidade no comeco
das simulac@es, em torno de 70 Ns, mas manteve a estabilidade ao longo da simulacéo,
com RMSD mais estaveis valores do que o grupo descrito anteriormente.

Apresentamos uma abordagem gque combina simulagdes de MDoc e MEP e MDin,
com simulacBes de energia livre para obter resultados extremamente confiaveis e
eficientes, uma vantagem sobre os estudos experimentais é a possibilidade de decompor
energias livres gerais em contribuicdes de interagdes microscopicas. Esta analise de
componentes é apresentada aqui para energias de afinidade. Varios principios gerais para
ligantes de ligacdo sdo ilustrados. Quando ha uma interacdo na proteina ela induz

alteracOes estruturais no sitio de ligag&o.
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ANEXOS

Tabela 2: Detalhes de distancia, categoria e tipo das possiveis ligagdes quimicas.

10

11

12

13

14

15

16

Nome

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:LEU305:CD1 -
d:RES1

P:LEU305:CD1 -
d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

cor

O

=

O O 0 o0d s @ 8 | 8 @

A
Distancia

4,1533

4,1907

3,4370

3,3361

3,8981

4,8047

5,1207

4,3309

4,8135

3,9209

4,7530

5,0056

5,0179

5,2519

5,4433

5,2353

Categoria

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofébica

TIPO

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Sigma

IT -Sigma

[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT-IT -Forma

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil
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3

4

5

10

11

12

13

14

15

16

Nome

P:LYS560:HZ1 -
d:RES1:045

d:RES1:H66 -
P:GLY506:0

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:LEU305:HD11 -
d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

cor

=

O O 0O 0O o0 @8 @ @ @ @

B

Distancia

2,4026

2,7296

3,4598

3,9281

3,9373

2,7996

5,3631

4,9372

4,2167

5,2464

5,6116

5,4241

5,3955

4,6424

4,6261

5,3034

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofobica

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrof6bica

TIPO
Ligacgéo de

Hidrogénio
Convencional

Ligacéo de
Hidrogénio
Convencional

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Sigma

IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

66



17

10

11

12

13

d:RES1 - P:LEU305

Nome

P:ARG236:HH21
- d:RES1:065

P:GLY506:HN
d:RES1:062

P:LYS560:HZ1
- d:RES1:063

P:ARG242:HA
d:RES1:068

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

d:RES1:H70 - P:PHE458

P:LEU305:HD11
- d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

]

cor

L]

O B 8 O

5,0787

C

Distancia

2,5981

2,7312

2,4663

2,4330

4,0436

3,5092

3,5083

2,5230

2,7415

5,2724

4,8770

5,2732

4,1062

Hidrofébica

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacgéo de
Hidrogénio

Ligacéo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Ligacdo de
Hidrogénio

Hidrofobica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
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IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

Pi-Doador
Ligacdo de
Hidrogénio
IT -Sigma
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada



14

15

16

17

18

19

20

68

P:HSD127 - d:RES1 O 5,3802 Hidrofébica I1 -IT -Forma
d:RES1 - P:LEU305 ] 5,4355 Hidrofdbica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7064 Hidrofébica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 4,6214 = Hidrofobica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 5,2858 | Hidrofdbica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 5,1838 Hidrofdbica IT -alquil
d:RES1 - P:ARG242 ] 5,168 Hidrofébica IT -alquil
D
Nome cor | Distancia Categoria TIPO
P:ASP302:0D2 - d:RES1 [0 3,4135 | Eletrostatica II -Anion
P:ASP302:0D2 - d:RES1 ] 3,6114 Eletrostatica IT -Anion
P:ASP302:0D2 -d:RES1 | [ 3,4480 | Eletrostatica IT -Anion
P:LEU305:HD11 - O 2,9429 Hidrofébica IT-Sigma
d:RES1
P:TRP504 - d:RES1 ] 5,3254 Hidrofébica | II -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 O 4,9783 Hidrofébica | II -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 ] 4,2036 Hidrofébica | II -II -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 ] 5,3398 Hidrofébica | IT -IT -Empilhada
P:HSD127 - d:RES1 O 5,6025 Hidrofébica IT -IT -Forma
d:RES1 - P:LEU305 ] 5,4260 Hidrofobica IT -alquil



11

12

13

10

11

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

Nome

P:ARG236:HH21 -
d:RES1:052

P:GLY506:HN -
d:RES1:045

P:LYS560:HZ1 -
d:RES1:049

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 -
d:RES1

d:RES1:H46 - P:PHE458

P:LEU305:HD11 -
d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

[
[
[

cor

]

4,5798

4,6587

4,9597

E

Distancia

2,6724

2,7027

2,3684

3,4610

4,0351

3,475

2,5461

2,7200

5,2877

4,8608

4,1326

Hidrofébica
Hidrofobica

Hidrofdbica

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Ligacdo de

Hidrogénio

Hidrofébica

Hidrofobica
Hidrofébica

Hidrof6bica

IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

Pi-Doador
Ligacdo de
Hidrogénio
IT -Sigma

IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada

69



12

13

14

15

16

17

18

19

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

Nome
P:ARG236:HH12 -
d:RES1:067

P:ARG236:HH21 -
d:RES1:064

P:LYS560:HZ1 -
d:RES1:062

P:HSD127:HD1 -
d:RES1:069

d:RES1:H75 -
P:GLY506:0

d:RES1:H74 -
P:ASP219:0D2

O o o o d o @

5,2235

5,3297

5,4416

4,7045

5,2369

4,5881

5,1735

5,1625

F

Distancia

2,72901

2,6253

2,465

2,2978

2,5676

1,8899

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofobica

Categoria
Ligacdo de

Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacgéo de
Hidrogénio

[T -IT -Empilhada

IT-IT -Forma
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacéo de
Hidrogénio
Convencional

70



7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

P:HSD127:HA -
d:RES1:069

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:LEU305:HD11 -
d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

O

O

O 0O o o o0ode s @ @ @

2,7785

3,5012

4,0428

3,521

2,746

5,2971

4,9128

4,1216

5,3119

5,4181

5,4256

5,3140

4,7127

4,6474

5,1673

5,2030

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofébica

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofébica

71

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT-Sigma

[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
IT-IT -Forma

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil

IT -alquil



10

11

12

13

Nome

P:ARG236:HH21 -

d:RES1:065

P:GLY506:HN -

d:RES1:072

P:LYS560:HZ1 -

d:RES1:067

P:HSD127:HD1 -

d:RES1:044

d:RES1:H75 -

P:ASN123:0D1

d:RES1:H73 -
P:GLY506:0

P:ARG242:HA -

d:RES1:063

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:LEU305:HD11 -

d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

cor

=

G

Distancia

2,5055

2,6542

2,2472

2,4651

2,1172

2,5581

2,4940

4,1424

3,6993

3,6908

2,8470

5,1734

4,7067

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrof6bica

Hidrof6bica

Hidrofébica

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

T —Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Sigma

IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada

72



14

15

16

17

18

19

20

21

22

73

P:TRP504 - d:RES1 ] 5,6160 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 O 4,9919 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 O 4,0831 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
P:HSD127 - d:RES1 ] 5,2477 Hidrofdbica IT-IT -Forma
d:RES1 - P:LEU305 ] 4,5759 Hidrofobica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 L] 5,3149 Hidrofobica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7031 Hidrofdbica IT -alquil
d:RES1 - P:LEU305 ] 5,0719 Hidrofdbica IT -alquil
d:RES1 - P:ARG242 ] 5,1429 | Hidrofobica IT -alquil
H
Nome cor | Distancia  Categoria TIPO
P:ASP302:0D2-d:RES1 [@ | 3,1977 | Eletrostatica IT -Anion
P:ASP302:0D2 - d:RES1 ] 3,5046 Eletrostatica IT -Anion
P:ASP302:0D2-d:RES1 [ | 3,5001 Eletrostatica IT -Anion
P:LEU305:HD11 - O 2,6351 Hidrofdbica IT -Sigma
d:RES1
P:TRP504 - d:RES1 O 5,7080 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 ] 4,9184 Hidrofébica | II -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 ] 5,6010 Hidrofébica | II -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 ] 4,9208 Hidrofébica | II -IT -Empilhada
P:TRP504 - d:RES1 O 5,4639 = Hidrofébica | II-IT-Empilhada



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

1

2

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

Nome
P:HSD281:HD1 -
d:RES1:074

d:RES1:H78 -
P:GLY506:0

O O o oo dfdifb@s @ B | -

cor

=

=

4,0875

3,9404

5,3868

5,3672

5,5831

4,6701

4,7664

4,3052

4,8308

5,0104

5,0695

5,4112

5,2446

5,1307

Distancia

2,3803

2,5844

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofébica

Categoria
Ligacdo de

Hidrogénio

Ligacéo de
Hidrogénio

[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
IT -IT-Forma
IT-IT -Forma
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacéo de
Hidrogénio
Convencional

74



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

P:GLU5S05:HA -
d:RES1:076

P:ARG236:NH2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

N 1 By T R o B O

2,1225

3,2627

3,0124

3,3264

3,2683

5,9096

5,5256

5,5426

5,3119

4,2818

4,5246

5,0424

4,8926

5,1804

5,8998

5,5518

4,6988

4,3161

4,6662

4,9913

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofébica

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

Pi-Cation

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT-IT -Forma
IT-IT -Forma
IT-IT -Forma
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil



23

24

25

26

27

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

Nome
P:ARG236:HH12 -
d:RES1:076

P:ARG236:HH22 -
d:RES1:074

P:HSD127:HDL1 -
d:RES1:079

d:RES1:H84 -
P:ASP219:0D1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:LEU305:HD11 -
d:RES1

O o o o O

cor

4,8870

5,2393

5,4225

4,9299

5,2107

Distancia

1,9475

2,6960

2,2550

2,2599

3,9220

3,1978

3,9273

3,6398

2,6049

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofobica

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofébica

IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

TIPO
Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Sigma

76



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

N T I e 1 e A I A o

5,8235

5,1316

5,1118

5,7104

4,1767

5,4673

4,1152

5,6183

5,9518

5,3791

4,8019

5,7551

4,7332

4,2474

4,8096

4,9964

5,1554

5,0268

5,0590

5,4510

Hidrofébica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofébica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofobica

Hidrofébica

Hidrofobica

Hidrof6bica

Hidrofébica

Hidrofobica

Hidrofébica

Hidrofébica

[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
[T -IT -Empilhada
IT-IT -Forma
IT-IT -Forma
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

77



10

11

Nome
P:ARG236:HH12 -
d:RES1:057

P:ARG242:HH11 -
d:RES1:089

P:GLY506:HN -
d:RES1:064

P:LYS560:HZ1 -
d:RES1:078

d:RES1:H83 -
P:TRP504:0

d:RES1:H77 -
P:GLY506:0

P:ARG242:HDL1 -
d:RES1:089

P:ARG242:HD2 -
d:RES1:084

P:GLU5S05:HA -
d:RES1:063

P:ASN123:HA -
d:RES1:082

P:ASN123:HC -
d:RES1:082

cor

=

K

Distancia

3,0739

2,3267

2,6155

2,1994

2,3773

2,5862

2,3298

2,5980

2,7736

2,5681

2,4066

Categoria
Ligacdo de

Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacéo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

Ligacéo de
Hidrogénio de
Carbono

Ligacdo de
Hidrogénio de
Carbono

78



12 | P:ASP302:0D2 - d:RES1 3,3616 Eletrostatica IT -Anion

O

13 | P:ASP302:0D2 - d:RES1 [] 3,3569 Eletrostatica I1 -Anion

14 | P:ASP302:0D2 - d:RES1 ] 3,2099 Eletrostatica I1 -Anion

15 P:TRP504 - d:RES1 ] 5,6601 Hidrofébica II -I1 -Empilhada
16 P:TRP504 - d:RES1 ] 5,5811 Hidrofébica II -I1 -Empilhada
17 P:TRP504 - d:RES1 O 5,4716 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
18 P:TRP504 - d:RES1 O 4,9167 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
19 P:TRP504 - d:RES1 O 4,0636 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
20 P:TRP504 - d:RES1 O 4,5802 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
21 P:HSD281 - d:RES1 ] 5,4487 Hidrofébica II -I1 -Empilhada
22 P:HSD281 - d:RES1 ] 5,1632 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
23 P:HSD127 - d:RES1 O 5,0927 Hidrofobica IT -IT -Forma
24 P:HSD127 - d:RES1 O 4,8265 Hidrofobica IT -IT -Forma
25 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7608 Hidrofobica IT -alquil

26 d:RES1 - P:LEU305 ] 45243 Hidrofébica IT -alquil

27 d:RES1 - P:LEU305 ] 42722 Hidrofébica IT -alquil

28 d:RES1 - P:LEU305 L] 4,6968 Hidrofdbica IT -alquil

29 d:RES1 - P:ARG242 ] 4,8028 Hidrofébica IT -alquil

30 d:RES1 - P:ARG242 ] 49371 Hidrofébica IT -alquil

31 d:RES1 - P:LEU305 L] 5,1475 Hidrofdbica IT -alquil

32 d:RES1 - P:LEU305 L] 5,2928 Hidrofdbica IT -alquil



33

10

11

12

13

14

d:RES1 - P:LEU305

Nome
P:LYS560:HZ3 -
d:RES1:074

P:HSD281:HD1 -
d:RES1:073

d:RES1:H75 -
P:ASP219:0D1

P:ARG236:NH2 -
d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

cor

O

O &0 0O @O O o O

5,0757

L

Distancia

2,1151

2,4940

1,9917

3,4037

3,5482

3,0198

3,9959

3,2316

5,9070

5,2408

5,2703

4,2408

4,1869

5,7696

Hidrofébica

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofobica
Hidrofdbica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrof6bica

IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Pi-Cation

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

1

P:TRP504 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD281 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

P:HSD127 - d:RES1

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

Nome

P:ARG236:HH12 -
d:RES1:073

1 1 R O

cor

=

5,5126

5,0287

5,4258

4,9244

5,1329

5,8401

4,5956

4,6704

4,3055

4,8802

5,0222

5,4895

5,2851

4,8900

5,2174

5,4446

M
Distancia

1,9201

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofobica

Categoria

Ligacdo de
Hidrogénio

[T -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Forma
IT -IT -Forma
IT -IT -Forma
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil
IT -alquil

IT -alquil

TIPO

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

P:ARG236:HH22 -
d:RES1:077

P:HSD127:HD1 -
d:RES1:079

d:RES1:H75 -
P:TYR280:0H

P:HSD127:HA -
d:RES1:079

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:ASP302:0D2 - d:RES1

P:LEU305:HD11 -
d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

P:TRP504 - d:RES1

O B B0 O &8 O @ O

2,7601

2,3038

2,7571

2,5844

3,1660

3,5490

3,5243

3,9846

2,6213

5,7787

5,0285

4,9911

5,6386

4,1491

5,4818

4,0399

5,4762

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Ligacdo de
Hidrogénio

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Eletrostatica

Hidrofobica

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica

Hidrofébica

Ligacgéo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacéo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacdo de
Hidrogénio
Convencional

Ligacgéo de
Hidrogénio de
Carbono

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Anion

IT -Sigma

IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada
IT -IT -Empilhada

IT -IT -Empilhada
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19 P:HSD281 - d:RES1 O] 53791 | Hidrofébica | II -IT -Empilhada
20 P:HSD127 - d:RES1 ] 4,7571 | Hidrofobica IT -IT -Forma
21 P:HSD127 - d:RES1 C 5,7311 | Hidrofobica IT -IT -Forma
22 d:RES1 - P:LEU305 [] 47779 Hidrofébica IT -alquil
23 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,2280 | Hidrofdbica IT -alquil
24 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7435 Hidrofébica IT -alquil
25 d:RES1 - P:LEU305 L] 5,0265 | Hidrofobica IT -alquil
26 d:RES1 - P:LEU305 ] 5,1279 | Hidrofébica IT -alquil
27 d:RES1 - P:ARG242 ] 5,1025 | Hidrofobica IT -alquil
28 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,9847 | Hidrofdbica IT -alquil
N
Nome cor | Distancia  Categoria TIPO
1 P:ARG236:HE - O 2,6472 Ligacdo de Ligacdo de
d:RES1:076 Hidrogénio Hidrogénio
Convencional
2 P:LYS560:HZ1 - O 2,0818 Ligacdo de Ligacdo de
d:RES1:083 Hidrogénio Hidrogénio
Convencional
3 P:ARG242:HA - [] 2,6173 Ligacdo de Ligacéo de
d:RES1:074 Hidrogénio Hidrogénio de
Carbono
4 P:LYS560:HE1 - [] 2,5113 Ligacéo de Ligacéo de
d:RES1:082 Hidrogénio Hidrogénio de
Carbono
5/ P:ASP302:0D2 - d:RES1 ] 4,9441 Eletrostatica IT -Anion
6 P:ASP302:0D2 - d:RES1 ] 4,3214 Eletrostatica IT -Anion



7  P:ASP302:0D2 - d:RES1 4,9889 Eletrostatica IT -Anion

8 | P:ASP302:0D2 - d:RES1 4,4619 Eletrostatica IT -Anion
9 | P:ASP302:0D2 - d:RES1 4,4414 Eletrostatica IT -Anion

10 P:ASN123:HC - d:RES1 2,3643 Hidrofdbica IT -Sigma

11 P:TRP504 - d:RES1 5,3840 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada

O @ O O O O

12 P:TRP504 - d:RES1 4,8748 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada

13 P:TRP504 - d:RES1 O 5,0937 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
14 P:TRP504 - d:RES1 O 4,6501 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
15 P:TRP504 - d:RES1 O 3,9360 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
16 P:TRP504 - d:RES1 ] 5,0752 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
17 P:TRP504 - d:RES1 O 4,1424 Hidrofobica | IT -IT -Empilhada
18 P:TRP504 - d:RES1 O 5,4060 Hidrofébica | IT -IT -Empilhada
19 d:RES1 - P:LEU305 ] 5,0501 Hidrofdbica IT -alquil
20 d:RES1 - P:LEU305 ] 5,2107 Hidrofébica IT -alquil
21 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,2573 Hidrofobica IT -alquil
22 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7405 Hidrofdbica IT -alquil
23 d:RES1 - P:LEU305 L] 5,0815 Hidrofdbica IT -alquil

24 d:RES1 - P:LEU305 ] 4,7655 Hidrofobica IT -alquil



25

26

d:RES1 - P:LEU305

d:RES1 - P:ARG242

]

]

4,5847

5,2566

Hidrofébica

Hidrofobica

IT -alquil

IT -alquil
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