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RESUMO 

 

A abordagem computacional no planejamento e desenvolvimento de novos fármacos 

está relacionada ao entendimento a nível molecular do alvo sob estudo. A compreensão 

das interações proteína-ligante serve como um guia para planejar e desenvolver 

potenciais ligantes. Sob este ponto de vista, este trabalho foi realizado com o uso de 

métodos computacionais em alvos moleculares envolvidos em três doenças. Na primeira 

parte, o estudo in silico foi aplicado para as enzimas NS3-4A e NS5B pertecentes ao 

vírus da hepatite C. A decomposição de energia e os tipos de interações quando 

comparados ao fármaco telaprevir sugerem que três ligantes têm um maior potencial 

para inibir a proteína NS3-4A. No entendimento sobre o comportamento molecular o 

estudo com a enzima NS5B na presença e na ausência dos íons Mg
2+

 demonstrou que a 

interação desta enzima com o fármaco sofosbuvir é mais efetiva na presença de Mg
2+ 

no 

sítio ativo. Este resultado foi aplicado na busca por novos ligantes de NS5B onde foi 

encontrado um ligante com melhor interação do que o fármaco sofosbuvir. Na segunda 

parte, a enzima quinase PKCδ presente na via metabólica do câncer de cabeça e pescoço 

teve sua estrutura 3D predita por modelagem por homologia. O docking molecular do 

modelo da PKCδ foi realizado com 10 moléculas presentes no látex de Euforbia 

tirucalli L. devido a sua ação anticâncer. Os resultados demonstraram que as moléculas 

eufol, ß-sitosterol e taraxasterol podem ser candidatos promissores no desenvolvimento 

de candidatos a novos fármacos com ação anticâncer. Na terceira parte, foi realizado um 

estudo por modelagem por homologia, docking e dinâmica molecular com as cisteíno 

proteases de Llacys1, T. cruzi e cruzaína de Leishmania amazonensis, respectivamente, 

com três derivados de benzofenonas. Os resultados demonstraram que as interações dos 

derivados de benzofenonas com a Llacys1 e cruzaína ocorrem no mesmo sítio de 

ligação na superfície das enzimas, sugerindo que duas benzofenonas são promissoras na 

inibição de cisteíno proteases. Portanto, os resultados desses estudos mostraram o poder 

das técnicas de química computacional no entendimento de fenômenos a nível 

molecular e trouxeram novas perspectivas para o tratamento da hepatite C, cancêr de 

cabeça e pescoço e leishmaniose. 

 

Palavras chave: Métodos computacionais. Vírus da hepatite C. Câncer de cabeça e 

pescoço.     Leishmaniose. 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

The computational approach in the planning and development of new drugs is related to 

the molecular understanding of the target under study. The understanding of protein-

ligand interactions serves as a guide to plan and develop potential binders. From this 

point of view, this work was accomplished with the use of computational methods in 

molecular targets involved in three diseases. In the first part, the in silico study was 

applied to the enzymes NS3-4A and NS5B pertaining to the hepatitis C virus. The 

energy decomposition and the types of interactions when compared to the drug 

telaprevir suggest that three ligands have better potential to inhibit the NS3-4A 

protein. In the understanding of the molecular behavior, the study with the NS5B 

enzyme in the presence and absence of Mg
2+

 ions showed that the interaction this 

enzyme with the drug sofosbuvir is more effective in the presence of Mg
2+ 

in the active 

site. This results was applied in the search for new ligands of NS5B where a ligand with 

better interaction than the drug sofosbuvir was found. In the second part, the enzyme 

kinase PKC δ present in the metabolic pathway of head and neck cancer had its 3D 

structure predicted by homology modeling. The molecular docking of the PKC δ model 

was performed with 10 molecules present in the latex of Euforbia tirucalli L. due to its 

anticancer action. The results demonstrated that eufol, β-sitosterol and taraxasterol 

molecules may be promising candidates for the development of new anticancer drugs in 

head and neck tumors. In the third part, the study was performed with cysteine proteases 

of Llacys1, T. cruzi and cruzain of Leishmania amazonensis, respectively, with 3 

benzophenone derivatives. The results demonstrate that the interactions of 

benzophenone derivatives with Llacys1 and cruzain occur at the same binding site on 

the surface of the proteins, suggesting that two benzophenone are promising in 

inhibiting cysteine proteases. Therefore, the results of these studies showed the power 

of computational chemistry techniques in the understanding of phenomena at the 

molecular leves and brought new perspectives for the treatment of hepatitis C, head and 

neck cancers and leishmaniasis. 

 

Key words: Computational methods. Hepatitis C vírus. Head and neck cancers.   

Leishmaniasis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, o desenvolvimento de novos fármacos é sem dúvida uma das tarefas 

mais difíceis da ciência. O desenvolvimento de novos medicamentos impulsionado 

pelos esforços combinados da indústria farmacêutica, empresas de biotecnologia, 

pesquisadores e outros setores públicos e privados é um processo muito complexo que 

exige interdisciplinaridade. Este conjunto produziu não apenas uma melhoria geral na 

saúde a partir da descoberta de novos fármacos mais eficazes, mas contribuiu para o 

avanço da ciência, impulsionando o desenvolvimento de ferramentas complexas e 

técnicas mais precisas para a descoberta e aperfeiçoamento de novas moléculas ativas 

[1].  

 

 

Figura 1 - Representação esquemática do protocolo comumente seguido durante o processo de desenho de 

fármacos, na qual a estrutura da proteína alvo é conhecida ou pode ser modelada. As etapas 

entre parênteses nem sempre são realizadas e as sombreadas de cinza podem ser incorporadas 

nas simulações por dinâmica molecular. 

Fonte: [1]. 

 

O desenho de fármacos baseado em estrutura tornou-se uma tecnologia 

altamente desenvolvida e utilizada nas maiores empresas farmacêuticas. A modelagem 

molecular por homologia é uma ferramenta chave que é característica de um esforço 

integrado no descobrimento de novos fármacos, porque ela permite que as informações 
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genômicas sejam utilizadas na proposição de modelos dos alvos moleculares e que 

permitem a busca de ligantes como também na engenharia de especificidade de ligantes 

[6]. Entre as técnicas mais importantes utilizadas em conjunto com a modelagem 

molecular para determinar moléculas inibidoras estão o docking e a simulação por 

dinâmica molecular (DM). Se a estrutura do alvo protéico é conhecida, então a 

aplicação é essencialmente um desenho de fármaco baseado na estrutura, onde o 

processo na descoberta de novos fármacos geralmente segue um procedimento bem 

estabelecido mostrado esquematicamente na figura 1 [1].  

Estes métodos têm objetivos relacionados, tais como: procurar identificar a 

localização do sítio de ligação do ligante e a geometria do ligante neste sítio. Seu 

emprego possibilita a classificação de uma série de ligantes relacionados em termos de 

sua afinidade ou avaliar a energia livre de ligação absoluta tão precisamente quanto 

possível [6]. O docking molecular é uma técnica rápida que pode ser usada para varrer 

bibliotecas com grande número de compostos e reduzir esta quantidade, e a simulação 

de DM pode ser aplicada as moléculas selecionadas por docking. Além disso, 

simulações de DM podem ser empregadas na preparação da proteína receptora antes do 

docking, para otimizar sua estrutura incorporada com a flexibilidade; para o refinamento 

dos complexos ancorados, incluindo efeitos de solvente; para calcular energia livre de 

ligação, fornecendo uma classificação precisa dos potenciais ligantes, e no mais recente 

desenvolvimento, durante o processo de docking para encontrar o sítio de ligação e 

ancorar corretamente o ligante a priori [1]. 

Computadores rápidos e/ou configurados como clusters de custo relativamente 

baixo têm aumentado a velocidade em que novos candidatos fármacos podem ser 

identificados e avaliados in silico. O primeiro ciclo para o desenho de novos candidatos 

fármacos inclui a determinação da estrutura da proteína alvo por um dos três principais 

métodos usados para desenho de fármacos: cristalografia de raios-X, RMN 

(Ressonância Magnética Nucluear) ou predição por métodos computacionais como 

modelagem comparativa, ab intio e threading. Uma vez que o alvo foi identificado, é 

necessário obter informações sobre a precisão estrutural. No caso da estrutura predita 

por modelagem comparativa os modelos devem ser avaliados por vários programas para 

determinar desvios do comprimento de ligação com relação à geometria ideal, (que não 

devem ser maiores que 0,015 Å ou 3
o 

para ângulos entre ligações. Átomos planares não 

devem estar mais que 0,015 Å fora do plano e não deve haver centros quirais incorretos. 

Finalmente, no mínimo 90% dos ângulos φ e ψ da cadeia principal devem cair na região 
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mais favorável do gráfico de Ramachadran, garantindo maior precisão aos modelos, 

observando a estereoquímica da estrutura [6].  

A maioria dos fármacos introduzidos atualmente no arsenal terapêutico depende 

sobremaneira, da utilização de ferramentas computacionais envolvidas no processo de 

desenvolvimento, desde a coleta e gerenciamento de dados à realização de simulações a 

nível molecular. O planejamento racional de um fármaco baseado em estrutura e no seu 

mecanismo de ação pode alcançar o sucesso esperado por meio do conhecimento 

apurado da maior quantidade possível e disponível de informações de ordem estrutural 

acerca da biomolécula. Embora o número de estruturas resolvidas por métodos 

experimentais venha crescendo aceleradamente nos últimos anos, devido aos avanços 

alcançados em técnicas de determinação estrutural, ainda existe pouca ou nenhuma 

informação estrutural disponível para a maioria das proteínas eleitas como atrativos 

alvos terapêuticos, porque o número de sequências primárias depositadas em bancos de 

dados (por exemplo, o GenBank [7] com mais de 200 milhões de sequências) ainda é 

muito maior do que o repositório de estruturas tridimensionais (por exemplo, o Protein 

Data Bank (PDB) [8] com mais de 135 mil estruturas). Dessa forma, existe uma 

constante necessidade da elaboração de modelos estruturais virtuais de proteínas-alvo 

para ajudar no processo de identificação e otimização de protótipos. Em relação a esse 

quesito, a estratégia da modelagem por homologia oferece um excelente ―background‖ 

no planejamento racional de fármacos. A técnica baseia-se no conhecimento de que a 

conformação estrutural de uma proteína é mais conservada que sua sequência de 

aminoácidos, durante o processo evolutivo. Assim, proteínas homólogas com estruturas 

resolvidas podem ser utilizadas como molde na construção de modelos de proteínas-

alvo, em que o grau de confiabilidade do processo é altamente dependente do grau de 

similaridade entre as sequências. O modelo da proteína-alvo elaborado e, 

posteriormente, validado, pode ser submetido a diversas simulações computacionais, 

como por exemplo, a triagem virtual para a seleção de novas moléculas candidatas a 

fármacos [9].  

Sob este ponto de vista, este trabalho foi realizado com o uso de métodos 

computacionais em modelagem molecular em alvos moleculares envolvidos em hepatite 

C, câncer de cabeça e pescoço e leishmaniose. 
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2 TÉCNICAS COMPUTACIONAIS 

 

Nesta seção serão abordadas as técnicas computacionais utilizadas durante o 

desenvolvimento deste trabalho. 

 

2.1  Modelagem por homologia 

 

O princípio da modelagem molecular por homologia (ou comparativa) se baseia 

no fato de que ao longo da evolução as estruturas das proteínas se encontram mais 

conservadas do que a sua sequência. A evolução biológica das proteínas segue alguns 

parâmetros como a homologia entre sequência de aminoácidos que implica em 

semelhança estrutural. Proteínas internas homólogas apresentam regiões conservadas e 

as alterações estruturais ocorrem em regiões de alças. Além disso, as proteínas se 

agrupam em um número de famílias possibilitando modelar a proteína de interesse se 

houver um membro da família que já possui sua estrutura resolvida. As técnicas 

predominantes para determinar experimentalmente a estrutura tridimensional (3D) são 

difração de raios-X (modelo estático) e a ressonância magnética nuclear (modelo 

dinâmico) [95]. Essas técnicas são precisas, mas de alto custo. Porém, as limitações 

técnicas estão no processo de purificação ou em manter o estado nativo após a 

cristalização. E devido a estes fatos, existe a necessidade de predizer estruturas proteicas 

computacionalmente [96]. 

As técnicas computacionais para a predição de estrutura 3D de proteínas 

predominantemente utilizadas são modelagem por homologia, threading e ab initio. A 

modelagem por homologia é altamente confiável sobre a similaridade da sequência 

podendo ter erros limitados em cadeias laterais e posicionamento de alças[96] [97]. A 

precisão do método está em assumir que se há semelhança detectável entre duas 

sequências lineares, a semelhança estrutural pode ser assumida e a função potencial 

guiará o modelo no caminho dos moldes em direção à estrutura correta. Um modelo 

construído por modelagem comparativa necessita de uma estrutura 3D da família do 

alvo elucidada por técnicas experimentais. E a identidade entre o alvo e o molde deve 

ser acima de 40% para que o modelo possa ser confiável. Para a construção do modelo a 

modelagem molecular comparativa é composta de quatro passos sequenciais: procura e 

seleção dos moldes, alinhamento molde/alvo, construção do modelo e avaliação dos 

modelos [98].  
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A modelagem inicia-se pela procura de moldes em um banco de dados de 

estruturas de proteínas (Protein data bank - PDB) [8], usando como parâmetro de 

entrada uma sequência primária de estrutura não determinada experimentalmente (alvo) 

para que esta seja alinhada com possíveis sequências homólogas de estruturas 

conhecidas depositadas no PDB (moldes) [98]. Uma vez obtida uma lista de moldes 

potenciais usando-se um ou mais métodos de busca, é necessário selecionar os moldes 

que são apropriados para o problema de modelagem em particular. Normalmente 

seleciona-se os modelos que possuem identidade mais elevada, isto é, porcentagem mais 

alta de resíduos idênticos e um menor número de gaps no alinhamento. Para a 

construção de um complexo proteína-ligante, a escolha do molde que contém um ligante 

semelhante é provavelmente mais importante que a resolução do modelo. Por outro 

lado, se o modelo será usado para analisar a geometria do sítio ativo de uma enzima, é 

preferível usarmos um modelo de alta resolução. Com o molde selecionado é realizado 

o alinhamento (molde/alvo). O alinhamento é um dos principais passos na modelagem, 

pois é dele que são extraídas as restrições espaciais para a construção do modelo. Para 

as sequências de proteínas proximamente relacionadas com identidade superior a 40%, 

o alinhamento será mais preciso. Regiões de baixa similaridade são comuns quando a 

identidade total da sequência está abaixo de 40% [97, 98], podendo o modelo gerado a 

partir deste alinhamento ser utilizado para outros fins que não o docking ou a inferência 

de características evolutivas comuns. Alinhamentos abaixo de 30% começam a 

apresentar muitas falhas com grandes extensões de gaps e erros nos alinhamentos [97]. 

Uma vez realizado o alinhamento o modelo é construído. A construção do 

modelo por homologia pode ser realizada pelos programas MODELLER [99], SWISS-

MODEL e SwissPdb viewer [100, 101]. No programa MODELLER a modelagem 

molecular comparativa é realizada por satisfação das restrições espaciais e usa a 

distância geométrica e técnicas de otimização para satisfazer as restrições espaciais 

obtidas do alinhamento. O programa deriva muitas distâncias e restrições de ângulos 

diedros no alinhamento da sequência alvo com o molde da estrutura 3D. As restrições 

espaciais na sequência alvo são obtidas da análise estatística das relações entre várias 

características da estrutura da proteína. As restrições derivadas do molde para a 

composição do conjunto de restrições total do modelo, violando a própria 

estereoquímica, compõem a função objetivo [98, 99]. Finalmente, o modelo é obtido 

pela otimização da função objetivo no espaço cartesiano. Vários modelos ligeiramente 

diferentes podem ser calculados variando a estrutura inicial. Outros fatores como 
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seleção de molde e um alinhamento preciso, têm um grande impacto na construção do 

modelo e em sua precisão, especialmente para modelos baseados em uma identidade 

sequencial abaixo de 40%. 

A qualidade do modelo predito determina a informação que pode ser extraída 

dele. Assim, estimar a precisão do modelo 3D da proteína é essencial para interpretá-lo. 

O modelo pode ser avaliado como um todo bem como em regiões individuais, com base 

na similaridade entre as sequências do molde e do alvo, observando resíduos 

importantes em regiões da proteína como o sítio ativo e sua conservação [98, 102]. Um 

requerimento básico para um modelo é ter uma boa qualidade estereoquímica. Os 

programas mais utilizados são o PROCHECK [103] e WHATCHECK [104]. As 

características de um modelo que são checadas por estes programas incluem 

comprimento de ligação, ângulo de ligação, ligação peptídica e planaridade de anéis da 

cadeia lateral, quiralidade, ângulos de torção da cadeia principal e cadeia lateral e 

choques entre pares de átomos não ligados. Há também métodos para testar modelos 3D 

que implicitamente carregam muitas características espaciais compiladas de estruturas 

de proteínas a alta resolução. Estes métodos são baseados nos perfis 3D e potenciais 

estatísticos de força. Os programas que implementam estas aproximações incluem o 

VERIFY3D [105], PROSAII [106], HARMONY [107] e ERRAT [108]. Os programas 

avaliam o ambiente químico de cada resíduo em um modelo com respeito ao ambiente 

químico esperado como encontrado em estruturas da difração de raios-X à alta 

resolução.  

As aplicações de modelos moleculares determinados por modelagem molecular 

comparativa estão diretamente relacionadas à precisão dos modelos com relação à 

identidade entre o alvo e o molde, estabelecendo uma escala que varia de acordo com 

sua identidade e o RMSD (Root Mean Square Deviation) determinado. Alta precisão em 

modelos comparativos é baseada na identidade sequencial acima de 50% com relação 

aos seus moldes. Tais modelos tendem a ter um RMSD de aproximadamente 1 Å para 

átomos da cadeia principal, o qual é comparável à precisão de estruturas determinadas 

por RMN e estruturas obtidas por difração de raios-X a média ou a baixa resolução. A 

precisão média em modelos comparativos é baseada em uma identidade de 40-50%. 

Estes modelos tendem a ter aproximadamente 90% da cadeia principal modelada com 

um RMSD de 1,5 Å. Há um empacotamento de cadeias laterais mais frequentes, erros 

de distorção de core e modelagem de regiões de alças e há ocasionalmente erros nos 

alinhamentos. Finalmente, modelos de baixa precisão são aqueles obtidos com 
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identidade inferior a 30%. Os erros nos alinhamentos aumentam rapidamente quanto 

menor a identidade e tornam-se mais significantes, originando erros nos modelos 

gerados. Assim, quando um modelo é gerado com um alinhamento insignificante com 

relação a uma estrutura conhecida, ele deve ter um enovelamento totalmente incorreto. 

Outros fatores como seleção do molde e alinhamento preciso, normalmente tem um 

grande impacto na precisão dos modelos, especialmente para modelos gerados com 

identidade acima de 40%. 

 

2.2 Docking molecular 

 

O ancoramento, atracamento ou docking molecular é um processo 

computacional de busca pelo melhor encaixe do ligante, geometricamente e 

energeticamente ao sítio de ligação de uma proteína. Quando aplicado a um conjunto de 

ligantes este procedimento permite o estabelecimento de uma classificação entre as 

moléculas de maior e menor afinidade a um determinado receptor [109]. Na figura 2 

temos a respresentação esquemática de docking. 

 

 

Figura 2 - Respresentação esquemática do ancoramento de uma ligante ao sitío de ligação de uma 

proteína. 

Fonte: do autor. 

 

Durante o processo de reconhecimento molecular, o receptor e o ligante sofrem 

mudanças conformacionais. A consideração da flexibilidade molecular do receptor e do 

ligante implica no tratamento de centenas de milhares de graus de liberdade, por parte 

do algoritmo de docking. Além disso, o reconhecimento molecular é um processo 

dinâmico e altamente complexo, envolvendo um grande número de interações 

moleculares entre o ligante, o receptor e o solvente. A fim de solucionar a alta 
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complexidade do docking, geralmente é desenvolvido um algoritmo que investigue de 

forma eficaz a conformação e a orientação do ligante ao sítio de ligação do receptor. Por 

conseguinte, é realizada a predição da afinidade de ligação do complexo receptor-

ligante, sendo avaliada pela predição da energia livre de ligação, que seja viável 

computacionalmente, para discriminar corretamente entre diferentes modos de ligação 

do mesmo ligante e/ou determinar, entre ligantes distintos, aquele com maior afinidade 

de ligação para o mesmo receptor [110].  

Desde a implementação dos primeiros algoritmos, vários métodos têm sido 

implementados. Além de diferenciarem na função de avaliação/scoring, os métodos de 

docking se diferenciam em relação ao grau de flexibilidade das moléculas biológicas. 

Embora a consideração da flexibilidade molecular seja uma característica importante 

para a representação da realidade em um algoritmo, muitas vezes isto não é viável 

devido ao grande número de graus de liberdade da proteína. Dessa forma, existem 

programas que tratam tanto o receptor quanto o ligante como moléculas rígidas, 

considerando apenas os graus de liberdade translacionais e rotacionais do ligante. 

Atualmente, esses algoritmos são utilizados na triagem de grande banco de moléculas 

para a identificação de compostos bioativos, visando a posterior investigação com 

técnicas de docking mais precisas. Porém, existem algoritmos que consideram a 

flexibilidade do ligante. Contudo, tanto no docking rígido quanto o flexível a estrutura 

da proteína é fixada na posição determinada experimentalmente, por exemplo. Alguns 

programas permitem a inclusão da flexibilidade, em algum grau, do receptor, por 

exemplo, para alguns resíduos presentes ao redor do sítio de ligação. Assim, os métodos 

de docking podem descrever interações receptor-ligante, na qual podem ser divididos 

em três estratégias: (1) receptor e ligante rígidos (docking rígido), (2) receptor rígido e 

ligante flexível (docking semi-flexível), e (3) receptor e ligante flexíveis (docking 

flexível) [110]. 

As metodologias de docking são amplamente utilizadas dentro do processo de 

desenho racional de fármacos baseado em estrutura, tanto para a descoberta de novas 

substâncias bioativas, por meio de técnicas como triagem virtual, quanto para o 

refinamento e otimização de moléculas protótipos previamente identificados. 

Neste trabalho foram utilizados dois programas de docking, Autodock Vina 

[111] e Autodock4 [112]. Estes programas são distribuídos segundo a filosofia de 

programa livre do Projeto GNU (Lesser General Public License). O Autodock Vina e 

Autodock4 são programas altamente citados na literatura e foram desenvolvidos no 
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instituto de pesquisa Scripps por Trott e Morris e colaboradores, repectivamente. Esses 

programas têm vários sucessos com a utilização na triagem virtual com inibidores como 

fosfatase Cdc25, transportadores de glutamato, D-Ala-D-Ala ligase e receptores de 

ciclodextrinas [113].  

O Autodock apresenta um procedimento automatizado para prever as interações 

do ligante com o receptor. A versão atual do Autodock utiliza o algoritmo genético 

Lamarkiano e a função semi-empírica de energia baseada no campo de força AMBER 

(Assisted Model Building with Energy Refinement) em busca das melhores posições do 

ligante.  Esse algoritmo evolutivo é um método estocástico utilizado para encontrar um 

mínimo global de energia da ligação proteína-ligante. No ancoramento considerando o 

receptor rígido o algoritmo de busca explora diferentes posições para o ligante no sítio 

de ligação do receptor, utilizando os graus de liberdade translacionais, rotacionais e 

conformacionais do ligante. Os cálculos do AutoDock são realizados nas seguintes 

etapas: 1) preparação dos arquivos de coordenadas usando AutoDockTools, 2) pré-

cálculos de afinidades atômicas usando AutoGrid, 3) ancoramento de ligantes usando 

AutoDock e 4) análise de resultados usando AutoDockTools [114].  

O Autodock utiliza o método de rede (grid) para a busca no espaço 

conformacional disponível para o ligante em um receptor que permite uma avaliação da 

energia de ligação entre conformações. Neste método atribui-se uma rede que contém a 

proteína alvo. A seguir, um átomo de teste é colocado em cada ponto da rede, a energia 

de interação entre o átomo e a rede é calculada, e o valor é estocado na rede. Essa rede 

de energias pode então ser utilizada como uma tabela de referência durante o processo 

de docking. O principal método para busca conformacional neste pacote é o algoritmo 

genético Lamarckiano. Neste método, uma população de conformações de teste é 

criada, e então em gerações sucessivas, estes indivíduos são mutados, trocam 

parâmetros conformacionais e competem de maneira análoga à evolução biológica, 

selecionando indivíduos com a energia de ligação mais baixa. O aspecto ―lamarckiano‖ 

é um traço adicional que permite conformações individuais pesquisarem seu espaço 

conformacional local, encontrando mínimos, e então passam essa informação para 

gerações futuras. Para predizer as energias livres de ligação de pequenas moléculas em 

alvos macromoleculares, o AutoDock4 utiliza um campo de força de energia livre semi-

empírico. O campo de força é baseado em um modelo termodinâmico que permite 

incorporação de interações intramoleculares na energia livre de ligação. Isto é feito 
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avaliando energias por ambos estados, ligado e não ligado. Este método também 

incorpora um conjunto próprio de tipos de átomos e cargas [114]. 

AutoDock Vina (ou Vina), é um programa de docking molecular relacionado 

com o programa AutoDock4, sendo cerca de duas vezes mais rápido que este e mais 

fácil de se utilizar, por calcular automaticamente os mapas de grid, tarefa feita 

manualmente com o programa Autodock4 [115]. O docking realizado é do tipo rígido-

flexível, na qual o receptor permanece imóvel e o ligante possui flexibilidade, é possível 

também definir alguns resíduos de aminoácido do sítio de ligação como sendo flexíveis. 

Utiliza algoritmos genéticos e implementa uma função de pontuação (score) que 

considera tanto as interações entre receptor e ligante, quanto as interações 

intramoleculares do ligante que é baseada no número de ligações rotativas ativas, 

hidrofobicidade, ligações de hidrogênio e interações estéricas. É escrita basicamente da 

seguinte forma (1): 

 

  ∑     
   

(   )           

 

onde a soma é feita sobre todos os pares de átomos que podem se mover um em relação 

ao outro. O programa buscará a configuração que minimiza o valor do score c [116]. 

A melhor afinidade entre o ligante e o receptor é dada pelo menor valor da 

pontuação, assim, as repulsões e um elevado número de ligações rotativas do ligante 

contribuem para uma baixa afinidade, enquanto que as interações estéricas favoráveis, 

contatos hidrofóbicos e ligações de hidrogênio aumentam a afinidade do ligante pelo 

receptor quando presentes [117]. 

 

2.3 Dinâmica molecular 

 

A dinâmica molecular (DM) é empregada para estudar o movimento de sistemas 

clássicos de muitas partículas. É possível a partir da DM obter propriedades estruturais 

dinâmicas e termodinâmicas. Essa é umas das técnicas computacionais mais versáteis 

para o estudo de macromoléculas biológicas. No planejamento racional de fármacos 

baseado em estrutura, as simulações por DM têm contribuído exaustivamente em 

diversos estágios de processo. O presente trabalho simula proteínas obtidas do banco de 

dados PDB e modelagem por homologia, antes e após o docking molecular em 
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condições fisiológicas. Essa técnica incorpora a flexibilidade de ambos, receptor e 

ligante, melhorando suas interações e reforçando a complementaridade entre eles. 

 A simulação por DM consiste em integrar a equação clássica do movimento para 

o modelo físico, que pode ser descrito para um sistema atômico simples pela equação 

(2) [5]:  

 

      

    
   

   
      

   
                   

 

onde    é força que atua sobre cada partícula do sistema em cada instante t, e    é a 

posição espacial do átomo   de massa   . Uma vez definida a energia potencial   ou 

campo de força, é possível calcular as forças que atuam sobre cada átomo, calculando-

se a derivada primeira da energia potencial, obtida do campo de força escolhido em 

relação às posições desses átomos. A equação (2) gera também a aceleração da 

partícula. A partir desta, integrando-se as equações do movimento, podem-se obter as 

velocidades de cada partícula, cuja integral, por sua vez, proporciona a mudança de 

posição do átomo. Com as novas posições e velocidades de cada partícula, obtêm-se as 

energias potencial e cinética do sistema. Aplicando-se sucessivamente esse 

procedimento, obtêm-se o que se denomina de trajetória, que nada mais é do que o 

conjunto de posições e velocidades de cada partícula ao longo do tempo [5, 118]. 

 Para obter as propriedades macroscópicas de interesse a aplicação da mecânica 

estatística é requerida, a qual tem função de calcular propriedades observáveis 

macroscópicas a partir de outras microscópicas. A fim de demonstrar as condições 

requeridas para a equivalência estatística das soluções numéricas e as soluções para a 

equação do movimento, é necessário reformular a equação (2) na forma hamiltoniana 

clássica. O Hamiltoniano para um sistema com N partículas e apenas interações 

intermoleculares é: 

 

                            ∑
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onde         são os momentos das partículas definido por         e            é 

o potencial intermolecular. A equação do movimento (2) da Lei de Newton pode ser 

derivada a partir da equação (3) [119] de acordo com as equações de Hamilton [5, 119]: 

 

   ̇   
           

   
 

  

  
         

  ̇    
           

   
     

      

   
                            

              

 

A partir destas equações chegamos à equação (5). Por conseguinte, o estado de um 

sistema clássico em qualquer instante de tempo também pode ser determinado por 

especificação das posições e momentos correspondentes de um conjunto de partículas. 

Alternativamente, podemos coletar todo o conjunto de posições e momentos em um 

único vetor                     nomeado de vetor espaço de fase. Um estado 

clássico do sistema corresponde a um único ponto do espaço de fase. 

 Duas propriedades importantes da equação do movimento devem ser 

observadas. Na primeira o tempo é reversível, toma a mesma forma, quando a 

transformação        é feita. Em consequência a simetria de inversão do tempo a 

propriedade físico microscópica é independente do fluxo do tempo. A segunda 

propriedade é que a equação Hamiltoniana (3) é conservativa. Isto pode ser visto 

calculando à derivada em relação ao tempo de H e substituindo a equação (5) pela 

derivada em relação ao tempo da posição e do momento [119]: 

 

  

  
  ∑[

  

   
  ̇   

  

   
  ̇ ]   ∑[

  

   

  

   
 

  

   

  

   
]   

 

   

 

   

              

 

a conservação do Hamiltoniano é equivalente à conservação de energia total do sistema, 

fornecendo assim um importante link entre a dinâmica molecular e a mecânica 

estatística. Portanto, esta última, conecta os detalhes microscópicos de um sistema às 

observáveis físicas, tais como propriedades de equilíbrio termodinâmico, coeficiente de 

transporte e espectros. 
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2.3.1 Função de energia potencial (Campo de Força) 

 

Em uma simulação o principal ingrediente para o modelo físico, qual este se 

fundamenta na escolha do potencial, é a função      da posição, que representa a 

energia potencial do sistema quando os átomos estão arranjados numa configuração 

específica. No caso de sistemas moleculares deve ser levado em conta tanto as 

interações inter como as intramoleculares. Isso resulta em energias, numa classificação 

simples de estiramentos, vibrações angulares e torcionais, de atração-repulsão e 

interação eletrostáticas. A simulação utiliza um campo de força que é uma função das 

posições atômicas. Isto significa que as movimentações eletrônicas não são 

consideradas, pois se considera, de acordo com as aproximações de Born-Oppenheimer, 

ou seja, calculam a energia de um sistema como uma função apenas das posições 

nucleares, que a dinâmica se ajusta instantaneamente, quando as posições atômicas 

mudam, permanecendo no seu estado fundamental. Isto torna a mecânica molecular um 

método adequado para lidar com sistemas contendo um número grande de átomos. 

Porém, não se podem prever propriedades que dependem da distribuição eletrônica em 

uma molécula, tais como, estado de transição ou distribuições de carga [5, 120, 121]. 

Existem muitos tipos de campos de força desenvolvidos por diferentes grupos de 

pesquisa em todo mundo. Para ilustrar, no pacote de simulação GROMACS, por 

exemplo, existem vários campos de força disponíveis. Entre os mais conhecidos 

destacam-se Groningen Molecular Simulation (GROMOS) [122], Assisted Model 

Building with Energy Refinement (AMBER) [123], Optmized Potentials for Liquid 

Simulations (OPLS) [124, 125] com parâmetros apropriados para proteínas, lipídios, 

sacarídeos e diversas outras moléculas orgânicas, especialmente no papel de solventes 

no estado líquido [110, 126].  

A forma geral da função de energia potencial é dada pela equação (7) [5, 127]:  

 

        ∑{    [(
   

   
)

  

  (
   

   
)

 

]  
    

   
}  ∑    (      )

 

          
   

 ∑   (     )
 
 

      

  ∑   

      

[             ]              
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o potencial intermolecular é calculado pelo primeiro termo do somatório na equação, na 

qual     é a distância entre os átomos   e   com cargas    e   ,     e     são o 

comprimento e ângulo de ligação de equilíbrio, respectivamente. Os parâmetros   ,    

e    são constantes de força das funções harmônicas do potencial intramolecular de 

ligação, ângulo e diedro, respectivamente, e os parâmetros   e   determinam números 

de mínimos e fase do potencial de ângulo diedro. Os parâmetros do potencial são 

previamente ajustados pela reprodução de dados experimentais termodinâmicos, 

espectroscópicos, estruturais e dinâmicos, ou pela reprodução de dados obtidos por 

cálculos de química quântica para uma molécula isolada ou aglomerados de moléculas 

[128]. 

 

2.3.1.1 Potencial intramolecular 

 

O potencial intramolecular considera os termos entre átomos ligados e não o 

potencial de pares, mas consideram-se as contribuições entre dois, três, ou quatro 

partículas. Isto resulta nos seguintes componentes da energia de interação [5, 128]. 

 

a) Estiramento de ligação 

Envolve a interação entre dois átomos ligados   e   por meio de um potencial 

harmônico:  

  (   )      
          

           

A ligação é modelada entre os átomos como uma mola simples incluindo uma força de 

restauração, na qual    
  é a constante de força da mola,     à distância entre o par de 

átomos e      o comprimento da ligação de equilíbrio. 

 

b) Deformação de ângulo 

Compreende a deformação angular de ligação entre três átomos         pelo 

seguinte potencial harmônico: 

    (    )      
 (        )            

na qual     
  é a constante de deformação do ângulo,       é a variação angular e     é o 

ângulo de equilíbrio entre as ligações. 
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c) Torção de ângulo diedro 

Ângulos diedros são definidos por meio de quatro ligações entre os átomos       

e  , por exemplo, como o ângulo formado entre os planos     e    . Usando a convenção 

padrão da IUPAC, o estado cis define o zero quando os átomos 1 e 4,   e  , estão do 

mesmo lado.[128] 

       (     )       
 

[                     

 

a equação é dada pelo ângulo   entre os dois planos, o estado de equilíbrio   e o 

número de estados possíveis  . 

 

2.3.1.2 Potencial Intermolecular 

 

O potencial intermolecular considera os termos entre átomo não ligados sendo 

descritos por potenciais compostos pelos termos de van der Waals (interações de curto 

alcance) e eletrostáticos (interações de longo alcance), representados respectivamente 

pelos potenciais de Lennard-Jones (interação 6-12) e de Coulomb [5, 122, 128]. 

 

a) Interação de Lennard-Jones 

No potencial Lennard-Jones, o primero termo descreve a repulsão para curtas 

distâncias, o segundo corresponde à atração derivada das forças de dispersão de 

London, conforme a equação (11). 

 

   (   )      [(
   

   
)

  

  (
   

   
)

 

]             

 

na equação,     é a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva, e     

é a distância finita na qual o potencial intermolecular é zero. Ambos os parâmetros são 

ajustados experimentalmente ou por cálculos teóricos. 

 

b) Interação de Coulomb 

As interações coulombianas são de longo alcance por serem funções 

inversamente proporcionais à distância entre as cargas, dessa forma, reproduz a 
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diferença de eletronegatividade que eventualmente existe entre átomos ligados 

covalentemente.  

 

    {  }  ∑∑∑∑
      

           

  

   

               

 

   

  

   

 

   

 

 

na qual definimos um sistema com N moléculas  , cada contendo   átomos com carga 

parcial    ,    permissividade do espeço livre e    constante dielétrica relativa do meio. 

Porém, em DM aplica-se um raio de corte (Rc), qual dado uma molécula i delimita-se 

uma esfera de raio Rc para o cálculo de interações de van der Waals e eletrostática para 

os átomos não ligados contidos nesta esfera.  

 

2.3.1.3 Algoritmos de integração 

 

Estabelecidas às condições iniciais de posição e velocidade moleculares, o 

próximo passo em um programa de DM é determinar as posições e velocidades nas 

etapas subsequentes. Isso pode ser feito por meio da solução das equações diferencias 

de movimento, que governam o sistema sob ação do potencial de interação entre as 

partículas. A integração dessas equações é realizada por meio de algoritmos baseados 

nos métodos das diferenciais finitas, no qual a integração é dividida em pequenos 

intervalos de tempo (passos de integração),   , permitindo simular os movimentos de 

maior frequência do sistema, que muitas vezes são as vibrações das ligações. Um dos 

métodos mais utilizados em dinâmica molecular para integrar as equações de 

movimento são os algoritmos de Verlet [5, 129] velocyt-Verlet [130] e leap-frog [131]. 

Todos os algoritmos assumem uma expansão em séries de Taylor da coordenada de 

posição em torno do tempo. O método de integração utilizado neste trabalho é o leap-

frog. O algoritmo leap-frog utiliza as posições r no tempo t e velocidade v no tempo 

  
 

 
  , para determinar as novas posições e velocidades, de acordo com [110]: 

 

 (  
 

 
  )   (  

 

 
  )  

  

 
                   

                (  
 

 
  )                      
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2.3.1.4 Temperatura e pressão 

 

Em uma simulação por DM é necessário o controle da temperatura e pressão do 

sistema, que é realizado por meio do banho de temperatura ou termostato e pressão ou 

barostato utilizado pelo pacote de simulação baseado em um algoritmo para o 

acoplamento de temperatura, bem como o controle da pressão. Os métodos mais 

utilizados para o controle da temperatura são Berendsen [132], V-Rescale (velocity-

rescaling) [133] e Nosé-Hoover [134, 135], e para a pressão são Berendsen [132] e 

Parrinello-Rahaman [136-138]. No presente trabalho foram utilizados os algoritmos V-

Rescale e Parrinello-Rahman. 

 

2.3.2 Condições periódicas de contorno e convenção de imagem mínima  

 

Em simulação molecular um dos grandes problemas é considerar um sistema 

com elevado número de partículas, pois se pretende obter propriedades macroscópicas 

(~ 10
23

 partículas). Consequentemente, devido ao grande número de partículas seria 

inviável computacionalmente. Além disso, efeitos de superfície também podem 

comprometer os resultados da simulação. A fim de contornar estes problemas, utilizam-

se as condições periódicas de contorno, pois essa técnica possibilita a realização de 

simulações com um número relativamente pequeno de partículas. Efeitos de superfície 

são eliminados e as partículas consideradas sofrem o efeito das forças como se 

estivessem no interior do sistema [5]. 

Aplicando a condição periódica de contorno, as partículas são colocadas em uma 

caixa que replicada infinitamente ao longo de todas as direções, e todos os movimentos 

das moléculas da caixa são igualmente replicados. Assim, quando uma molécula sai da 

caixa central, uma das suas imagens entrará pela face oposta, conservando assim o 

número total de partículas na caixa. A figura 3 mostra o esquema das condições 

periódicas de contorno. 
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Figura 3 - Representação de um sistema bidimensional com condições 

periódicas de contorno.  

Fonte: [5]. 

 

Com as condições periódicas de contorno é possível restringir uma região do 

espaço na caixa pelo raio de corte, calculando, por exemplo, as interações de forças 

dispersivas entre as partículas, evitando assim que uma partícula interaja com sua 

própria imagem ou com a mesma molécula duas vezes, a isto se denomina de 

convenção de imagem mínima mostrada na figura 4.     

 

 

Figura 4 - Representação do raio de corte esférico para um sistema periódico 

bidimensional. 

Fonte: [5]. 

 

As interações intermoleculares (átomos não ligados) estão definidas no interior 

do raio de corte e suas energias e forças de interação são calculadas para distâncias entre 
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os vizinhos mais próximos, o que torna o tempo de simulação menor e viável 

computacionalmente. 

 

2.3.3 Esquema da dinâmica molecular 

 

Na simulação por dinâmica molecular as equações do movimento são integradas 

no tempo para gerar novas posições e velocidades dos átomos na qual obtemos as 

energias cinética e potencial do sistema. Porém, o estado da arte seja bastante laboroso, 

um resumo de como funciona o algoritmo de DM é mostrado na figura 5 baseado no 

pacote GROMACS. 

 
Figura 5 - Fluxograma das etapas do algoritmo de dinâmica molecular. Adaptado: Manual GROMACS. 

Fonte: [138]. 
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2.3.4 Raiz do desvio quadrático médio 

  

O cálculo da raiz do desvio quadrático médio ou RMSD (Root Mean Square 

Deviation) de um conjunto de átomos em relação a uma configuração de interesse é uma 

medida importante para analisar o comportamento de estruturas em simulação por 

dinâmica molecular em sistemas biológicos. Com o RMSD é possível avaliar a 

estabilidade estrutural da proteína, pois fornece a medida do desvio da estrutura de uma 

dada molécula ao longo do tempo em relação a uma estrutura de referência. No cálculo, 

a cada intervalo de tempo realizam sobreposições da estrutura atual com a de referência 

para obter o menor valor de RMSD entre as estruturas. O RMSD pode ser calculado 

segundo a equação (15) [139]: 

 

            √
 

 
∑                    
 

   

            

 

na qual M = ∑   
 
    e        são a posição do átomo i no tempo t. A estrutura de 

referência são estruturas tridimensionais obtidas do banco de dados PDB, modelagem 

por homologia ou no tempo t2 = 0. O RMSD também pode ser calculado por resíduo 

conhecido com RMSF (Root Mean Square Fluctution), levando em consideração a 

média durante o tempo de cálculo.  

 

2.3.5 Raio de giração 

 

O raio de giração oferece uma medida do raio hidrodinâmico do sistema 

molecular em estudo, tratado como uma esfera hipotética. Com este cálculo é possível 

evidenciar processo de compactação ou expansão, ou seja, dobramento e desdobramento 

da cadeia polipeptídica, indicando mudança conformacional na proteína. O cálculo é 

dado pela raiz quadrática média da distância entre o centro gravitacional e as suas 

extremidades, conforme a equação (16) [140]: 

   √
∑           

∑    
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na qual    é a massa do átomo   e    é a posição do átomo   em relação ao centro de 

massa da molécula. 

 

2.3.6 Área de superfície acessível ao solvente 

 

Área de superfície acessível ao solvente ou SASA (Solvent Accessible Surface 

Areas) de uma biomolécula é uma forma de quantificar a superfície molecular, na qual a 

área descreve o contato entre a proteína e o solvente. A área dos resíduos hidrofóbicos, 

hidrofílicos e área total (hidrofóbicos + hidrofílicos) exposta ao solvente são 

computadas por átomos, resíduos e em função do tempo [141, 142].  

 

2.4 Docking molecular combinado com simulação por dinâmica molecular 

 

O uso da DM antes e após o docking molecular é uma forma apropriada para 

estudar o espaço conformacional do complexo receptor-ligante. A DM tem sido uma 

ferramenta comum para estudar interações de proteínas com ligantes. Estas técnicas tem 

possibilitado aos pesquisadores analisar interações receptor-ligante e refinar modelos de 

biomoléculas obtidos por métodos de difração de raios-X ou ressonância magnética 

nuclear (RMN). DM combinada aos protocolos de docking molecular pode auxiliar na 

predição de complexos proteína-ligante. Ambas as técnicas são complementares, a 

rigidez e estratégia orientada de alguns métodos de docking e a flexibilidade dependente 

do campo de força da simulação por DM podem ser combinadas para objetivo comum. 

Desta forma, o método utiliza da DM para gerar diferentes conformações da proteína 

com o docking de ligantes flexíveis. Esse método de relaxed complex scheme (RCS) foi 

desenvolvido por McCammon e colaboradores [143]. A metodologia inclui a 

flexibilidade completa do receptor com a DM, já que a maioria dos programas de 

docking trata a proteína de forma rígida ou parcialmente flexível com alguns resíduos de 

aminoácidos. Segundo McCammon, os modos de interação receptor-ligante são 

sensíveis às conformações da proteína, e o método RCS é capaz de encontrar os 

melhores complexos proteína-ligante. O docking serve como um método de filtragem 

inicial para buscar modos de ancoramento de um conjunto limitado, e é seguido por 

mais um scoring ou pontuação com a determinação de energia livre de ligação pelo 

método de Mecânica Molecular e Poisson-Boltzmann/área de superfície acessível ao 

solvente (MM-PBSA) para encontrar os melhores complexos. A interação calculada por 
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MM-PBSA indica que a energia livre de ligação é similar a observada no complexo 

obtido experimentalmente por difração de raios-X [143].    

 O método MM-PBSA também é proposto como um filtro pós-docking durante a 

triagem virtual. Deve-se considerar que o ligante afeta a estrutura do sítio de ligação e o 

equilíbrio dinâmico entre diferentes estados conformacionais da proteína, fornecem 

informações para identificar o complexo proteína-ligante mais provável. Nos cálculos 

de docking de alto refinamento, MM-PBSA é usado para remover falsos positivos e 

discriminar entre moléculas líderes ativas e inativas por um novo ranqueamento 

(rescoring) de configurações selecionados inicialmente baseado no critério de energia e 

geometria. Recentemente, MM-PBSA tem sido utilizado combinado com DM para 

rescore de um conjunto de complexos ancorados melhorando significativamente a 

utilidade dos complexos identificados. Neste caso, simulações por DM são usadas para 

gerar um conjunto de conformações de ligação em presença da molécula de água 

explícita, e ainda, a abordagem MM-PBSA para estimar a energia livre de ligação [144].  

A abordagem MM-PBSA combina três termos energéticos para explicar a 

mudança na energia livre de ligação. O primeiro termo corresponde à mudança na 

energia potencial no vácuo. Isto, inclui termos de átomos ligados, tais como energias de 

ligação, ângulo e torsão, bem como termos de átomos não-ligados, como van der Waals 

e interações eletrostáticas. O segundo termo representa a dessolvatação das diferentes 

espécies, sendo quantificado pela soma das energias de solvatação polares e não polares. 

O terceiro representa a entropia associada com a formação do complexo. Em termos 

gerais, a energia livre de ligação da proteína com o ligante em solvente pode ser 

expressa [144]: 

 

                    (                  )           

 

na qual Gcomplexo é a energia livre total do complexo proteína-ligante, Gproteína e Gligante 

são energias livre total da proteína isolada e ligante no solvente, respectivamente. A 

energia livre para cada entidade individual é dada por: 

 

    〈   〉     〈           〉          
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na qual x é a proteína ou ligante ou complexo, 〈   〉 é a energia potencial média da 

mecânica molecular no vácuo dada pela soma dos termos de átomos ligados e não 

ligados citados acima, TS refere-se a contribuição entrópica para a energia livre no 

vácuo, onde T e S é a temperatura e entropia, respectivamente. 〈           〉 é a energia 

livre de solvatação dada pela soma de energia polares e não-polares. 
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3 HEPATITE C 

 

A hepatite viral é uma inflamação do fígado causada por um grupo de vírus que 

tem afinidade pelas células hepáticas [10]. Essa infecção pode ser causada por uma 

variedade de vírus, tais como vírus da hepatite A, B, C, D e E. Segundo a OMS 

(Organização Mundial da Saúde) a hepatite viral crônica é um grave problema de saúde 

pública [11]. E dentre as hepatites, as causadas pelos vírus B e C são consideradas de 

maior impacto mundial, pois têm a maior taxa de morbidade e são responsáveis pela 

morte de um milhão de pessoas por ano em todo mundo [11]. A maioria das populações 

na África, Américas, Europa e Sudeste Asiático têm taxa de prevalência de anticorpos 

do vírus da hepatite C em 2,5%, já as regiões Ocidentais do Pacífico de 2,5-4,9% e no 

Oriente Médio, a prevalência varia de 1 a 14%. Com isso, estima-se que 8,9 milhões de 

pessoas infectadas vivem na Europa e 12,6 milhões nas Américas [12]. Estudos 

realizados em centros europeus e americanos revelam que o vírus da hepatite C (VHC) 

está associado em grande parte dos casos com hepatite crônica (~80%), cirrose 

avançada (~40%) e carcinoma hepatocelular (CHC) (~60%), fazendo com que tal 

infecção seja responsável por, no mínimo, um terço dos transplantes hepáticos 

realizados mundialmente [13]. Além disso, a infecção pelo VHC é uma das principais 

razões pelas quais os pacientes com CHC têm o pior prognóstico [14]. A incidência de 

carcinoma hepatocelular tem aumentado em todo mundo, e agora é o quinto tumor 

maligno mais frequente e a terceira causa de mortalidade por câncer, matando cerca de 

300.000 a 700.000 pessoas a cada ano [12-14]. 

Não existe vacina contra o VHC devido aos vários genótipos e subtipos 

existentes. O objetivo principal da terapia anti-VHC é a erradicação do vírus. Até 2011 

o tratamento dos 6 genótipos virais foi baseado em uma associação de interferon alfa e 

ribavirina [15], com taxas de cura, avaliadas pela resposta virológica sustentada (RVS), 

variando entre 40 a 80%, dependendo da duração do tratamento, o tipo de genótipo, 

carga viral, estágio da doença e fatores do indivíduo [16]. O desenvolvimento e 

aprovação de agentes antivirais de ação direta têm aumentado a taxa de cura de infecção 

pelo VHC. Os fármacos inibidores de serino proteases (enzima NS3-4A) e polimerase 

(enzima NS5B) [17], mostram uma atividade antiviral potente, no entanto estão restritos 

ao genótipo 1, e 1 ao 4, respectivamente. Estes agentes são aprovados para o uso em 

combinação com interferon e ribavirina. Porém, limitações desses agentes são 
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representadas por sua toxicidade, necessidade de múltiplas dosagens diárias, interações 

medicamentosas e capacidade de indução de resistência [16].  Por conseguinte, pelo fato 

de os tratamentos atuais para a hepatite C não serem tão eficazes, novas estratégias 

terapêuticas são necessárias para tratar a hepatite C, e não só para prevenir o 

desenvolvimento ou recorrência pós-terapêutica de CHC, mas também contribuir para a 

não deterioração da função hepática. A situação claramente enfatiza a necessidade de 

novas abordagens profiláticas e terapêuticas que por impedir a propagação do VHC e 

fornecer um tratamento mais eficiente com menores efeitos colaterais.  

A hepatite C é uma doença que possui tratamentos com baixa eficiência, cujo 

um dos motivos é a falta de estruturas tridimensionais das proteínas do VHC, as quais 

podem esclarecer os vários mecanismos de ação do vírus proposto. Este estudo poderá 

fornecer informações importantes sobre as estruturas das proteínas virais NS3-4A e 

NS5B e no desenvolvimento de novos fármacos antivirais por uma abordagem 

computacional. 

 

3.1 Epidemiologia e transmissão 

 

O vírus da hepatite C é a causa mais importante de doença do fígado em todo 

mundo. Estima-se que 4 milhões de novas infecções por VHC ocorram anualmente. 

Cerca de 170 milhões dos indivíduos estão infectados cronicamente com o VHC, 

incluindo aproximadamente 2,0% da população brasileira que estão em risco de 

desenvolver cirrose hepática e câncer de fígado. A cada ano mais de 350 mil pessoas 

morrem de doenças do fígado relacionado ao VHC [13]. Isso torna a hepatite C a mais 

comum infecção transportada pelo sangue e responsável por 80% dos pacientes com 

doença hepática crônica. Por isso, é esperado que a prevalência de doença hepática 

crônica limitando a vida e o risco de carcinoma hepatocelular aumente [10].  

As principais vias de transmissão são inoculação e transfusão de sangue. O uso 

de drogas intravenosas responde por 60% dos casos, transfusões antes de 1991 

correspondem a 10%, e pacientes em hemodiálise e profissionais da saúde constituem 

menos de 5%. A transmissão sexual é o único fator de risco presumido em 15% dos 

casos, embora o risco por caso quanto à transmissão seja baixo (12 eventos por 1.000 

pessoas-ano nos parceiros sexuais de pacientes infectados por VHC). O risco de 

transmissão perinatal é muito mais baixo com VHC (6% dos nascidos de mães 

infectadas) do que com VHB (20 a 60% dos nascidos de mães infectadas). A 
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prevalência de anticorpos do VHC é mais alta nos contatos domiciliares, homossexuais, 

pacientes de hemodiálise, hemofílicos e usuários de drogas intravenosas (os últimos 

aproximando-se de 50 a 90%). Os pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular têm 

taxas de prevalência de anticorpos do VHC excedendo 50%. Infecção aguda causada 

pelo VHC geralmente não é detectada clinicamente. Em contraste com VHB, a 

progressão para a doença crônica ocorre na maioria dos indivíduos infectados, e a 

cirrose eventualmente atinge cerca de 20% dos pacientes com infecção de VHC crônica. 

Assim, ao longo da década, o VHC pode se tornar a principal causa de doença crônica 

do fígado no mundo ocidental, uma vez que há um reservatório substancial de 

indivíduos em risco de progressão de cirrose e CHC [10]. 

 

3.2 Vírus da hepatite C e o ciclo de reprodução viral 

 

O vírus da hepatite C foi identificado em 1989 por Choo e colaboradores, 

utilizando técnicas de biologia molecular. O VHC é um membro da família 

Flaviviridae, mas tem sido classificado em seu próprio gênero, Hepacivirus, devido as 

grandes diferenças na organização genômica e as sequências de aminoácidos a partir de 

vírus pertencentes ao gênero Flavivirus, tais como o dengue vírus e West Nile vírus. A 

partícula viral tem cerca de 50 nm de diâmetro e apresenta um envelope lipídico 

envolvendo o capsídeo proteico e o genoma (Figura 6). O genoma do VHC apresenta 

um notável grau de variabilidade genética devido, principalmente, às várias mutações 

que ocorrem durante a replicação viral. Com base na variabilidade genética, o VHC é 

classificado em genótipos, subtipos, isolados e quasispecies, dependendo do grau de 

homologia entre as sequências. Atualmente há seis genótipos (1 – 6), e múltiplos 

subtipos denominados de a–n. Os genótipos podem diferir entre si num percentual de 

até 30%, enquanto os subtipos de 20 a 25% e, os isolados de 5 a 15%. As quasispecies, 

definidas como uma população heterogênea de vírions que infectam um mesmo 

indivíduo, divergem de 1 a 5% entre as sequências do VHC. O genoma viral é formado 

por uma fita simples de RNA de polaridade positiva com aproximadamente 9.500 

nucleotídeos, possuindo uma longa região aberta de leitura (ORF – open reading frame) 

flanqueada por regiões não codificadas nas extremidades 3’ e 5’. A região codificada dá 

origem a uma poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos (aa) que é clivada 

por proteases celulares e virais, resultando em três proteínas estruturais (proteína do 

capsídeo e glicoproteínas de envelope E1 e E2), peptídeo de membrana p7 e seis 
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proteínas não estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Figura 7b) de 

diversas funções (tabela 1) [15, 18, 19]. 

Tabela 1 - Proteínas do VHC e suas respectivas funções. 

Proteína Função 

Capsídeo 

Funções de regulação da tradução e 

replicação do RNA viral e montagem de 

partículas. 

Glicoproteína 1 do envelope (E1) 

Glicoproteína transmembrana do envelope 

viral. Adsorção e endocitose mediada por 

receptor. 

Glicoproteína 2 do envelope (E2) 

Glicoproteína transmembrana do envelope 

viral. Adsorção e endocitose mediada por 

receptor. 

p7 

Forma um canal iônico no retículo 

endoplasmático (RE). Essencial na 

formação de partículas virais infecciosas. 

NS2 

Porção da protease NS2-3, que catalisa a 

clivagem da proteína precursora entre NS2 

e NS3. 

NS3 
Atividade ATPase/helicase, clivagem das 

proteínas não estruturais. 

NS4A 

Crucial na replicação do VHC. Induz a 

formação da rede membranosa no RE 

durante a replicação do RNA-VHC. 

NS4B Cofator da protease NS3-4A. 

NS5A 

Fosfoproteína multifuncional. Contém a 

região determinante de sensibilidade ao 

IFN (ISDR), que desempenha um papel 

importante na resposta ao tratamento IFN-

α. 

NS5B 
RNA polimerase RNA dependente. 

Replicação do genoma viral. 

Fonte: [15], [18-19]. 
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Figura 6 - Vírus da Hepatite C. 

Fonte: [2]. 

 

 A figura 7a apresenta as etapas do ciclo de vida do VHC. Primeiramente, o 

vírus circula no hospedeiro na forma de uma partícula lipoviral de lipoproteína de 

densidade muito baixa. A entrada no hepatócito requer receptores de superfície celulares 

(etapa 1). Após a internalização, o vírus perde o revestimento (etapa 2, exposição) 

expondo o nucleocapsídeo e a fita única de RNA genômico. O vírus utiliza a maquinaria 

de tradução do hospedeiro para permitir a tradução do genoma em um polipeptídeo 

único (etapa 3), que é clivado por uma combinação de proteases do hospedeiro e do 

vírus nas 10 proteínas virais distintas. A replicação então ocorre em uma estrutura 

derivada do retículo endoplasmático especializado conhecido como rede membranosa 

(etapa 4). Uma combinação de proteínas virais (NS4A-NS5B) e fatores do hospedeiro, 

incluindo ciclofilina A e microRNA-122, se faz necessária à replicação viral. A 

replicação ocorre intimamente adjacente a uma gotícula lipídica especializada. A fita de 

RNA recém-sintetizada é então empacotada pelo aparelho de Golgi em uma nova 

partícula lipoviral infecciosa, que então é liberada da célula (etapas 5 e 6).  
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Figura 7 - a) Ciclo de reprodução do vírus da hepatite C. b) Genoma do VHC. 

Fonte: [3].   

 

3.2.1 Proteína NS3-4A 

 

A proteína NS3 é um componente de um heterodímero serino-protease associado 

não covalentemente com a proteína NS4A para uma ótima atividade catalítica. Deste 

modo, esta enzima viral é designada como NS3-4A, sendo responsável por promover a 

clivagem no sítio da junção NS3/NS4A, bem como nos sítios de junção de 

NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B resultando nas proteínas NS3, NS4A, NS4B, 

NS5A e NS5B [20]. A atividade desta enzima é exigida pelo vírus em vários níveis 

como sendo essencial na replicação de RNA viral por mediar vários eventos no 
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processo proteolítico e maturação das proteínas não estruturais, antagoniza a resposta 

imune inata do hospedeiro e responsável pela clivagem CARDIF e TRIF (detectam a 

invasão de patógenos virais). Têm-se relatado que NS3-4A interage com a p53 para 

reprimir a função da p21 de maneira sinérgica com a proteína capsídeo, para bloquear a 

ativação dos fatores de transcrição IRF-3 e NFθB e para antagonizar as defesas 

antivirais inatas, interferindo com a RIG-1, MDA5 e o sinal de transdução mediado por 

TLR3 [21], exercendo seu efeito hepatocarcinogênico em células hospedeiras nas fases 

iniciais [22]. Dessa forma, a enzima NS3-4A é crucial na replicação viral, tornando-se 

uma proteína alvo no estudo de fármacos antivirais, já que inibidores podem exercer 

duplo efeito, impedindo o processo da poliproteína e restaurando a resposta antiviral 

inata dos hepatócitos. Postula-se que esses dois mecanismos de inibição possam ser 

combinados para amplificar o efeito antiviral dos inibidores de NS3-4A, e isto por sua 

vez pode ser responsável pelo efeito antiviral observado em indivíduos infectados com 

VHC [23].   

NS3 é uma proteína multifuncional que contém um domínio serino-protease nos 

primeiros 180 aminoácidos na extremidade N-terminal. O restante da proteína engloba 

uma helicase de RNA. De um ponto de vista estrutural, NS3-4A serino-protease, 

pertence à superfamília de tripsina, porém, contém uma segunda proteína como cofator 

e um átomo de zinco. O cofator protease, NS4A, é uma proteína relativamente pequena 

com apenas 54 resíduos. Um domínio central de NS4A (21-34 aa) implica diretamente 

na interação com o domínio de NS3 protease, sendo crucial na atividade enzimática. A 

estrutura tridimensional de NS3-4A (Figura 8) foi resolvida por difração de raios-X e 

espetroscopia de RMN [155].  
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Figura 8 - Estrutura tridimensional de NS3-4A complexada com o fármaco telaprevir (azul) aprovado pela 

FDA (US Food and Drug Administration) (código PDB: 3SV6) e a tríade catalítica 

representada em vermelho (Asp1081, His1057 e Ser 1139). 

Fonte: [155]. 

 

3.2.2 Proteína NS5B 

 

NS5B é uma enzima, RNA dependente RNA polimerase, não estrutural, que 

estruturalmente pode ser comparada com a mão direita, por apresentar uma 

conformação que lembra palma, dedos e polegar, possuindo seu sítio ativo localizado e 

conservado na região da ―palma‖, onde os motivos ASP-(Xaa)4-ASP e GDD são 

característicos na maioria das polimerases encontradas. As cadeias laterais de 

carboxilato dos primeiros ácidos aspárticos de cada motivo coordenam dois íons de 

Mg
2+

 que estão envolvidos na reação de transferência de fosfato. A estrutura da enzima 

tem sua porção C-terminal ligado à membrana celular interna do vírus. A enzima NS5B 

desenvolve sua função complexada à membrana, onde encontramos algumas outras 

enzimas como NS4A, NS4B, NS3 protease-helícase e também NS5A. Essas proteínas 

apresentam também algumas funções durante a infecção da célula hospedeira, porém é a 

enzima NS5B que apresenta maior importância durante reprodução viral, por ser 

responsável pela replicação do genoma viral. NS5B é um dos principais alvos para o 

desenvolvimento de fármacos antivirais, devido a sua atividade [24]. 

NS5B (Figura 9) contém 591 resíduos de aminoácidos, os últimos 60 (resíduos 

532-591) são resíduos hidrofóbicos C-terminal associados com a membrana do retículo 

endoplasmático o que dificulta a solubilidade in vitro. Estudos estruturais indicam que a 

presença dos íons metálicos estabiliza a estrutura da enzima e criam uma geometria 
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favorável no sítio ativo para a iniciação da replicação. O fármaco sofosbuvir aprovado 

pelo FDA em 2013 para o tratamento do VHC é um nucleotídeo análogo que previne a 

replicação viral pela interação com dois íons Mg
2+

 presente no sítio ativo GDD, sendo a 

base terapêutica para todos os genótipos do VHC [25]. 

 

 
Figura 9 - Estrutura tridimensional de NS5B complexada com os íons de Mg

2+
 coordenados pela tríade 

catalítica Asp220, Asp318 e Asp319 (vermelho). Código PDB:2WHO. 

Fonte: [156]. 

 

3.3 Objetivos 

 

Compreender os mecanismos de interação das enzimas NS3-4A e NS5B do vírus 

da hepatite C com os fármacos de referência e identificar possíveis inibidores a partir do 

banco de moléculas por métodos computacionais. 

Os objetivos fundamentais são: 

a) Simulação por dinâmica molecular da NS3-4A com os fármacos de referência 

telaprevir, boceprevir e danoprevir e avaliar os modos de ligação; 

b) Simulação por dinâmica molecular de NS3-4A livre, NS5B livre e NS5B-Mg
2+

; 

c) Obter um conjunto de conformações de NS3-4A e NS5B por meio da simulação 

por dinâmica molecular; 

d) Avaliar as conformações obtidas pela dinâmica molecular; 

e) Triagem virtual no sítio ativo das proteínas com as estruturas experimentais e os 

conjuntos de conformações de NS3-4A e NS5B; 
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f) Realizar simulações por dinâmica molecular dos complexos obtidos por 

docking para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética, 

conformacional e das interações dos modos de ligação.  

 

3.4 Metodologia 

Os métodos utilizados no estudo computacional dos alvos moleculares NS3-4A 

e NS5B serão detalhados nas subseções. 

 

3.4.1 Redocking molecular 

 

 O docking rígido flexível (receptor rígido e ligante flexível) foi realizado pelo 

programa Autodock4 [29]. Para o teste de redocking foram utilizadas estruturas 

cristalinas da enzima NS3-4A complexada com fármacos aprovados pelo Food and 

Drug Adminstration (FDA) e em fase de estudo conforme a tabela 2 e Figura 10. As 

coordenadas da proteína e do ligante foram separadas em dois novos arquivos. A 

proteína foi preparada por meio do script prepare_receptor4.py da suíte de programas 

MGLTools [29], sendo adicionado os átomos de hidrogênio e as cargas atômicas 

calculados pelo método Gasteiger. O ligante foi preparado com o script 

prepare_ligand4.py, no qual foram adicionados os átomos de hidrogênio, cargas 

atômicas e graus de liberdade torcionais e rotacionais. A fim de evitar tendências no 

cálculo de redocking, uma vez que o ligante já se encontra em uma conformação mais 

estável de ancoramento com o receptor, a conformação do ligante foi alterada por meio 

do script write_random_state_ligand.py. As coordenadas da caixa de docking foram 

tomadas a partir das coordenadas do ligante original presente na estrutura PDB. O 

centro da caixa foi definido como o centro de massa do ligante por meio do script em 

perl (Practical Extraction and Report Language). Esse centro foi deslocado 

aleatoriamente de 2,5 Å em cada um dos eixos cartesianos para garantir que a busca do 

espaço conformacional não seja diretamente centrada na estrutura experimental do 

ligante, evitando assim tendências do programa de docking. O comprimento da caixa em 

cada eixo cartesiano foi calculado de forma a conter toda a estrutura do ligante sendo 

adicionados 15 Å. A partir do script prepare_gpf4.py foi gerado o arquivo de extensão 

gpf que define os parâmetros, tais como coordenadas do centro do espaço de procura, o 

espaçamento dos pontos de grade, quantos pontos de grade em cada eixo coordenado e 

quais mapas de potencial serão calculados para realizar o próximo passo com o 
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comando Autogrid4. Esse comando gera os mapas de potencial com o arquivo de 

extensão dpf que define os parâmetros para o comando Autodock4, que com o 

algoritmo genético Lamarckiano de procura é usado para gerar as conformações do 

ligante e o número máximo de conformações geradas em cada etapa. A simulação de 

docking foi realizada e foram geradas 10 conformações do ligante. As energias de 

ligação foram lidas pelo script summarize_docking.py e as estruturas tridimensionais de 

cada conformação foram extraídas do arquivo com extensão dlg e o RMSD destas em 

relação à conformação presente no arquivo PDB original foram calculadas por meio dos 

scripts write_conformations_from_dlg.py e compute_rms_between_conformations.py, 

com o objetivo de verificar a melhor energia de ligação e o menor valor de RMSD. 

 

Tabela 2 - Código PDB das conformações da enzima NS3-4A complexada com os fármacos de 

referência. 

Receptor Código PDB Inibidor Resolução (Å) Ki (nM) 

NS3-4A 

3SV6 Telaprevir 1,4 34,4 

2OC8 Boceprevir 2,66 - 

3SU0 Danoprevir 1,16 162 

Fonte: do autor. 
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Figura 10 - Estrutura química dos fármacos de referência das enzimas NS3-4A e NS5B.  

Fonte: do autor. 

 

3.4.2 Triagem virtual 

 

As estruturas tridimensionais das enzimas NS3-4A e NS5B foram obtidas pelo 

banco de dados PDB (Protein Data Bank) com os códigos 3SV6 [76] e 2WHO [77], 

respectivamente. A NS5B estava complexada com dois átomos de manganês, estes 

foram manualmente substituídos por átomos de magnésio. Para os dois íons de 

magnésio foram calculados as cargas parciais com o programa Gaussian09 [78]. Para 

isto no arquivo de input foram consideradas as coordenadas dos resíduos ASP220, 

ASP318 e ASP319 juntamente com os dois átomos de magnésio sendo otimizados com 

o nível de teoria HF (Hartree Fock) [79]. Com essa otimização foi calculada a carga 

parcial dos átomos de magnésio pelo método CHelpG (CHarges from ELectrostatic 
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Potential using a Grid based method) [80]. As estruturas experimentais dos receptors 

foram submetidas ao servidor online H
++

 [81] para definir o estado de protonação dos 

resíduos de aminoácidos em pH = 7,0. As estruturas experimentais das enzimas e o 

conjunto de conformação obtido pela simulação por dinâmica molecular, contendo 6 

conformações para a NS3-4A e 4 conformações para a NS5B, foram utilizados na 

triagem virtual. As moléculas foram obtidas a partir da biblioteca NCI Diversity Set II, 

que possui 1541 moléculas representando um espaço mais amplo de 140000 compostos. 

Além das 1541 moléculas do NCI também foi utilizado um conjunto de 2880 moléculas 

análogas às estruturas químicas dos inibidores telaprevir e boceprevir para NS3-4A 

obtidas do banco de moléculas ZINC [82], utilizando a análise com 70% de 

similaridade por meio do coeficiente de tanimoto [83], totalizando 4421 moléculas. Para 

a enzima NS5B também foi adicionado um conjunto de 148 moléculas similares ao 

fármaco sofosbuvir, totalizando 1689 ligantes. As dimensões das caixas (tabela 3) para 

cada conformação foram criadas a partir dos resíduos do sítio de ligação da estrutura 

experimental 3SV6 da enzima NS3-4A. Esses resíduos de aminoácidos foram definidos 

com uma distância de 6 Å do inibidor telaprevir por meio de um script em linguagem de 

programação perl. Para a enzima NS5B as dimensões das caixas (tabela 3) foram 

definidas a partir da posição dos resíduos ASP220, ASP318 e ASP319 que estão 

coordenadas com os íons magnésio do sítio ativo. Elaborou-se um shellscript para 

realizar automaticamente o docking de cada proteína contra cada ligante por meio do 

programa Autodock4. As moléculas e as estruturas dos receptores foram preparadas e a 

execução do docking conforme descrito no item de redocking. O ranqueamento das 

energias de ligação foi realizado de forma diferente para cada enzima. Para NS5B, o 

ranqueamento foi feito tomando-se a média ponderada de cada ligante contra cada 

conformação do cluster a partir da seguinte equação (19): 

 

 ̅  
∑    

 
            

∑    
 
   

                      

 

onde  ̅ é a média ponderada da energia de ligação,  pc a porcentagem populacional do 

cluster i e Eligação a energia de ligação da função de score do programa de docking do 

ligante com a estrutura centroide do cluster i. 

 Para a enzima NS3-4A, o ranqueamento foi realizado para cada conformação em 

ordem crescente de energia de ligação. Os primeiros vinte e cinco ligantes de cada 
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conformação foram submetidos à simulação por dinâmica molecular, para refinar os 

resultados do ancoramento e novo score de energia pelo método MM-PBSA. 

 

Tabela 3 - Parâmetros de configuração da simulação de docking molecular. 

Receptor Conformação Coordenadas do Centro de Grade Pontos de Grade 

NS3-4A 

3SV6 38,790 x 48,320 x 47,120 40 x 40 x 40 

Centroíde 1 49,370 x 49,625 x 58,100 40 x 40 x 40 

Centroíde 2 46,105 x 56,820 x 6,780 40 x 40 x 40 

Centroíde 3 41,135 x 48,820 x 43,580 40 x 40 x 40 

Centroíde 4 42,755 x 45,415 x 56,040 40 x 40 x 40 

Centroíde 5 46,180 x 49,405 x 41,420 40 x 40 x 40 

NS5B 

2WHO 

Centroíde 1 

-1,000 x 24,000 x 68,000 40 x 40 x 40 

56,780 x 29,225 x 114,105 40 x 40 x 40 

Centroíde 2 27,545 x 29,025 x 109,675 40 x 40 x 40 

Centroíde 3 69,055 x 30,630 x 112,475 40 x 40 x 40 

Fonte: do autor. 

 

3.4.3 Dinâmica molecular 

 

As estruturas tridimensionais das proteínas NS3-4A (Código PDB: 3SV6), poses 

obtidas pelo docking molecular e NS5B (Código PDB: 2WHO) foram utilizadas na 

simulação por dinâmica molecular. Foram simulados 112 sistemas: NS3-4A livre, 109 

complexos NS3-4A-ligante, NS5B e NS5B-Mg
2+

. Destes sistemas, 6 foram simulados 

no período de tempo de 50 ns e 106 obtidos pelo docking molecular simulados por um 

período de 2 ns.  

Nessa etapa foi utilizado o programa GROMACS [42, 84, 85] versão 4.6.1 

desenvolvido para simulações de biomoléculas. Primeiramente, o campo de força 

AMBER99SB [86] foi utilizado para a proteína, esta foi colocada em uma caixa que em 

seguida foi solvatada com o modelo de água TIP3P [87]. Foram adicionados íons para 

neutralizar o sistema e obter o meio aquoso com força iônica de 0,15 M. Os sistemas 

foram minimizados com o algoritmo steepest-descent em 100 passos até a energia 

convergir. As restrições de posições da proteína, metal zinco, magnésio e do ligante 

quando presente foram contidas para permitir a relaxação das moléculas do solvente e 

para evitar que as interações iniciais não otimizadas possam distorcer a estrutura da 
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proteína. Para a equilibração do sistema em condições NVT até atingir a temperatura de 

300 K utilizou-se o termostato v-rescale [88] com tempo de acoplamente de 0,1 ps 

durante 500 ps. Em seguida o sistema foi equilibrado em NPT com o barostato 

Parrinello-Rahman [50] a 1 bar e tempo de acoplamento de 2 ps durante 500 ps. As 

restrições das posições dos átomos foram removidas exceto para o metal zinco e 

magnésio da NS3-4A e NS5B, respectivamente,  para a simulação por dinâmica 

molecular. As equações de movimento foram integradas utilizando o algoritmo leap-

frog [45], com um tempo de integração de 2 fs. As velocidades iniciais foram obtidas da 

distribuição de Maxwell na temperatura desejada. Os comprimentos das ligações 

envolvendo átomos de hidrogênio nas moléculas foram controlados pelo algoritmo 

LINCS [69] e no caso de moléculas de água pelo algoritmo SETTLE [70]. As interações 

de van der Waals foram calculadas dentro de um raio de corte de 1,2 nm. As forças de 

longo alcance foram tratadas pela soma de Ewald, método PME [71, 72] com raio de 

corte de 1,2 nm. A tabela 4 apresenta alguns detalhes sobre os sistemas estudados. 

O programa GROMACS usa um banco de dados interno, que contêm parâmetros 

de reconhecimento apenas para aminoácidos, ácidos nucleicos e lipídios. Assim, o 

programa não consegue parametrizar moléculas que não se enquadram nas classes 

mencionadas. Dessa forma, o ligante foi parametrizado com o campo de força GAAF 

[89] utilizando a ferramenta Acpype [73]. Essa ferramenta utiliza o Antechamber para 

gerar topologias de moléculas. O arquivo de topologia do ligante gerado foi incluído no 

arquivo de topologia da proteína para realizar as simulações em presença do ligante. 

A estimação da energia livre de ligação para os complexos com NS3-4A foi 

baseada no método MM-PBSA [58], usando a ferramenta g_mmpbsa e APBS [90] 

implementada na subrotina do programa GROMACS.  A energia média foi calculada a 

partir das poses extraídas a cada 10 ps obtendo 5000 e 200 poses para as simulações de 

50 e 2 ns, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

Tabela 4 - Detalhes sobre os sistemas simulados por dinâmica molecular. 

Sistema 
Código 

PDB 

Caixa de 

simulação 

(Å) 

N
o
 

moléculas 

H2O 

N
o
 

íons 

(Na
+
 e 

CL
-
) 

N
o
 total 

de 

átomos 

Tempo de 

simulação 

(ns) 

NS3-4A 

3SV6 90 x 90 x 90 32000 193 99310 

50 

NS3-4A-

telaprevir 
50 

NS3-4A-

ligantes 
2 

NS3-4A-

boceprevir 
50 

NS3-4A-

danoprevir 
50 

NS5B 

2WHO 
80 x 110 x 

200 

  

172280 

 

NS5B-

Mg
+2

 
   

Fonte: do autor. 

 

3.4.3.1 Conjunto de conformações  

 

As simulações por DM das proteínas produziram inúmeras estruturas que 

exploram seu espaço conformacional. A fim de obter um conjunto de estruturas 

representativas realizou-se o agrupamento das conformações semelhantes (clusters). 

Nestes agrupamentos podem ser verificadas mudanças conformacionais na estrutura da 

proteína, sendo aceitas pequenas variações dentro de um valor estipulado. Assim, para 

os sistemas com maior número de clusters espera-se maior variação de estruturas 

durante a DM. A população de cada cluster deve ser avaliada de modo a se investigar a 

representatividade deste conjunto nas inúmeras conformações geradas. 

Para a análise de clusters utilizou-se o módulo g_cluster incluído no 

GROMACS. Este módulo é capaz de separar as conformações em grupos de 

conformações similares, de acordo com o valor de RMSD, cuja população traduz a 

frequência com que as estruturas aparecem durante a DM. Os resultados dependem da 

escolha de dois parâmetros: o algoritmo de clusterização e o critério de raio de corte, 
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que separa as estruturas de um grupo em outro. Foi selecionado o algoritmo de 

clusterização do método gromos, raio de corte de 0,05 a 0,15 nm de RMSD e intervalo 

de tempo de 10 ps para gerar o conjunto de conformações a serem utilizados na triagem 

virtual. Utilizou-se como estrutura representativa de cada cluster a conformação 

centróide que possui o menor RMSD do conjunto de conformações referente aos 

átomos dos resíduos do sítio de ligação. Os resíduos foram determinados com uma 

distância de 6 Å a partir do centro de massa do inibidor telaprevir para NS3-4A e dos 

resíduos ASP220, ASP318 e ASP319 para NS5B. 

Com o objetivo de avaliar a conformação representativa de cada cluster, a 

cavidade do sítio de ligação foi selecionada. Para verificar se as conformações são 

diferentes entre si, foi calculado o RMSD e o número de ligação de hidrogênio em 

relação à estrutura experimental de NS3-4A e NS5B. As conformações dos 5 centróides 

de NS3-4A foram comparadas com 12 estruturas experimentais, selecionadas 

aleatoriamente, onde 9 estruturas são complexadas e 4 estruturas sem ligante. A 

comparação entre as cavidades do sítio de ligação foi realizada pelo volume e a 

profundidade com o programa EPOS_BP (Ensemble of Pockets on Protein Surfaces 

with BALLPass), e drogabilidade pelo servidor online DoGSiteScore.  

 

3.4.4 Análises dos resultados 

 

As análises foram realizadas com as ferramentas do programa GROMACS, 

Ligplot [91], predição da cavidade EPOS_BP [92], DogSite [93] Origin8 [94] e Pymol 

[95].  

 

3.5 Resultados e Discussão 

 

Nesta seção serão abordados os resultados referentes ao estudo das enzimas 

NS3-4A  e NS5B do vírus da hepatite C. 

 

3.5.1 DM de NS3-4A livre e complexada com telaprevir 

 

Para gerar um conjunto de conformações da proteína NS3-4A equilibrados para 

a triagem virtual e verificar o seu comportamento quando complexada, a enzima foi 

submetida à simulação por DM, em ambos os estados livre e complexada com o 
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fármaco telaprevir. O equilíbrio adequado do sistema é essencial para realizar a triagem 

virtual de moléculas em um conjunto de conformações da proteína que representam, 

aproximadamente, o espaço conformacional da mesma. Para verificar a estabilidade dos 

sistemas foram calculados os parâmetros de RMSD, raio de giração, RMSF e SASA. O 

RMSD é um parâmetro crucial para analisar a estabilidade do sistema ao longo das 

trajetórias da DM e o raio de giração para determinar o nível de compactação da 

proteína. A figura 11(a) apresenta os resultados obtidos do RMSD dos átomos de Cα 

das estruturas em relação à estrutura experimental, observa-se que o RMSD ficou 

abaixo de 0,21 nm, indicando pouca movimentação dos sistemas durante o tempo de 

simulação. A trajetória tende a estabilizar após 10 ns para a estrutura complexada 

atingindo ponto máximo de 0,19 nm e valor médio de 0,15 nm. A estrutura livre 

também tende a estabilizar após 10 ns permanecendo em equilíbrio até 30 ns e, após 

esse tempo, ocorrem maiores flutuações atingindo ponto máximo de 0,21 nm e valor 

médio de 0,17 nm ao longo do tempo. Assim, a enzima complexada é mais estável do 

que a enzima livre. Com isto a estrutura livre pode apresentar mais conformações do 

que a estrutura complexada, já que a última é mais estável ao longo do tempo. Dessa 

forma, a maior estabilidade da proteína complexada se deve as interações proteína-

inibidor que levam a uma menor flexibilidade. A figura 11(b) apresenta os resultados do 

raio de giração, onde a estrutura complexada apresenta maior estabilidade do que a 

estrutura livre ao longo do tempo de simulação. Porém, os valores médios durante os 50 

ns são muito próximos em torno de 1,60 nm para as estruturas. Assim, há uma pequena 

alteração na compactação da estrutura. Os resultados de RMSD e raio de giração 

demonstram que a estrutura livre possui mais conformações do que a complexada. Isto, 

provavelmente indica uma abertura e fechamento em vários momentos ao longo da 

trajetória na estrutura livre.  
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Figura 11 - (a) RMSD, (b) Raio de giração, (c) RMSF e (d) área acessível ao solvente de NS3-4A livre e 

complexada ao fármaco telaprevir. 

Fonte: do autor. 

 

O RMSF é a raiz do desvio quadrático médio baseado nos resíduos de 

aminoácidos da proteína. A figura 11(c) representa o RMSF das estruturas indicando as 

áreas da proteína que ocorrem maiores flutuações durante a simulação. Na figura 12 é 

possível visualizar que as maiores flutuações ocorrem para a proteína livre na região do 

sítio ativo e para o complexo em regiões de alças que são mais favoráveis à 

movimentação em ambas as estruturas. Nessa análise, assim como pelo RMSD dos 

átomos de Cα, a proteína livre é mais flexível quando comparada com a proteína 

complexada.  
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Figura 12 - Estrutura da NS3-4A livre (a) e complexada com telaprevir (b) com os valores de RMSF 

distribuído na faixa de 0,0 a 0,3 nm (azul – vermelho). 

Fonte: do autor. 

 

A análise de RMSF mostrou que as maiores diferenças entre as estruturas 

ocorrem na região do sítio ativo. Para verificar o comportamento da cavidade do sítio 

ativo foram feitas análises da área de superfície acessível ao solvente (SASA). SASA é 

a área de uma biomolécula que fica exposta ao solvente, sendo também uma forma de 

quantificar o efeito hidrofóbico e hidrofílico. Dessa forma, podemos mensurar a 

influência e participação do solvente no processo de estabilização protéico. A figura 

11(d) apresenta a área total acessível ao solvente (hidrofóbica + hidrofílica) da proteína 

livre e complexada ao longo do tempo de simulação. Observa-se que para a proteína 

livre ocorre um aumento e diminuição da área total em vários períodos ao longo do 

tempo. Porém, para a proteína complexada há uma maior estabilidade da cavidade do 

sítio ativo. Para a área hidrofílica e hidrofóbica da proteína complexada também há 

maior estabilidade. Por outro lado, observa-se que a área hidrofóbica da proteína livre é 

menor do que o complexo e a área hidrofílica da proteína livre é maior do que o 

complexo.  Em alguns intervalos de tempo ocorre um aumento ou diminuição de ambas 

as áreas para a estrutura livre. Portanto, pode-se inferir que ocorre uma abertura e 

fechamento da cavidade do sítio ativo em vários momentos para a proteína livre. 

 

3.5.1.1 Conjunto de conformações 

 

As conformações da proteína, obtidas a partir da simulação por DM devido a sua 

flexibilidade tem sido utilizada em experimentos de docking molecular aplicados na 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos. Entretanto, todo o conjunto de 



44 
 

 

conformação gerado pela simulação por DM para ser utilizado no experimento de 

triagem virtual com grandes bibliotecas de moléculas é uma tarefa inviável devido ao 

custo computacional. Assim, a fim de reduzir o conjunto de conformações da proteína 

os algoritmos de clusterização são amplamente utilizados. A simulação por DM gerou 

1,25 x 10
5
 conformações durante 50 ns, devido ao alto número de conformações foi 

extraído a cada 10 ps uma conformação totalizando 5000 conformações pela 

clusterização e diminuindo também o custo computacional. Para seleção do cluster 

representativo foi utilizado uma variação de 0,05 a 0,15 nm do raio de corte em relação 

aos resíduos da cavidade do sítio ativo (Figura 13). 

 

Figura 13 - Estrutura da NS3-4A com o inibidor telaprevir e os resíduos da cavidade do sítio ativo e em 

torno dela selecionados em destaque. 

Fonte: do autor. 

 

A figura 14(a) apresenta a quantidade de clusters gerados em função do raio de 

corte. Observa-se que para raios de corte entre 0,050 a 0,070 nm o número de cluster é 

alto e não há uma aglomeração das conformações, pois a quantidade de estruturas 

geradas na análise foi de 5000 conformações e esse número é o mesmo da quantidade 

clusters gerado. Já entre os valores de 0,080 a 0,15 nm ocorre a aglomeração das 

conformações em uma quantidade menor de clusters.  
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Figura 14 - (a) Número de clusters em função do raio de corte. Porcentagem populacional em função do 

número de clusters para a estrutura livre (b) e complexada (c). 

Fonte: do autor. 

 

Para gerar o conjunto de conformações a partir da trajetória da DM foi 

selecionado o sistema da proteína livre para a triagem virtual. Optou-se por esse 

sistema, pois há maior número de conformações do que a trajetória da proteína com o 

inibidor telaprevir, como mostrado nessa análise e nas anteriores. Dessa forma, o raio de 

corte de 0,13 nm foi selecionado resultando um total de 37 clusters, com 78% do 

conjunto sendo representado por 5 clusters mais dominantes das conformações da 

trajetória (Figura 14(b)). Estes clusters foram os mais populosos, onde cada cluster 

contem 1797; 906; 459; 452 e 281 conformações. Como conformação representativa foi 

utilizado o centróide de cada um dos 5 clusters (Figura 15).  
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Figura 15 - Sobreposição dos 5 centróides com a estrutura experimental 3SV6. Verde -  cluster 1, azul – 

cluster 2, rosa – cluster 3, amarelo – cluster 4, vermelho – cluster 5, e cinza - experimental 

3SV6. 

Fonte: do autor. 

 

Para verificar se os 5 centróides são diferentes calculou-se a quantidade de 

ligações de hidrogênio e os valores de RMSD dos centróides na cavidade do sítio ativo 

em relação à estrutura experimental 3SV6. Os valores de RMSD variam entre 0,20 a 

0,23 nm indicando pouca movimentação dos clusters. A estrutura experimental possui 

maior quantidade de ligações de hidrogênio em relação aos centróides, mas há grande 

quantidade de ligações de hidrogênio que são conservadas nos centróides em relação à 

estrutura experimental. O cluster 2 contem 42 ligações de hidrogênio, onde 6 ligações 

são diferentes da experimental, sendo a conformação que apresenta a maior diferença 

nas ligações de hidrogênio. As diferenças nas ligações de hidrogênio e os valores de 

RMSD podem estar associados entre as cavidades do sítio ativo dos clusters como 

mostrado na figura 16. Além disso, observa-se que também há diferenças no formato, 

volume e profundidade das cavidades (tabela 5), sendo mais expressas no volume dos 

clusters 2 e 5 com valores de 524,39 e 302,85 Å
3
, respectivamente. O cluster 5 

apresenta a cavidade com maior diferença no formato e volume, devido a presença de 

ligação de hidrogênio entre os resíduos 1057His e 1155Arg que fecha a cavidade. Já os 
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clusters 3 e 4 o volume e a profundidade se aproximam do experimental. A partir do 

volume e das análises anteriores pode-se concluir que ocorre uma abertura e fechamento 

da cavidade do sítio ativo para a estrutura livre. 

 

Tabela 5 - Número de ligações de hidrogênio e RMSD das conformações. 

Conformação 
N

o
 ligações de 

hidrogênio 

N
o
 ligações de 

hidrogênio 

conservadas 

RMSD / nm 

 (em relação estrutura 

experimental) 

3SV6 43   

Cluster 1 39 37 0,20 

Cluster 2 42 36 0,21 

Cluster 3 39 36 0,23 

Cluster 4 37 34 0,21 

Cluster 5 36 31 0,23 

Fonte: do autor. 

 

 

Figura 16 - Cavidade do sítio ativo da estrutura experimental 3SV6 e o centróide referente a cada cluster. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.1.2 Comparação entre o conjunto de conformações versus as estruturas 

experimentais 
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As proteínas em solução são dinâmicas e existem em um conjunto de 

conformações. A estrutura cristalina representa apenas uma conformação. Estudos 

recentes mostram que as simulações moleculares na escala de tempo em nanosegundo 

estão de acordo com as observações experimentais da dinâmica protéica em solução 

[181]. Sob esse ponto de vista, foi realizada a comparação dos cinco centróides com 12 

estruturas cristalinas, onde 9 são complexadas com inibidores e 3 sem inibidores para 

verificar se as conformações obtidas pela simulação por DM são diferentes. A 

comparação foi realizada pelo RMSD, volume, profundidade e drogabilidade da 

cavidade do sítio ativo apresentados na figura 17 e tabela 6. Os valores de RMSD 

variam entre 0,04 a 0,10 nm indicando uma pequena movimentação dos sítios em 

relação às outras estruturas, porém os menores valores são para a estrutura 3SV6 

seguido do cluster 1 e os demais clusters os valores são próximos. Calculou-se o 

coeficiente de correlação de Pearson entre a estrutura 3SV6 e os clusters para verificar a 

diferença entre essas conformações. Os coeficientes de correlação entre a estrutura 

3SV6 e o cluster 1, cluster 2, cluster 3, cluster 4 e cluster 5 são de 0,48; 0,10; -0,23; 

0,22 e -0,34, respectivamente. Para esses valores considera-se uma correlação fraca e 

ínfima para o cluster 2. Isto indica que as conformações representativas são diferentes 

das estruturas experimentais. Além disso, o volume, profundidade e drogabilidade são 

diferentes. A drogabilidade é a capacidade que uma proteína tem em se ligar a uma 

molécula com alta afinidade e especificidade. O DoGSiteScorer atribui uma pontuação 

de 0 a 1 chamada de drugscore como sendo a confiança da drogabilidade. O drugscore 

é predito pelo uso de máquina de vetor suporte (SVM – Support Vector Machine) 

baseado no volume, proporção dos resíduos apolares e profundidade [154]. Os valores 

do drugscore entre as estruturas experimentais variam de 0,40 a 0,60 com a estrutura 

3SV6 apresentando a maior drogabilidade e, para os clusters os valores variam entre 

0,22 a 0,84. Porém, os clusters 2, 3 e 4 apresentam maior drogabilidade do que as 

estruturas experimentais. Dessa forma, podemos inferir que simulação por DM forneceu 

conformações que podem existir na dinâmica protéica em solução e essas conformações 

além da experimental podem ser uma alternativa para a busca de novos protótipos a 

fármacos. Portanto, as 5 conformações representativas e a estrutura experimental foram 

utilizadas para o triagem virtual contra 4421 ligantes. 
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Figura 17 - Valores de RMSD (nm) da cavidade do sítio ativo da estrutura experimental 3SV6 e os 

clusters em relação às estruturas cristalinas com o código PDB. 

Fonte: do autor. 

 

Tabela 6 - Valores do volume, profundidade e drogabilidade das estruturas experimentais 

(código PDB) e os clusters. 

Estrutura Volume (Å
3
) Profundidade (Å) Drogabilidade (Drugscore) 

3SV6 473,30 5,46 0,60 

2oC0 410,41 7,34 0,50 

5ESB 342,82 7,25 0,58 

5EQR 411,69 7,47 0,53 

5EQS 445,41 7,11 0,59 

4K8B 556,05 5,91 0,39 

2P59 501,91 5,21 0,45 

2F9U 539,96 5,86 0,59 

3SU3 391,79 8,14 0,56 

3KEE 465,67 8,16 0,57 

2OBQ 413,64 4,28 0,44 

3KF2 533,22 5,64 0,45 

1CU1 624,04 4,14 0,58 

Cluster 1 431,86 7,22 0,46 

Cluster 2 524,39 9,61 0,83 

Cluster 3 470,44 5,93 0,72 

Cluster 4 485,99 6,72 0,61 

Cluster 5 302,85 4,22 0,21 
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3.5.2 DM dos complexos de NS3-4A com telaprevir, boceprevir e danoprevir 

 

A fim de avaliar o comportamento dos complexos da NS3-4A com os fármacos 

de referência realizou-se a simulação por DM durante 50 ns. A figura 18 apresenta os 

resultados de RMSD, RMSF e raio de giração. A partir dos valores de RMSD observa-

se que a proteína em complexo com telaprevir rapidamente atinge o equilíbrio seguido 

pelo boceprevir e danoprevir com valores médios de 0,15 ± 0,02; 0,15 ± 0,02 e 0,18 ± 

0,02 nm, respectivamente. Entretanto, o valor médio de RMSD é maior para o 

danoprevir, pois este fármaco apresenta maior volume comparado ao telaprevir e 

boceprevir podendo causar maiores modificações na estrutura da NS3-4A. O raio de 

giração da NS3-4A ao longo do tempo apresenta maiores modificações com danoprevir 

onde ocorre uma compactação da proteína durante os primeiros 30 ns seguido de uma 

descompactação, provavelmente devido ao volume do fármaco. Entretanto, após 30 ns 

os fármacos apresentam valores médios próximos em torno de 1,61 nm. Os valores de 

RMSF seguem o mesmo perfil de RMSD com as flutuações dos resíduos sendo menores 

para o telaprevir e aumentando com boceprevir e danoprevir. A partir da figura 19 é 

possível visualizar as regiões em que as flutuações de RMSF ocorrem, onde o resíduo 

Glu1013 possui maior flutuação nos complexos. Para região pertencente ao sítio ativo 

os resíduos que apresentam maiores flutuações nos complexos são Arg1117, Arg1119, 

Arg1161, Lys1136 e 1165Lys. 
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Figura 18 - RMSD, RMSF e raio de giração ao longo do tempo de simulação por DM dos complexos de 

NS3-4A com os fármacos de referência. 

Fonte: do autor. 

 

 
Figura 19 - Estrutura da NS3-4A com os valores de RMSF para telaprevir, boceprevir e danoprevir. As 

cores variam entre azul, branco e vermelho numa escala de 0 a 0,45 nm. O círculo destaca a 

região pertencente ao sítio ativo da proteína. 

Fonte: do autor. 
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As ligações de hidrogênio (LH) foram determinadas a uma distância de 0,35 nm 

e em um ângulo de 30° usando a ferramenta g_hbond do programa GROMACS (Figura 

20). O complexo da NS3-4A com telaprevir apresenta valor médio de ligação de 

hidrogênio (VMLH) = 6, com o número de ligações variando entre 3 a 9. O fármaco 

boceprevir possui VMLH = 4 e o número de LH variando entre 0 a 9. A proteína com 

danoprevir apresenta VMLH = 4 e o número de LH variando entre 0 a 8 ao longo do 

tempo. Para verificar a estabilidade das LH calculou-se a porcentagem de ocupação dos 

pares (Tabela 7), onde os complexos com telaprevir, boceprevir e danoprevir 

apresentam 6, 5 e 3 LH com mais de 50% de ocupação, respectivamente. Entretanto, 

observa-se que as LH da NS3-4A com os fármacos são comuns para os resíduos de 

Ala1157 com cerca de 90% de ocupação, Hip1057 (histidina duplamente protonada (δ- 

e ε-nitrogênios) carga +1) e Gly 1137, que pode ser muito favorável para a estabilidade 

destes complexos.   
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Figura 20 - Número de ligações de hidrogênio ao longo do tempo de simulação por DM dos complexos 

da NS3-4A com os fármacos de referência. 

Fonte: do autor. 
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Tabela 7 - Pares de ligações de hidrogênio com mais de 50% de ocupação. 

Fármaco Doador-Aceptor Ocupação (%) 

Telaprevir 

Lig(H15) - 1157Ala(O) 99,3 

1157Ala(H) – Lig(OBT) 99,1 

1139Ser(H) – Lig(OBS) 90,7 

1159Ser(H) – Lig(OBW) 87,1 

1057Hip(HE2) – Lig(O) 85,7 

1139Ser(HG) – Lig(OBR) 65,6 

Boceprevir 

1157Ala( H ) - Lig(O15) 97,1 

Lig(H1) - 1157Ala(O) 92,4 

Lig(H) - 1157Ala(O) 86,0 

1137Gly(H) - Lig(O35) 67,3 

1057Hip(HE2) - Lig(O25) 56,8 

Danoprevir 

1157Ala(H) - Lig(O3) 97,5 

Lig(H34) - 1157Ala(O) 76,0 

1137Gly(H) - Lig(O6) 64,3 

Fonte: do autor. 

 

O método de mecânica molecular da área de superfície de Poisson-Boltzmann 

(MM-PBSA) tem sido utilizado para estimar as energias livre de ligação no estudo das 

interações biomoleculares e no desenvolvimento de fármacos [144]. As energias livres 

de ligação calculadas para os complexos variaram de -28,73 a -41,72 kcal.mol
-1

 com a 

melhor interação da NS3-4A com telaprevir, seguido por danoprevir e boceprevir. A 

Tabela 8 apresenta os componentes de energia que contribuem para a energia livre de 

ligação, tendo como contribuições favoráveis os termos de van der Waals, eletrostáticos 

e solvatação apolar, enquanto que a solvatação polar foi desfavorável. A contribuição de 

energia mais favorável é GvdW nos complexos, provavelmente devido ao sítio ativo que 

possui muitos resíduos hidrofóbicos em toda sua extensão. Dessa forma, a energia de 

van der Waals tem um papel importante na estabilização dos complexos.  
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   Tabela 8 - Energia livre de ligação (kcal.mol
-1

) dos complexos NS3-4A-telaprevir, boceprevir e 

danoprevir
a
. 

Fármaco GvdW Geletrostatico Gsolv polar GASAS Gtotal 

Telaprevir -52,19 ± 3,18 -27,63 ± 2,85 43,45 ± 3,47 -5,35 ± 0,23 -41,72 ± 3,88 

Boceprevir -38,30 ± 0,06 -17,10 ± 0,07 31,19 ± 0,09 -4,51 ± 0,01 -28,73 ± 0,07 

Danoprevir -48,84 ± 0,09 -19,95 ± 0,06 42,04 ± 0,11 -4,86 ± 0,01 -31,61 ± 0,10 

  Nota: 
a
GvdW – energia de van der Waals, Geletrostatica – energia eletrostática, G solv polar – energia de 

solvatação polar, Gsasa – energia da área de superfície acessível ao solvente e Gtotal – energia livre 

de ligação.  

  Fonte: do autor. 

 

 A contribuição de energia de cada resíduo foi calculada para verificar a 

diferença entre os complexos. A decomposição da energia por resíduo (Figura 21) 

apresenta contribuições importantes dos resíduos Hip1057, Lys1136, Arg1155, Ala1156 

e Val1158 para os complexos. Além do resíduo 1057Hip contribuir para a energia de 

ligação, também foi favorável na formação de LH com os complexos. Portanto, esses 

resíduos podem ser considerados importantes na interação de ligantes com NS3-4A. 

 
Figura 21 - Decomposição da energia livre por resíduos e representação nas estruturas da NS3-4A em 

complexo com os fármacos de referência.  

Fonte: do autor. 
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 A figura 22 apresenta as interações dos complexos com os fármacos a partir da 

estrutura final da DM. Para o fármaco telaprevir observa-se 8 LH com os resíduos 

Hip1057, Ser1138, Ser1139, Arg1155 e Ala1157A e 10 contatos hidrofóbicos com 

Phe1154, Thr1042, Gly1137, Ala1156, Val1158, Thr1160, Leu1135, Lys1136, Ile1132 

e Arg1123. O complexo com boceprevir apresenta 3 LH com os resíduos Ala1157, 

Hip1057 e Gly1137 e 7 contatos hidrofóbicos com Arg1123, Ala1156, Ile1132, 

Ser1139, Lys1136, Arg1155 e Val1158. Danoprevir possui 5 LH com os resíduos 

Gly1137, Ser1139, Hip1057 e Ala1157 e 8 contatos hidrofóbicos com Lys1136, 

Leu1135, Asp1081, Arg1155, Val1158, Arg1123, Ala1156 e Ile1132. Em comparação 

com as interações dos complexos elas ocorrem com os resíduos Arg1155, Ser1139, 

Hip1057, Ala1157, Gly1137, Ala1156, Val1158, Lys1136, Ile1132 e Arg1123. Dentre 

esses resíduos a Hip1057 e Ser1139 pertencem ao sítio catalítico da protease NS3. Os 

resíduos Arg1155, Ala1156, Ala1157 e Val1158 são conhecidos por interagirem com 

inibidores peptidomimétidos de serino proteases [182]. Portanto, a simulação por DM 

reproduziu as interações existentes entre NS3-4A com os antivirais de ação direta. 

 

 
Figura 22 - Interações de hidrogênio e contatos hidrofóbicos de NS3-4A com telaprevir, boceprevir e 

danoprevir demonstrados a partir da estrutura final da DM. 

Fonte: do autor. 
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3.5.2 Redocking molecular 

 

Estudos de redocking são usados para validar os métodos de docking molecular. 

Nessa técnica o complexo proteína-ligante conhecido é então separado e ancorado, 

para avaliar o sucesso do método de docking em reproduzir o complexo conhecido 

experimentalmente. Para o teste de redocking é essencial alterar as coordenadas do 

ligante antes da simulação de redocking, para remover qualquer tendência que é 

causada por possuir o ligante ancorado a proteína exatamente na posição equivalente às 

coordenadas iniciais. Dessa forma, foi realizado o redocking da proteína NS34A com o 

fármaco telaprevir (código PDB: 3SV6), boceprevir (código PDB: 2OC8) e danoprevir 

(código PDB: 3SU0) utilizando o programa Autodock4. Como resultado o programa 

encontrou uma conformação do ligante de menor energia e o RMSD relacionado 

(tabela 9). O limite de RMSD de 2 Å é frequentemente utilizado como indicativo de 

uma adequada predição de ligação [183]. Dessa forma, para as 3 estruturas o programa 

Autodock4 apresentou bons resultados com valores de RMSD inferiores a 2 Å. A 

figura 23 apresenta a sobreposição da pose de redocking com a estrutura experimental. 

Além disso, os valores de energia obtidos pelo docking e experimental para cada 

fármaco são próximos e também podem confirmar o teste de redocking. 

 

Tabela 9 - Energia de ligação (kcal.mol
-1

) e RMSD (Å) do redocking molecular. 

Inibidor Código PDB Autodock4  Experimental  RMSD 

Telaprevir 3SV6 -8,25 -10,24 1,91 

Danoprevir 3SU0 -11,53 -9,32 1,08 

Boceprevir 2OC8 -7,67 - 1,45 

Fonte: do autor. 

 

A energia de ligação experimental foi obtida a partir da constante de inibição (ki 

= 34,4 nM e 162 nM de telaprevir e danoprevir [155], respectivamente)  pela seguinte 

equação (20): 

 

                     

 

onde R é constante dos gases, R = 1,987 cal K
-1

 mol
-1

 e  T é a temperatura em Kelvin. 
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Figura 23 - Sobreposição da pose de docking (rosa) da estrutura experimental (verde) dos 

fármacos telaprevir, boceprevir e danoprevir. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.3 Triagem virtual 

 

A técnica de triagem virtual de moléculas é cada vez mais utilizada para 

identificar moléculas líderes na descoberta de novos fármacos. Tipicamente, esta técnica 

faz o uso de uma única estrutura da proteína determinada experimentalmente que é 

utilizada por algoritmos de docking para prever a afinidade de ligação e poses de um 

grande número de moléculas [184]. Portanto, utilizando apenas uma estrutura da 

proteína experimental na triagem virtual pode-se deixar de encontrar moléculas com alta 

afinidade de interação que podem ser promissores candidatos a protótipos de novos 

fármacos. Uma solução para esse problema seria a inclusão da flexibilidade de proteínas 

na triagem virtual. Porém, os algoritmos de docking não permitem isso devido ao custo 

computacional. Atualmente, a inclusão da movimentação completa da proteína pode ser 

realizada por docking de múltiplas estruturas obtidas por difração de raios-X, RMN ou 

simulação por DM.  

Neste trabalho, primeiramente foi realizada a triagem virtual dos 4421 moléculas 

mais os inibidores telaprevir, boceprevir e danoprevir como controle positivo contra 6 

conformações da proteína, sendo a estrutura cristalina de NS34A (código PDB: 3SV6) e 
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os 5 centróides de cada cluster obtidos pela simulação por DM. Foram selecionadas 25 

moléculas que obtiveram melhor energia de interação em cada uma das 6 conformações 

(Tabela  10). Das 25 moléculas em cada conformação as energias de ligação variam 

entre -9,72 a -7,90; -8,85 a -7,82; -8,83 a -8,06; -9,17 a -8,28; -8,63 a -7,66 e -7,77 a 

6,43 kcal.mol
-1

 para a conformação experimental, cluster 1, cluster 2, cluster 3, cluster 

4 e cluster 5, respectivamente. As conformações que apresentaram as melhores energias 

foram a experimental e o cluster 3, onde essas apresentam valores de volume e 

profundidade próximos (Tabela 6). Já os clusters 1, 2 e 4 os valores de energia são 

próximos. Os maiores valores de energia são do cluster 5, onde essa conformação 

apresenta o menor volume, tendo sua cavidade mais fechada devido à presença de 

ligação de hidrogênio entre os resíduos Hip1057 e Arg1155. Dentre as 25 moléculas em 

cada conformação realizou-se um filtro para verificar as moléculas que se repetem entre 

as conformações. Assim, para a etapa de simulação por DM foram selecionadas 106 

moléculas. Os complexos com as 106 moléculas foram obtidos das poses com a 

estrutura experimental para serem utilizados como pose de partida na simulação por 

DM.  
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   Tabela 10 - Energia de ligação (kcal.mol-1) obtida pelo Autodock4. 

NS3-4A 

Experimental Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 

Ligante E Ligante E Ligante E Ligante E Ligante E Ligante E 

NCI_163910 -9,72 NCI_204232 -8,85 ZINC04469399 -8,83 NCI_270737_a -9,17 NCI_270738_a -8,63 NCI_163910 -7,77 

NCI_30663_a -9,24 NCI_156563 -8,64 ZINC03463476 -8,70 NCI_156516 -9,17 NCI_5069_a -8,37 ZINC36877315 -7,22 

ZINC78443615 -8,38 NCI_270737_b -8,63 NCI_4292 -8,65 NCI_135618 -9,11 NCI_270737_a -8,18 NCI_41066 -7,11 

ZINC03463364 -8,35 NCI_270738_b -8,57 NCI_321496 -8,60 NCI_93354_b -9,08 NCI_7578 -8,18 NCI_4292 -6,94 

ZINC66313262 -8,32 NCI_80997_b -8,55 ZINC08704622 -8,48 NCI_211490_a -9,00 NCI_5069_b -8,12 NCI_59620_b -6,85 

ZINC08727854 -8,28 NCI_211490_a -8,55 NCI_132232 -8,42 NCI_85433 -8,98 NCI_270737_b -8,12 NCI_293778 -6,84 

ZINC70509309 -8,24 NCI_30663_b -8,52 NCI_5069_a -8,34 NCI_327702 -8,82 ZINC78001294 -8,01 NCI_270738_b -6,81 

ZINC04515994 -8,21 NCI_281254 -8,44 ZINC08704625 -8,31 NCI_163910 -8,70 ZINC36725230 -7,99 NCI_281254 -6,76 

NCI_270737_b -8,16 NCI_163910 -8,36 NCI_270737_a -8,30 NCI_345647_a -8,63 ZINC21336673 -7,91 ZINC36844252 -6,75 

NCI_270737_a -8,14 NCI_298892_b -8,31 NCI_270738_b -8,28 NCI_270738_a -8,59 NCI_117987 -7,88 ZINC36844255 -6,71 

ZINC78005710 -8,13 NCI_5069_a -8,30 NCI_127133 -8,27 NCI_117987 -8,58 ZINC08704624 -7,84 ZINC21560744 -6,67 

ZINC70509308 -8,13 NCI_270737_a -8,20 NCI_204232 -8,27 NCI_270737_b -8,55 NCI_86467_b -7,79 NCI_135618 -6,66 

NCI_41066 -8,11 NCI_59620_b -8,12 ZINC14688128 -8,26 NCI_204232 -8,53 ZINC21336674 -7,77 NCI_132232 -6,65 

NCI_93354_a -8,05 NCI_298892_a -8,12 NCI_156516 -8,22 NCI_80313 -8,51 ZINC05443876 -7,75 NCI_117987 -6,64 

ZINC58022623 -8,02 ZINC73873821 -8,10 NCI_142335 -8,18 NCI_106231 -8,48 ZINC36725232 -7,73 NCI_171303 -6,61 

NCI_204232 -8,02 NCI_60785_a -8,07 NCI_270737_b -8,17 NCI_80997_b -8,47 ZINC21336671 -7,72 NCI_408860 -6,60 

ZINC10215117 -8,01 NCI_30663_a -8,05 ZINC41097660 -8,16 NCI_379880 -8,44 ZINC78001292 -7,72 NCI_86467_a -6,56 

ZINC07473569 -8,01 NCI_215718 -8,04 ZINC04356358 -8,16 ZINC08273034 -8,43 NCI_671136 -7,72 NCI_204232 -6,54 

NCI_40751 -8,00 NCI_37627 -8,03 ZINC00212654 -8,15 NCI_345647_b -8,41 ZINC36892784 -7,69 NCI_7578 -6,51 

ZINC72023504 -7,99 NCI_99634 -7,97 NCI_332186 -8,14 NCI_292923 -8,40 ZINC36718352 -7,69 NCI_40751 -6,49 

NCI_127133 -7,97 NCI_93354_b -7,96 NCI_327702 -8,12 NCI_13316_b -8,39 ZINC03592601 -7,69 ZINC74208891 -6,48 

ZINC07473571 -7,96 ZINC19699601 -7,92 ZINC04277878 -8,11 NCI_55691 -8,36 NCI_135618 -7,69 ZINC22620072 -6,47 

NCI_407628 -7,95 NCI_270738_a -7,90 ZINC23185040 -8,10 ZINC15281099 -8,32 ZINC39544236 -7,69 NCI_270737_b -6,47 

NCI_59620_b -7,93 ZINC19699631 -7,87 NCI_163443 -8,08 NCI_122819_b -8,30 ZINC03592753 -7,66 NCI_93354_a -6,46 

ZINC36752485 -7,92 NCI_127133 -7,86 ZINC08727857 -8,07 ZINC03595718 -8,29 ZINC04469399 -7,66 NCI_86467_b -6,46 

ZINC03463623 -7,90 NCI_86467_b -7,82 NCI_116709_b -8,06 NCI_158413 -8,28 ZINC03463476 -7,66 NCI_163443 -6,43 
  Fonte: do autor. 



60 
 

 
 

3.5.4 DM dos complexos obtidos pela triagem virtual 

 

A simulação por dinâmica molecular foi realizada durante 2 ns para os 106 

complexos de NS3-4A com os ligantes selecionados pela triagem virtual. O intuito desta 

etapa é refinar o ancoramento dos ligantes com o sítio ativo da proteína e, assim 

ranquear os melhores ligantes pela energia livre de ligação determinada pelo método 

MM-PBSA.  A energia livre de ligação entre os 106 ligantes variam de -9,15 a -31,39 

kcal.mol
-1

 e as melhores energias para a interação com NS3-4A são dos ligantes 

similares aos fármacos telaprevir e boceprevir. Estes resultados em comparação com os 

valores de energia livre de ligação dos complexos de NS3-4A com os fármacos de 

referência (Tabela 8) não foram melhores do que com o telaprevir. Porém, as energias 

dos ligantes (Tabela 11) ZINC07473569 e ZINC04277878 são melhores do que com o 

boceprevir e o ZINC36844252 tem energia próxima ao danoprevir. Verificamos se os 

10 ligantes (Figura 24) da tabela 11 aparecem em mais de uma conformação de NS3-4A 

na tabela 10 dos resultados de docking. Observa-se que o ligante ZINC36844252 

aparece no cluster 5, ZINC07473569 na estrutura experimental, ZINC04277878 no 

cluster 2, ZINC08704624 cluster 1 e 2, ZINC10215117 no cluster 1, ZINC36752485 na 

estrutura experimental, NCI_60785_a no cluster 1 e 4,  NCI_327702 no cluster 2, 3 e 4, 

NCI_142335 no cluster 1, 2 e 3 e NCI_298892_b no cluster 1. Apenas dois ligantes 

tiveram interação com a estrutura experimental e os demais com as conformações 

obtidas pela dinâmica molecular. Quando as múltiplas conformações da proteína são 

incorporadas a um protocolo de triagem virtual, a taxa de sucesso pode melhorar 

drasticamente; ligantes que não se ligam à estrutura cristalina podem se ligar a outras 

conformações de proteína relacionadas. O rastreio contra essas outras conformações, em 

princípio, reduz a taxa de falso negativo. Portanto, por meio dos dados in silico 

podemos sugerir que a triagem virtual com um conjunto de conformações da proteína 

seleciona ligantes que poderiam ser descartados para uma próxima etapa no processo de 

planejamento e desenvolvimento de novos fármacos. Sob o mesmo ponto de vista deste 

trabalho, o método RCS desenvolvido por McCammon que explora um conjunto de 

conformações com docking foi usado na descoberta do fármaco raltegravir, um inibidor 

da integrase de HIV [185-187]. Assim, nossos resultados podem auxiliar como um guia 

na busca por novos fármacos antivirais utilizando o docking e a simulação por DM com 

estruturas flexíveis tanto da proteína como do ligante. Entretanto, para validar esses 

resultados é necessário um ensaio experimental. 
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Tabela 11 - Energia livre de ligação (kcal.mol
-1

) obtida pelo método MM-PBSA. 

Rank Ligante ΔGtotal 

1 ZINC36844252 -31,39 ± 0,23 

2 ZINC07473569 -29,66 ± 0,34 

3 ZINC04277878 -29,11 ± 0,37 

4 ZINC08704624 -27,94 ± 0,96 

5 ZINC10215117 -27,86 ± 0,22 

6 ZINC36752485 -27,59 ± 0,31 

7 NCI_60785_a -27,33 ± 0,19 

8 NCI_327702 -27,14 ± 0,10 

9 NCI_142335 -27,04 ± 0,04 

10 NCI_298892_b -27,00 ± 0,23 

Fonte: do autor. 
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Figura 24. Estrutura química dos 10 melhores ligantes. 

Fonte: do autor.  

 

 Na simulação por DM da NS3-4A com os fármacos de referência foram 

analisados os resíduos que têm grande importância na interação com a proteína. Dessa 
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maneira, também foi verificado os resíduos que têm interação com os 3 melhores 

ligantes por meio da decomposição da energia por resíduo e LigPlot da estrutura final da 

DM. Na figura 25 observa-se que o comportamento é similar para os ligantes tendo os 

seguintes resíduos com energias favoráveis menores que -1,0 kcal.mol
-1

: Phe1043, 

Arg1109, Lys1136, Gly1137, Ser1138, Ala1156 para ZINC36844252, Phe1043, 

Arg1109, Ile1132, Lys1136, Arg1155 para ZINC07473569 e Hip1057, Ile1132, 

Lys1136, Arg1155 e Ala1156 para ZINC04277878. Os resíduos Phe1043, Lys1136 e 

Arg1155 são favoráveis, já o Asp1081 e Asp1168 desfavoráveis para os 3 ligantes. Na 

figura 26 observamos que os ligantes apresentam interações com resíduos da tríade 

catalítica como Ser1139 e Hip1057. Além disso, ocorrem interações com os resíduos de 

Arg1155, Ala1156, Ala1157, Gly1137 e Ile1132, onde os três primeiros são conhecidos 

por interagirem com inibidores peptidomimétidos de serino proteases. Os resíduos que 

foram de destaque nesses resultados também são importantes com os fármacos de 

referência. Isto pode ser um indicativo de que esses ligantes também tem potencial para 

inibir a enzima NS3-4A. 

 
Figura 25 - Decomposição da energia livre por resíduos e representação das estruturas da NS3-4A em 

complexo com os 3 melhores ligantes.  

Fonte: do autor. 
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Figura 26 - Ligações de hidrogênio e contatos hidrofóbicos de NS3-4A com ZINC36844252, 

ZINC07473569 e ZINC04277878 demonstrados a partir da estrutura final da dinâmica 

molecular. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.5 DM de NS5B e NS5B-Mg
2+

 

 

O comportamento das estruturas da NS5B e NS5B-Mg
2+

 foi avaliado pelo 

RMSD, raio de giração e SASA a partir da estrutura de referência obtida pelo PDB. Os 

RMSDs (Figura 27a) indicam que as modificações nas estruturas secundárias ocorrem 

no decorrer das simulações. O RMSD para a NS5B mostra que nos primeiros 

nanosegundos as conformações desviam da estrutura de referência. A estrutura 

converge lentamente para uma conformação estável com valor de RMSD médio de 0,45 

nm após 27 ns. A proteína complexada com íons Mg
2+

 apresenta um perfil de RMSD 

com menores oscilações do que a proteína livre convergindo para uma estrutura estável 

após 25 ns com RMSD médio de 0,33 nm. Nesta avaliação de RMSD podemos observar 

que a estrutura livre apresenta maior flexibilidade do que a estrutura complexada com 

os íons. Isto, também é observado pelo raio de giração (Figura 27b). Porém, a estrutura 

livre se torna mais compacta do que a complexada ao longo do tempo de simulação com 

valor de Rg médio de 2,24 e 2,28 nm durante os últimos 13 ns, respectivamente.  
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Figura 27 - (a) RMSD e (b) raio de giração dos átomos de carbono alpha das estruturas de NS5B livre 

(preto) e o complexo NS5B-Mg
2+

 (vermelho) em relação à estrutura de referência ao longo 

do tempo de simulação.  

Fonte: do autor. 

 

O RMSF (Figura 28) foi calculado para identificar a flexibilidade de cada 

resíduo durante o tempo de simulação. Nos dois sistemas os resíduos são muito 

flexíveis, porém NS5B apresenta maiores oscilações. Os maiores desvios de RMSF em 

ambos os sistemas ocorrem em regiões de alças da proteína. Os resíduos Asp220, 

Asp318 e Asp319 apresentaram os menores valores de RMSF tanto para NS5B quanto 

NS5B-Mg
2+

. Esses resíduos são importantes, pois coordenam os íons Mg
2+

 e estão 

diretamente envolvidos na catálise.  

 
Figura 28 - RMSF da proteína livre e complexada. 

Fonte: do autor.  

 

A SASA (Figura 29) de NS5B e NS5B-Mg
2+

 está em acordo com o raio de 

giração, pois quanto mais compacta a proteína menor a área acessível ao solvente. 

Observa-se que até 23 ns ambos os sistemas apresentam comportamentos similares, 
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após esse tempo de simulação a proteína livre tem um valor de área médio de 229 nm
2
 e 

a proteína complexada de 234 nm
2
, ou seja, NS5B se torna mais compacta e com menor 

área acessível ao solvente do que NS5B-Mg
2+

. Esta mudança de conformação indica 

que há uma conformação mais aberta para NS5B-Mg
2+

 e mais fechada para NS5B.   

 

 

Figura 29 - SASA da proteína livre e complexada de NS5B ao longo do tempo de simulação. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.5.1 Conjunto de conformações 

 

A estrutura de NS5B apresenta conformações diferentes na presença e na 

ausência dos íons Mg
2+

 no PDB. Os íons são muitos importantes para descoberta de 

novos fármacos, como ocorrido com o fármaco sofosbuvir que interage com os íons 

para inibir a polimerase NS5B. Por isso, optou-se por utilizar as duas conformações 

neste estudo para gerar o conjunto de conformações a serem utilizados no docking 

molecular. Para selecionar um conjunto de conformações representativo da DM por 

meio da clusterização utilizou-se o método gromos e raio de corte variando entre 1,0 a 

1,5 nm em relação aos resíduos do sítio ativo (Figura 30). A análise foi realizada 

durante os últimos 40 ns de simulação, em que as estruturas foram armazenadas a cada 
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2 ps gerando 20000 conformações em ambos os sistemas. A quantidade do número de 

clusters com a variação do raio de corte é apresentada na figura 31. Observa-se que o 

número de clusters diminui com o aumento do raio de corte. As tabelas 12 e 13 

apresentam maiores detalhes com relação à figura 31. Em ambos os sistemas a partir do 

raio de corte 1,2 nm podemos representar os sistemas com 3 conformações, pois a partir 

deste raio de corte a porcentagem das populações estão acima de 50%. Assim, o raio de 

corte de 1,5 nm foi selecionado, pois com 3 conformações podemos representar com 92 

e 97% da população de NS5B e NS5B-Mg
2+

, respectivamente. As estruturas centróides 

foram selecionadas para representar os 3 clusters de cada sistema (Figura 32).  

 

 

Figura 30 - Estrutura da NS5B com os resíduos do sítio ativo selecionado (azul) e os íons de Mg
2+

 

(verde). 

Fonte: do autor. 
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Figura 31 - Representação da quantidade de clusters gerados em relação à variação do raio de corte (nm) 

para os sistemas de NS5B (preto) e NS5B-Mg
2+

 (vermelho). 

Fonte: do autor. 

 

Tabela 12 - Quantidade de clusters, estruturas dos clusters mais populosos e porcentagem da população 

em relação ao raio de corte para NS5B. 

NS5B 

Número de clusters 203 95 50 28 17 11 

Raio de Corte 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 

Populações dos 3 

clusters mais 

populosos 

649/ 

363/353 

1529/ 

692/454 

2395 

/808/566 

3118/ 

858/625 

3798 

/1002/582 

4326/ 

1289/522 

Porcentagem da 

população (%) 
20 40 56 69 81 92 

Fonte: do autor. 
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Tabela 13 - Quantidade de clusters, estruturas dos clusters mais populosos e porcentagem da população 

em relação ao raio de corte para NS5B-Mg
2+

. 

NS5B-Mg
2+

 

Número de clusters 248 104 53 25 14 9 

Raio de Corte 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 

Populações dos 3 

clusters mais 

populosos 

402/ 

265/223 

788/ 

626/465 

1732/ 

1080/566 

2818/ 

941/908 

3960/ 

1306/577 

4793/ 

1337/371 

Porcentagem da 

população (%) 
13 28 50 70 88 97 

Fonte: do autor. 

 

 

Figura 32 - Sobreposição da estrutura cristalina (verde) e as 3 conformações dos centróides da NS5B (a) e 

NS5B-Mg
2+ 

(b). 

Fonte: do autor. 

 

Para verificar se os 3 centróides são diferentes calculou-se a quantidade de 

ligações de hidrogênio, RMSD da cavidade do sítio ativo em relação à estrutura 

experimental 2WHO, volume, profundidade e drogabilidade. Os valores de RMSD 

(Tabela 14) variam entre 0,328 a 0,365 e 0,370 a 0,384 nm na ausência e presença dos 

íons de Mg
2+

, respectivamente, indicando uma movimentação considerável dos clusters. 

A estrutura experimental possui maior quantidade de ligações de hidrogênio (Tabela 14) 

em relação aos centróides, porém a quantidade de ligações de hidrogênio que são 

conservadas nos centróides em relação à estrutura experimental é pequena, com as 

conformações na ausência dos íons de Mg
2+

 tendo maior número. Os clusters-Mg
2+

 

contem menor número de ligações de hidrogênio, sendo as conformações que 

apresentam maiores diferenças nas ligações de hidrogênio comparado com a 

experimental. As diferentes nas ligações de hidrogênio e os valores de RMSD podem 

estar associados às diferenças entre as cavidades do sítio de ligação dos clusters como 
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mostrado na figura 33. Além disso, observa-se que também há diferenças no formato, 

volume e profundidade das cavidades (Tabela 15), onde as maiores diferenças aparecem 

nos volumes e drogabilidade dos clusters-Mg
2+

. O cluster3-Mg
2+

 apresenta a cavidade 

com maior diferença no formato e volume. Já os clusters na ausência dos íons de Mg
2+ 

têm maiores volumes e melhor drogabilidade. Assim, a DM forneceu conformações 

diferentes da estrutura experimental. 

 

Tabela 14 - Número de ligação de hidrogênio e RMSD das conformações da NS5B e NS5B-Mg
2+

. 

Conformação 
N

o
 ligações de 

hidrogênio 

N
o 

ligações de 

hidrogênio 

conservadas 

RMSD / nm (em relação à 

estrutura experimental) 

NS5B 14   

Cluster 1 13 3 0,328 

Cluster 2 12 4 0,370 

Cluster 3 13 3 0,365 

NS5B-Mg
2+

 14   

Cluster1-

Mg
2+

 
7 0 0,840 

Cluster2-

Mg
2+

 
7 1 0,767 

Cluster3-

Mg
2+

 
8 1 0,700 

Fonte: do autor. 

 

  Tabela 15 - Valores do volume, profundidade e drogabilidade da NS5B e NS5B-Mg
2+

. 

Conformação Volume (Å
3
) Profundidade (Å) Drogabilidade (Drugscore) 

NS5B 676,29 21,00 0,81 

Cluster 1 762,62 20,54 0,80 

Cluster 2 500,00 22,00 0,88 

Cluster 3 563,00 27,0 0,89 

NS5B-Mg
2+

 660,0 21,04 0,81 

Cluster1-Mg
2+

 524,0 21,00 0,80 

Cluster2-Mg
2+

 406,72 12,28 0,60 

Cluster3-Mg
2+

 308,67 21,00 0,66 

 Fonte: do autor. 
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Figura 33 - Cavidade do sítio de ativo das conformações da NS5B e NS5B-Mg

2+
. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.6 Docking molecular de NS5B e NS5B-Mg
2+

 

 

  O docking molecular foi primeiramente realizado com a estrutura experimental 

de NS5B na presença e na ausência dos íons de Mg
2+

 com o fármaco sofosbuvir (Figura 

10). Este ancoramento foi utilizado como controle positivo na triagem virtual. Mas, 

ainda não existe nenhuma estrutura 3D do complexo NS5B-Mg
2+

-sofobuvir disponível 

no PDB e foi realizado um ancoramente especulativo baseado em dados experimentais. 

O docking molecular foi realizada no sítio ativo da proteína NS5B com sofosbovir 

obtendo valores de energia de ligação de -7,6 e -7,7 kcal.mol
-1

 na ausência e na presença 

dos íons Mg
2+

. Estes valores estão de acordo com os dados experimentais que variam 

entre -7,6 a -8,4 kcal.mol
-1

 [188]. A figura 34 apresenta as poses de sofosbuvir no sítio 

ativo da enzima e os tipos de ligações envolvidas. Observa-se que o complexo com 

NS5B é estabilizado por nove contatos hidrofóbicas e 5 ligações de hidrogênio com os 

resíduos Phe224, Thr221, Asp225, Asp318 e Asp319. O complexo com NS5B-Mg
2+

 é 

estabilizado por 12 contatos hidrofóbicas, uma ligação de hidrogênio com o resíduo 

Asp318 e uma ligação covalente com íon magnésio. Nesta análise podemos sugerir que 

a ligação do fármaco em presença dos íons apresenta maior estabilidade do que em 

ausência de magnésio apesar das energias serem muito próximas devido à ligação 

covalente. 

 



72 
 

 
 

 

Figura 34 - Estrutura obtida do docking molecular de sofosbuvir no sítio ativo de NS5B na ausência (A) e 

na presença (B) dos íons de Mg
2+

 e os tipos de interações. 

Fonte: do autor. 

 

3.5.7 Triagem virtual de NS5B NS5B-Mg
2+

 

 

A triagem virtual foi realizada em 2 etapas. Na primeira etapa foi realizada a 

triagem virtual de 1689 moléculas contra as estruturas cristalinas da NS5B e NS5B-

Mg
2+

, onde foram selecionadas 40 moléculas que obtiveram melhor energia de interação 

do que com o fármaco sofosbuvir. Na segunda etapa foram realizados os ancoramentos 

das 40 moléculas (Figura 35) contra as 6 conformações obtidas pela DM da NS5B e 

NS5B-Mg
2+

 e o raqueamento das melhores moléculas foi realizado pelo valor da 

energia média ponderada com relação a porcentagem populacional dos clusters. Os 

resultados das energias de ligação das 40 moléculas estão apresentados nas tabelas 14 e 

15. As energias de interação da estrutura cristalina com as 1689 moléculas variam entre 

-13,9 a -3,0 e -16,6 a -2,2 kcal.mol
-1

 para NS5B e NS5B-Mg
2+

, respectivamente. E entre 

as 40 moléculas as energias variam de -13,9 a -10,4 e -16,6 a -11,4 kcal.mol
-1

 para 
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NS5B e NS5B-Mg
2+

, respectivamente. Quando as 40 moléculas são submetidos ao 

docking contra o conjunto de conformações obtido da DM as energias variam entre -

10,2 a -3,7 e -12,2 a -4,8 kcal.mol
-1

 para NS5B e NS5B-Mg
2+

, respectivamente. 

Verifica-se que os complexos com NS5B-Mg
2+

 as interações são melhores do que com 

NS5B, pois é possível que com os íons de Mg
2+

 podemos obter ligantes mais atrativos. 

As 3 primeiras moléculas da tabela 16 sofrem maiores alterações no rank entre as duas 

triagens. Na tabela 17 a alteração do rank é pequena. Isto sugere que a presença dos íons 

de Mg
2+

 no sítio ativo estabiliza melhor os complexos, podendo ser de extrema 

importância para a busca de novos inibidores. Dentre as moléculas ancoradas com 

ambas as estruturas, a substância ZINC77319496 obteve melhor energia de ligação de -

10.2 e 12.2 kcal.mol
-1

 na presença e na ausência dos íons Mg
2+

, respectivamente. Esta 

molécula é similar ao sofosbuvir, porém até a presente análise é mais efetiva na 

interação com a enzima. A figura 36 apresenta as interações envolvidas nos complexos 

com ZINC77319496. Esta molécula em complexo com NS5B tem sua interação 

estabilizada por três ligações de hidrogênio com os resíduos Asp220, Gly351, Cys223 e 

Arg48. E dez interações hidrofóbicas pelos resíduos Thr219, Arg222, Lys51. Lys151, 

Ser367, Thr364, Ser218, Asp352 e Pro354. A interação com NS5B-Mg
2+

 é estabilizada 

por seis ligações de hidrogênio com os resíduos Arg368, Asp319, Cys155, Arg48 e 

Lys51, uma ligação covalente com íon magnésio e oito interações hidrofóbicas com os 

resíduos Phe145, Asp220, Arg158, Asp318, Ser367, Thr364, Cys366 e Ser365. Os 

resíduos Asp220, Arg48, Lys51 e Thr364 são importantes para a interação de 

ZINC77319496 com a enzima na presença e na ausência dos íons Mg
2+

. 
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Tabela 16 - Energia de ligação (kcal.mol
-1

) obtida pelo Autodock4 

da      estrutura cristalina e do conjunto de 

conformações da NS5B. 

Rank Ēi (Conjunto) Rank Ei (PDB) Código da molécula 

1 -10,2  3 -13,2 ZINC77319496 
2 -9,9  6 -12,1 ZINC05273962 

3 -9,6 27 -10,3 NCI_80735 

4 -9,5 2 -13,6 NCI_163910 

5 -9,3  21 -10,5 NCI_204232 

6 -9,2  28 -10,3 NCI_135618 

7 -9,0  7 -11,9 ZINC33979231 

8 -9,0  8 -11,4 ZINC13520531 

9 -8,9  35 -10,2 ZINC13520567 

10 -8,9  14 -10,8 ZINC30320690 

11 -8,8  26 -10,4 NCI_320218 

12 -8,7  20 -10,5 ZINC08215882 

13 -8,6  29 -10,3 NCI_319990 

14 -8,6  4 -10,6 ZINC05273963 

15 -8,3  38 -10,0 NCI_171303 

16 -8,3  22 -10,5 NCI_329249 

17 -8,3  5 -12,5 NCI_202386 

18 -8,3  33 -10,2 NCI_43088 

19 -8,2  18 -10,6 NCI_201631 

20 -8,0  23 -10,4 NCI_73735 

21 -7,9  36 -10,1 NCI_211356 

22 -7,9  16 -10,6 NCI_5069_b 

23 -7,8  1 -13,9 ZINC49853691 

24 -7,8  24 -10,4 NCI_294153 

25 -7,7  15 -10,7 ZINC83333182 

26 -7,7  17 -10,6 NCI_40751 

27 -7,6  32 -10,0 ZINC13546273 

28 -7,5 9 -11,3 ZINC83333183 

29 -7,5 13 -10,8 NCI_156563 

30 -7,2 10 -11,3 NCI_5069_a 

31 -6,9 11 -11,0 ZINC33979245 

32 -6,6 39 -10,0 ZINC01532628 

33 -6,3 31 -10,2 ZINC44460318 

34 -6,2 40 -10,0 ZINC12358873 

35 -5,8 19 -10,6 ZINC33979229 

36 -5,6 37 -10,0 ZINC77292553 

37 -5,3 30 -10,3 ZINC40655889 

38 -4,8 12 -10,9 ZINC65742747 

39 -3,9  34 -10,2 ZINC35340840 

40 -3,7 25 -10,4 ZINC12502471 

  Fonte: do autor. 
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Tabela 17 - Energia de ligação (kcal.mol-1) obtida pelo Autodock4 da 

estrutura cristalina e do conjunto de conformações da 

NS5B-Mg
2+

. 

Rank Ēi (Conjunto) Rank Ei (PDB) Código da molécula 

1 -12,2 1 -16,6 ZINC77319496 
2 -12,0 3 -14,9 NCI_163910 

3 -11,2 2 -15,1 ZINC49853691 

4 -10,7 18 -11,9 NCI_204232 

5 -10,2 21 -11,9 NCI_202386 

6 -9,9 15 -12,1 NCI_80735 

7 -9,7 14 -12,2 ZINC83333183 

8 -9,6 9 -13,0 NCI_281254 

9 -9,4 4 -13,3 ZINC13520567 

10 -9,2 10 -12,4 ZINC05273961 

11 -9,2 5 -13,2 ZINC05273963 

12 -9,2 20 -11,9 ZINC83333182 

13 -9,1 39 -11,0 NCI_171303 

14 -9,1 31 -11,1 NCI_302584 

15 -9,1 30 -11,2 NCI_73735 

16 -8,8 29 -12,6 ZINC13520531 

17 -8,8 11 -12,4 ZINC33979231 

18 -8,8 17 -12,0 ZINC12493522 

19 -8,6 28 -11,3 NCI_135618 

20 -8,6 34 -11,0 NCI_4292 

21 -8,6 16 -12,1 ZINC13546273 

22 -8,6 33 -11,1 NCI_294153 

23 -8,6 26 -11,4 NCI_40751 

24 -8,5 37 -11,0 NCI_329249 

25 -8,4  7 -12,7 NCI_41066 

26 -8,4 12 -12,3 NCI_408860 

27 -8,3 13 -12,2 ZINC05273960 

28 -8,3  19 -11,9 ZINC30320690 

29 -8,3  24 -11,5 ZINC77319502 

30 -8,2  29 -11,2 NCI_116720 

31 -8,2  9 -12,4 ZINC05273962 

32 -8,0  32 -11,1 NCI_156563 

33 -7,9  27 -11,3 NCI_5069_b 

34 -7,6  23 -11,6 ZINC33979232 

35 -7,5  40 -10,9 ZINC33979245 

36 -7,2  35 -11,0 ZINC08215882 

37 -6,9  36 -11,0 ZINC64622139 

38 -6,8  38 -11,0 ZINC33979230 

39 -6,4  22 -11,7 NCI_91529_b 

40 -4,8  25 -11,4 ZINC35340840 

  Fonte: do autor. 
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Figura 35 - Estrutura química dos 40 ligantes apresentados na tabela 16.  

Fonte: do autor. 
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Continuação Figura 39 
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Figura 36 - Poses da molécula ZINC77319496 no sítio ativo de NS5B na ausência (a) e na presença (b) 

dos íons de Mg
2+

 e os tipos de interações calculados pelo programa LigPlot. 

Fonte: do autor. 

 

3.6 Conclusão 

 

O estudo in silico da enzima NS3-4A mostrou que a DM da estrutura livre gera 

um espaço conformacional maior do que com a estrutura complexada. Isto resultou num 



79 
 

 
 

conjunto de conformações da proteína diferentes de algumas existentes no PBD. A 

triagem virtual com as múltiplas conformações de NS3-4A resultou em moléculas com 

melhores interações do que com o fármaco telaprevir. Porém, quando os complexos 

com os ligantes foram submetidos à simulação por DM verificou-se que as energias 

livre de ligação foram similares as dos fármacos de referência. A decomposição de 

energia e os tipos de interações determinadas pelo ligplot sugerem que os 3 melhores 

ligantes podem inibir a enzima NS3-4A, pois se ligam aos resíduos presentes na tríade 

catalítica e outros que são importantes nas interações com inibidores conhecidos. 

A abordagem computacional com a enzima NS5B em presença e ausência dos 

íons de magnésio demostrou que a interação com os ligantes e o fármaco sofosbuvir é 

mais efetiva em presença de Mg
+2 

no sítio ativo da proteína, pois parece estabilizar 

melhor os complexos. Além disso, a triagem virtual com múltiplas conformações 

encontrou o ligante ZINC77319496 com melhor interação do que o fármaco sofosbuvir. 

Esse estudo demonstrou que é importante a presença do íon metálico no sítio ativo, pois 

além de estabiliza a estrutura da enzima também melhora a interação com os ligantes. 

Assim, a presença do íon metálico no sítio ativo pode evitar falsos positivos no estudo de 

triagem de moléculas. Portanto, este estudo elucida a importância da presença do metal 

no sítio ativo, sendo crucial para a busca de novos inibidores antivirais. 

Contudo, foi possível verificar que a triagem virtual utilizando múltiplas 

conformações de proteína gera resultados diferentes da triagem com uma única 

estrutura. Esse método reduz o custo computacional do ensaio de docking caso fosse 

realizado com todo o espaço conformacional da trajetória de DM. Além disso, a 

simulação por DM dos complexos devido à flexibilidade da proteína e do ligante 

possibilita o refinamento dos resultados de docking, avaliação da estabilidade e energia 

de ligação em meio aquoso. Assim, a DM pode gerar resultados próximos ao 

experimental e corroborar no entendimento do mecanismo de interação proteína-ligante. 

Entretanto, para validar esses resultados são necessários ensaios experimentais. 
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4 CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO 

 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) tem uma incidência anual de 550.000 casos 

e 300 mil mortes por ano no mundo [26]. Este tipo de câncer, afeta principalmente os 

lábios, cavidade oral (boca), cavidade nasal, faringe, laringe e seios paranasais (Figura 

37). É considerado um dos cânceres mais agressivos e invasivos. Cerca de 90% de todos 

os cânceres de cabeça e pescoço são carcinomas de células escamosas (CCE), originado 

do revestimento escamoso da superfície das mucosas do trato aerodigestivo superior, 

incluindo cavidade oral, faringe, laringe e trato sinonasal [27].  CCE exibe um perfil 

agressivo de malignidade caracterizado principalmente pelo extensivo potencial de 

invasão aos tecidos adjacentes e sítios de metástases para órgãos distantes mesmo em 

estágios precoces.  

 

 

Figura 37 - Trato aerodigestivo superior. 

Fonte: [27] 

 

Atualmente, o CCE ocupa a sexta posição por incidência no mundo [26], sendo 

que apenas 50% dos pacientes permanecem vivos por 5 anos após o diagnóstico. Os 

casos diagnosticados desta doença estão frequentemente em estágio avançado, com um 

fator significativo de desenvolvimento dos linfonodos. O tratamento destes pacientes 

envolve avaliação por uma equipe multidisciplinar com a coordenação de cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia.  A cirurgia é o método mais antigo utilizado como 

tratamento do câncer, mas é um método altamente invasivo, podendo causar lesões 

estéticas irrecuperáveis, com um significativo comprometimento funcional. Na maioria 

dos casos, a terapia combinada é usada [28]. Nos Estados Unidos, o FDA vem 
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aprovando uma diversidade de estratégias imunoterapêuticas e somente no ano de 2015, 

18 diferentes estratégias capazes de modular não só o microambiente tumoral de 

diversos tipos de câncer, mas também em induzir uma resposta ávida contra eles, foram 

aprovadas. A imunoterapia foi considerada como o grande avanço da medicina nos 

últimos anos e no tratamento de pacientes com câncer. Determinados antígenos estão 

sendo amplamente estudados, como potenciais alvos na criação de imunizações 

utilizando células dendríticas para pacientes com CCE em diversos estágios, tais como 

MUC-1, EGFR, RAGE, GAGE, NY-ESO-1 e CEA. Além disso, os bloqueios de 

determinados receptores (antagonistas) e estimulação (agonistas), mediante anticorpos 

monoclonais, estão sendo amplamente utilizados em ensaios clínicos. Como exemplos 

destas terapias destacam-se: o bloqueio dos inibidores de checkpoints, tais como PD-1 

(Nivolumab e Pembrolizumab) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2) e CTLA-4 

(Ipilimumab), anti-EGFR (Cetuximab e Nimotuzumab), anti-EpCAM (Catumaxomab), 

agonistas de moléculas coestimuladoras tais como OX40, vacinas baseadas em 

peptídeos específicos, capazes de estimular uma resposta específica, terapia baseada em 

citocinas, tais como GM-CSF, IL-2, IL-12 e IFN-γ, inibidores de MDSC, terapias 

baseadas em CAR´s (Chimeric Antigen Receptors) e vírus recombinantes, capazes de 

produzir GM-CSF e transferência de células T adotivas.  No entanto, o tratamento não 

cirúrgico tem baixa taxa de resposta e efeitos colaterais elevados. Apesar dos avanços 

em pesquisa e tratamento, os resultados clínicos e as taxas globais de sobrevivência para 

CCE não foram melhorados substancialmente nas últimas décadas, com a taxa de 

sobrevivência de 5 anos em geral inferior a 50%. Os insucessos dessas estratégias 

baseiam-se principalmente na reincidência loco regional ou devidos as constantes 

metástases em linfonodos cervicais, marca registrada deste tipo de câncer [27]. 

Entretanto, há pesquisas em curso sobre alternativas potenciais e terapias menos tóxicas 

para o câncer de cabeça e pescoço, buscando obter um resultado clínico mais favorável, 

reduzindo a morbidade do tratamento [29].  Em função disso, algumas plantas vêm 

sendo utilizada no tratamento do câncer e uma delas tem despertado interesse científico, 

a Euphorbia tirucalli L. (E. tirucalli), conhecida popularmente como aveloz, utilizada 

no tratamento fitoterápico de asma, úlceras, verrugas e tumores em geral [30]. 

De acordo com o relatório mundial sobre o câncer de 2014, somando câncer de 

faringe, cavidade oral e laringe em ambos os sexos, foram estimados 686 mil novos 

casos para o ano de 2012, com 375 mil mortes estimadas no mesmo ano. Um declínio 

na incidência pode ser observado desde a década de 1990 para alguns países, como 
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Índia, China, EUA e Austrália. No entanto, inversamente, as tendências crescentes de 

incidência estão sendo mostradas em países como Dinamarca e Japão [31]. Somente no 

Brasil, 15.490 novos casos de câncer bucal foram estimados para o ano de 2016 e este 

câncer foi responsável por 5.401 óbitos em 2013. No que diz respeito ao câncer de 

laringe, 4.141 mortes foram registradas no Brasil no ano de 2013 e 7.350 novos casos 

foram esperados para 2016 [32]. O desenvolvimento de doenças malignas de cabeça e 

pescoço está fortemente associado a certos fatores de risco, como o uso do tabaco, o 

consumo de álcool e a infecção com tipos de vírus do papiloma humano (HPV) [33, 34]. 

Estes fatores causam alterações iniciais nas células epiteliais nos casos de CCE. Dentre 

as alterações canônicas neste tipo de câncer perfis mutacionais são resultantes de 

alteração da expressão e funcionalidade do gene TP53. Este padrão molecular está 

alterado em 50%  das lesões pré-malignas e malignas. Este perfil mutagênico está 

associado com maiores níveis de agressividade e piores prognósticos, sendo que 95% 

dos pacientes resistentes à radioterapia desenvolvem este perfil. Além disso, a alteração 

neste gene implica em um desbalanço metabólico tumoral contribuindo com o aumento 

da glicólise e o metabolismo oxidativo, fatores que auxiliam a lesão celular. Além do 

gene p53 demais genes tais como NOTCH1, EGFR (Receptor do Fator de Crescimento 

Epidérmico), CDKN2a (Inibidor de Quinases dependente de Ciclinas tipo 2), STAT3 

(transdutor de sinal e ativador de transcrição 3), ciclina D1, proteína do retinoblastoma, 

p16, p27, p21WAF1/CIP1 (inibidor de quinase dependente de ciclina) e CYP1A1 

(Citocromo P450 1A1) mostram-se alterados em pacientes com CCE [27, 35]. Com o 

intuito de determinar o estágio da progressão, o desenvolvimento tumoral e as 

estratégias terapêuticas a serem abordadas no futuro, dados clínicos radiológicos, 

parâmetros histológicos e marcadores moleculares são de fundamental importância para 

a caracterização do CCE.  Como resultado, vários marcadores moleculares mostram-se 

caracterizados e associados a esta neoplasia. Pesquisas recentes sobre genes expressos 

diferencialmente, funções biológicas e envolvimento potencial em CCE mostraram que 

a proteína quinase C (PKC) tipo Zeta participa no processo biológico de regulação do 

crescimento celular [34]. A PKC tem sido implicada como mediadora da sinalização do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em certos tipos de células. O 

EGFR é o complemento expresso em CCE e desempenha um papel fundamental na 

progressão tumoral e a PKCδ é necessária para a proliferação e viabilidade das células 

tumorais [36]. A inibição da PKCδ reduz a ativação de MAPK em queratinócitos 

epidérmicos adultos normais em cinco das sete linhas de células tumorais de cabeça e 
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pescoço. Além disso, os carcinomas de células escamosas da proliferação e viabilidade 

das células da cabeça e do pescoço são reduzidos pela inibição da PKCδ [36, 37]. 

Portanto, PKCδ é um potencial biomarcador prognóstico para a terapia alvo desses 

tumores e sua inibição potencializa a ação de outros inibidores de crescimento em CCE. 

 

4.1 Proteína quinase C  

 

As proteínas quinases C (PKCs) foram descobertas e identificadas há mais de 

três décadas, como enzimas que catalisam a fosforilação de proteínas. Essas enzimas 

propiciam a transferência de um grupo fosfato para os aminoácidos de tirosina, treonina 

e serina. O grupo de proteínas quinases C constitui a família das serinas/treoninas 

quinases de proteínas que desempenham uma parte importante na sinalização 

intracelular. Elas podem ser cálcio-dependentes ou cálcio-idenpendentes. As PKCs são 

conhecidas como mediadores na transdução de sinais biológicos e demonstram um 

conjunto regular de diversas funções biológicas como crescimento celular, 

diferenciação, apoptose, transformação, tumorigenicidade e outros  [4].   

De acordo com a diferença na capacidade de ligação dos seus domínios, 

atualmente são conhecidas 10 isoenzimas da família da PKC agrupados em 3 classes 

(Figura 38): PKC convencional (α, β1, β2,γ), PKC recente (δ, ε, ε, ζ) e PKC atípica (δ, 

ι/ η). Além disso, PKC µ e λ são consideradas, por alguns, constituintes de uma quarta 

classe e, por outros, como uma família distinta denominada proteínas quinases D. Todas 

estas enzimas têm em comum uma região C-terminal conservada, típica de quinases, e 

uma região N-terminal que contém módulos regulatórios: pseudo substrato (exceto 

µ/D); domínios de ligação à fosfatidilserina e ésteres diacilglicerol/forbol; domínios de 

ligação a lipídeos aniônicos (apenas as convencionais e recentes) e Ca
2+

 (apenas as 

convencionais); e domínios de ligação a fosfoinositídeos (apenas µ/D) [4]. 
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Figura 38 -  Representação esquemática da estrutura primária da família de gene da PKC. As isoenzimas 

de PKCs são compostas por cadeias de polipeptídios únicos que consistem em domínios 

reguladores e catalíticos. É indicada uma serie de regiões (C1-C4) conservadas e regiões 

variáveis (V1-V5). A região C1 (vermelho) consiste de em motivos ricos em cisteína, C2 

(verde) é a região de ligação ao Ca
2+

, C3 (roxo) compreende a cavidade de ligação de ATP 

e C4 (amarelo) é região de ligação do substrato. A região V1 (azul) indica o domínio de 

pseudosubstrato. Os domínios reguladores e catalíticos são separados por V3. A estrutura I 

representa as PKCs convencionais, estrutura II representa as PKCs recentes e estrutura III 

as PKCs atípicas. 

Fonte: [4].   

 

As PKCs atípicas são o terceiro grupo de isoenzimas e estas diferem das 

estruturas dos dois grupos anteriores. Essas isoenzimas contém a região C1, uma 

cavidade rica em cisteína e a região C2 é ausente. As PKCs atípicas não dependem de 

Ca
+2

 para a ativação e também não são sensíveis a diacilglicerol/forbol. A PKC atípica δ 

(PKCδ) está envolvida em múltiplas vias de transdução de sinal, incluindo a ativação da 

cascata ERK/MAPK, cascata de sinalização p70 ribossomal S6 quinase, fator de 

transcrição NF-θB e regulação da polaridade celular. A regulação dessas vias pode 

explicar alguns dos mecanismos pelo quais PKCδ promove o câncer humano, como por 

exemplo, câncer de cabeça e pescoço, mama e pulmão. Estudos recentes tem explorado 

a função de PKCδ em vários tipos de câncer. Por exemplo, foi relatado que o nível de 

expressão de PKCδ é duas vezes maior em linhas celulares de glioblastoma em 

comparação com astrócitos normais. Estudos subsequentes mostraram que esse alto 

nível de expressão está correlacionado com o aumento de proliferação de células de 

glioblastoma, enquanto que a baixa expressão está correlacionada com a inibição da 

migração e invasão. Recentemente, foi relatada uma nova via mitogênica incluindo 

PKCδ que medeia à ativação induzida por EGF da proteína quinase ativada por 

mitogênio (MAPK) e a proliferação dependente de MAPK em várias linhas celulares de 

CCP [36]. Considerando que a ativação Ras independente de ERK por PKCδ bem como 
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por outras isoformas de PKC, o mecanismo molecular de como PKCδ ativa a MAPK 

por EGF tem sido alvo de pesquisas [38]. Portanto, PKCδ é um potencial biomarcador 

prognóstico para a terapia desses tumores e sua inibição potencializa a ação de outros 

inibidores de crescimento em CCP. Entretanto, não há estrutura tridimensional de PKCδ 

determinada experimentalmente. Portanto, isso dificulta pesquisas para compreender 

melhor o mecanismo de interação dessa enzima com possíveis inibidores e proteínas. 

 

4.2 Eufórbia Tirucalli L. 

 

E. tirucalli (Euphorbiaceae) (Figura 39), popularmente conhecido como 

"aveloz", é um arbusto suculento nativo da África e amplamente empregado na 

medicina tradicional brasileira [39]. A casca/latex de E. tirucalli mostra atividades 

farmacológicas, antibacterianas, moluscicidas, anti-herpéticos e antimutagênicos [40]. 

No Nordeste do Brasil, o látex de E. tirucalli é usado como medicamento popular contra 

sífilis e parasitas intestinais, no tratamento de asma, dor nas costas, tosse, reumatismo, 

câncer e tumores da pele [41]. Estudos etnobotânicos no Brasil mostram que, entre um 

total de 84 espécies de plantas medicinais que foram relatadas na literatura 

etnobotânica/etnofarmacológica como sendo usada para o tratamento ou prevenção de 

câncer e tumores, a família botânica mais representada foi Euphorbiaceae, sendo E. 

tirucalli uma das espécies mais citadas [42]. Além disso, estudos propostos para 

pesquisar a atividade antitumoral de E. tirucalli na morfologia e progressão das células 

tumorais mostraram que a proliferação celular diminuiu [43-45]. Quimicamente, o látex 

compreende principalmente terpenos e esteróis, incluindo eufol, α-euforbol, 

cicloeufordenol, euforginol, tigliano (ésteres de forbol), ingenano (ésteres de ingenol), 

lupeol, a-amirina, lanosterol, cicloartenol, taraxasterol, tirucalol, ciclotirucanenol e 

tirucalicina [46, 47]. A espécie também é relatada como possuindo hentriacontano, ß-

sitosterol, ácido succínico, ácido cítrico, ácido elágico, ácido 3,3'-di-O-metilellágico, 

ácido gálico, catequina, miricetina, telimagrandina II, geranina, euforbina A, tirucalina 

A e B, prostratina A, euforbina F, pedunculagina, corilagina e casuarina [48-54]. 
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Figura 39 - Planta de Eufórbia Tirucalli L. 

Fonte: [39] 

 

A atividade antitumoral do aveloz é relatada por alguns autores que ocorre pela 

modulação da principal enzima que regula o processo glicolítico, onde age diminuindo a 

atividade de 6-fosfofruto-1-quinase, exercendo um mecanismo antineoplásico. Dentre as 

substâncias presente no látex de E. tirucalli o eufol apresenta efeito anticancerígeno em 

células humanas de câncer gástrico, CCE e carcinoma pancreático [55, 56]. O 

fitoterápico apresenta maior citotoxicidade contra células cancerígenas do que contra 

células normais [55]. Recentemente, um estudo avaliou a influência desse fitoterápico 

nas células neoplásicas do câncer de cabeça e pescoço e evidenciou a diminuição em 

quase 50% a proliferação celular em carcinomas epidérmicos de laringe e faringe [57]. 

Atualmente, os cientistas estão se concentrando em projetar e descobrir 

potenciais inibidores contra proteínas relacionadas ao câncer que desempenham um 

papel crítico no desenvolvimento de uma variedade de tumores. Futuras descobertas de 

pesquisa com o auxílio de desenho molecular assistido por computador e quimio-

bioinformática trarão novas esperanças, mas também criarão uma nova classe de 

medicamentos anticancerígenos que ajudarão milhões de indivíduos com câncer. Assim, 

espera-se que os fármacos projetados tenham alta afinidade com os novos alvos, inibam 

a proliferação e diferenciação de células tumorais e acelerem sua morte. As previsões 

das regras de Lipinski, os levantamentos de banco de dados e os estudos de modelagem 

molecular são ferramentas úteis para investigar receptores biológicos e ligantes 

bioativos. As técnicas acima podem ser usadas para investigar e relatar um novo ligante 

para uma proteína alvo. Uma combinação de mais estruturas, avanços na modelagem de 
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homologia, melhores ferramentas de ancoragem e pontuação, simulações de dinâmica 

molecular, métodos baseados em fragmentos e avanços na triagem virtual têm sido 

fundamentais neste progresso [58, 59]. Dessa maneira, avaliamos a interação de 10 

moléculas presente no látex de aveloz com a PKCδ expressa em células neoplásicas de 

CCE por meio de estudo in silico, em busca de encontrar uma molécula líder. 

 

4.3 Objetivos 

 

Em função da importância da atividade anticancerígena do látex de E. tirucalli, o 

objetivo desse trabalho é avaliar a interação de 10 moléculas do látex com o sítio ativo 

da  PKCδ expressa em células neoplásicas de CCE por métodos computacionais. 

Os objetivos fundamentais são: 

a) Avaliar as moléculas do látex de E. tirucalli pelas regras de Lipinski; 

b) Construção do modelo tridimensional da PKCδ por meio de modelagem por 

homologia com o programa MODELLER; 

c) Validar os modelos construídos por análise de parâmetros estereoquímicos com 

PROCHECK; 

d) Realizar simulações por docking molecular do sítio ativo do modelo validado da 

PKCδ com as 10 moléculas presente no látex de E. tirucalli; 

e) Realizar simulações por dinâmica molecular dos complexos obtidos por docking 

para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética, 

conformacional e das interações dos modos de ligação.  

  

4.4 Metodologia 

 

Os métodos utilizados no estudo computacional do alvo molecular PKCδ serão 

detalhados nas subseções. 

 

4.4.1 Modelagem por homologia 

 

A estrutura do modelo da PKCδ foi construída usando o programa 

MODELLER9.15 [14]. Inicialmente, a sequência primária do alvo foi obtida do banco 

de dados Uniprot [138] com o código UniProtKB: Q05513. Esta sequência consiste em 

592 resíduos, nos quais os resíduos Thr410 e Thr560 são fosforilados. A sequência foi 
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submetida no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para a seleção de um molde 

usando o Banco de Dados de Proteínas (PDB) [13] e o algoritmo PSI-BLAST [139]. 

Entre os moldes potencialmente retornados, foi selecionada uma estrutura humana de 

PKCiota (código PDB: 3A8W) [140], devido à sua resolução de 2.10 Å e similaridade 

de 84.43% com o alvo. O alinhamento de sequência foi realizado usando a ferramenta 

web ClustalO [141] e o alinhamento foi convertido em formato PIR. Na modelagem, as 

duas treoninas fosforiladas modificadas foram transferidas do molde para o modelo, 

usando o comando "env.io.hetatm = true" em um script do programa. Dessa maneira, 

foram gerados 60 modelos e o melhor modelo foi escolhido pela análise PROCHECK 

[18]. 

 

4.4.2 Docking molecular  

 

O inibidor midostaurin foi usado como fármaco controle na simulação de 

docking molecular. Dez produtos naturais foram selecionados de E. tirucalli para o 

estudo de ancoragem: ácido elágico, kaempferol, ácido 3,3'-di-O-metilellágico, 

taraxasterol, ß-sitosterol, eufol, ácido cítrico, hentriacontano, ácido málico e ácido 

succínico.  As estruturas das moléculas foram obtidas do PubChem [142] no formato 

sdf, convertidas em formato mol2 usando o programa openbabel [143] e preparadas 

usando o script prepare_ligand4.py do pacote de programas MGLTools [144]. O 

modelo de PKCδ selecionado foi preparado usando o script prepare_receptor4.py. O 

docking molecular foi realizado pelo programa AutoDock Vina [30]. Uma estrutura 

PKCiota (código PDB: 3A8X, resolução: 2.10 Å) tem um ATP co-cristalizado em um 

local formado por resíduos Ile251, Gly252, Gly254, Ser255, Tyr256, Ala257, Val259, 

Lys274, Ile323, Glu324, Val326, Asp387 e Phe543, correspondendo aos resíduos 

Ile258, Gly259, Gly261, Ser262, Tyr263, Ala264, Val266, Lys281, Ile330, Glu331, 

Val333, Asp394 e Phe552 no modelo, assim, esses resíduos foram utilizados para a 

identificação do espaço de busca, que foi centrado no ponto xyz 21.723, -1.863, -

37.296, com dimensão de caixa de 20.562 X 26.710 X 19.912 Å. Além disso, 

calculamos a energia de ligação usando o programa Xscore [145] como forma de 

validação do docking molecular. 
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4.4.3 Dinâmica molecular 

 

Os complexos das melhores poses de PKCδ -ligante obtidos do docking foram 

colocados em uma caixa cúbica periódica e solvatados por 24822 moléculas de água 

usando um modelo de potencial intermolecular transferível 3P (TIP3P) [87]. O campo 

de força AMBER99sb foi utilizado para a PKCδ. Os parâmetros do campo de força para 

as pequenas moléculas foram obtidos pelo campo de força AMBER generalizado 

(GAFF – General AMBER force field) [146]. As topologias AMBER para os compostos 

foram convertidas em formato GROMACS utilizando o acpype [147]. O sistema foi 

neutralizado e a força iónica (0,15 mol L
-1

) do meio foi ajustada pela adição de Na
+
 e 

Cl
-
. As simulações por dinâmica molecular foram realizadas com o programa 

GROMACS [84, 85, 148], mantendo constante o número de partículas, a pressão e a 

temperatura (ensemble NpT) a 300 K e 1,0 bar usando a velocity-rescaling [88] e 

Parrinello-Rahman [50] métodos para controle de temperatura e pressão com 

acoplamento de 0,1 ps e 2,0 ps, respectivamente. Os períodos de equilíbrio foram de 1,0 

ns e as produções foram de 10 ns. Uma distância de corte de 1,2 nm foi utilizada para 

cálculos de interação Lennard-Jones e malha de partículas Ewald (PME – particle mesh 

Ewald) [149] foi usado para interações eletrostáticas de longo alcance. Os 

comprimentos de ligação de hidrogênio dos átomos foram controlados com o algoritmo 

LINCS [150] e o algoritmo SETTLE [151] foi usado para restringir a geometria das 

moléculas de água. 

A energia livre de ligação para os complexos foi estimada com base na mecânica 

molecular / Poisson-Boltzmann área de superfície acessível a solvente (MM-PBSA) 

[58] com a ferramenta g_mmpbsa implementada na sub-rotina de GROMACS e APBS 

(Adaptive Poisson-Boltzmann) [90]. A energia livre de ligação foi calculada a partir de 

1000 poses extraídas a cada 10 ps das trajetórias da DM e não incluem o termo entropia. 

O LigPlot
+
 [91] foi utilizado para avaliar as interações dos complexos. 

 

4.4.4 Regras de Lipinski 

 

As cinco regras de Lipinski [152] foram analisada para todos os ligantes usando 

o servidor web FAF-Drugs3 [153]. As cinco regras de Lipinski foram inicialmente 

desenvolvidas para serem aplicadas apenas à absorção por difusão passiva de moléculas 



90 
 

 
 

através de membrana celular. Devido à sua simplicidade, é amplamente utilizado para 

avaliar a biodisponibilidade oral para novas moléculas. 

 

4.5 Resultados e Discussão 

 

Nesta seção serão abordados os resultados e discussão do estudo in silico da 

PKCζ. 

 

4.5.1 Modelo da PKCζ 

 

O modelo da PKCδ foi construído por modelagem por homologia com base no 

molde de PKCiota usando o programa MODELLER, a partir da semelhança de 84,43% 

com o alvo. Os resíduos 1-243 e 585-592 da proteína alvo não possuem moldes com 

estrutura equivalentes, portanto, não foram consideramos na construção do modelo. O 

alinhamento das sequências primárias entre o alvo e o molde é apresentado na figura 40, 

onde os resíduos do sítio ativo estão em destaque. Os resíduos do sítio ativo são 

totalmente conservados em ambas as sequências. Entre os 60 modelos gerados, o 

modelo 34 foi escolhido para os estudos de docking e DM. No gráfico de 

Ramachandran, o modelo 34 exibiu 94,3% dos resíduos nas regiões mais favoráveis, 

5,0% nas regiões adicionalmente permitidas, 0,7% nas regiões genericamente 

permitidas e 0,0% na região não permitida (Figura 41a), podendo ser considerado um 

modelo de boa qualidade que tenha mais de 90% dos resíduos em regiões favoráveis. O 

alinhamento 3D entre o alvo e o molde mostra um RMSD = 0,403 Å (calculado pelo 

programa pymol [180]) (Figura 41b) abaixo do alcance esperado de ≤ 2,0 Å [189]. 
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Figura 40 - Alinhamento de sequência entre PKCiota da estrutura PDB código 3A8X e  a PKCδ. No 

alinhamento, a sequência da PKCδ varia entre os resíduos 244-584. Os resíduos do sítio 

ativo em ambas as sequências estão em destaque. 

Fonte: do autor. 

  

 

 

Figura 41 - a) Gráfico de Ramachandran do modelo 34 de PKCδ. b) Sobreposição das estruturas do 

modelo      PKCδ (verde) e o molde PKCiota (azul) pelo programa pymol. 

Fonte: do autor. 
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4.5.2 Docking molecular 

 

Os resultados do docking molecular são mostrados na tabela 18 e as estruturas 

dos ligantes na figura 42. Dentre os produtos naturais o taraxasterol, eufol e ß-sitosterol 

exibem a melhor energia de ligação. O fármaco de controle (midostaurin) possui uma 

energia de ligação de -10,7 kcal mol
-1

 sendo a mesma do taraxasterol. Dessa forma, 

podemos sugerir que esses três ligantes tem boa interação com o sítio ativo da PKCδ. 

Para validar o docking molecular, a energia de ligação também foi estimada pelo X-

Score, confirmando que o taraxasterol, euphol e ß-sitosterol exibem melhor interação 

com a PKCδ.  

 

Tabela 18 - Energia ligação dos complexos da PKCδ e as moléculas do látex de aveloz obtidos pelo Vina, 

X-Score e dinâmica molecular-MMPBSA. Valores de logP obtidos pelo obprop. 

Ligante 
Fórmula 

Química 
Vina X-Score MM-PBSA logP 

Taraxasterol C30H50O -10,7 -10,97 -33,83 8,0248 

Eufol C30H50O -9,5 -10,39 -37,00 8,4791 

β-Sitosterol C29H50O -8,9 -9,94 -33,19 8,0248 

Ácido Elágico C14H6O8 -8,4 -7,80 -19,16 1,3128 

Ácido 3,3'-di-O-

dimetilelágico  
C16H10O8 -8,3 -7,77 -22,51 1,9188 

Kaempferol C15H10O6 -8,2 -8,06 -22,71 2,2824 

Hentriacontano C31H64 -5,4 -8,21 -14,98 12,3391 

Ácido citríco C6H8O7 -4,9 -6,23 -12,14 -1,2485 

Ácido málico C4H6O5 -4,1 -5,82 -12,66 -1,0934 

Ácido succínico  C4H6O4 -4,0 -5,85 -1,96 -0,0642 

Midostaurin 
C35H30N4

O4 
-10,7 10,85 ---- -5,89 

Fonte: do autor. 
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Figura 42 - Estrutura química das moléculas selecionadas de Euphorbia tirucalli e o fármaco controle 

para estudo in silico. 

Fonte: do autor. 

 

Os ligantes mais hidrofílicos demonstram uma menor energia de ligação, de 

acordo com a característica hidrofóbica do sítio ativo da PKCδ. Os valores de logP 

foram calculados pela ferramenta obprop do programa openbabel [164]. A energia de 

ligação e o logP são correlacionados, os três ligantes com melhor energia de ligação 

(taraxasterol, eufol e ß-sitosterol) têm maiores valores de logP, enquanto os ligantes 

com menor energia de ligação (ácido cítrico, ácido málico e ácido succínico) têm 

valores menores de logP. Uma exceção é o hentriacontano que possui o maior valor 

logP, mas baixa energia de ligação, provavelmente devido à sua longa cadeia com 31 

átomos de carbono, podendo não ter um bom encaixe no sítio. Os gráficos de LigPlot 

são mostrados para os complexos de taraxasterol, eufol e ß-sitosterol- PKCδ (Figura 
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43). A interação entre PKCδ e taraxasterol é mediada por contatos hidrofóbicos, 

enquanto que a interação com eufol tem ligações de hidrogênio com os resíduos Glu331 

e Val333, e ß-sitosterol com Glu331. 

 

 

Figura 43 - Interação da PKCδ com os melhores ligantes obtidos por docking molecular. Os semi-círculos   

indicam os contatos de van der Waals entre resíduos de proteína e o ligante. As ligações de 

hidrogênio são mostradas com linhas verdes tracejadas. 

Fonte: do autor. 

 

4.5.3 DM dos complexos de PKCζ 

 

Simulações por DM foram realizadas para refinar os complexos obtidos por 

docking molecular, verificar a estabilidade e energia livre de ligação pelo método de 

MM-PBSA. A figura 44a mostra os resultados obtidos do RMSD para os três 

complexos. Observa-se que os últimos 6 ns, a proteína estabiliza atingindo valores 

médios de RMSD de 0,255 ± 0,013, 0,239 ± 0,018 e 0,246 ± 0,019 nm quando 

complexada com eufol, ß-sitosterol e taraxasterol, respectivamente, indicando que os 

complexos são estáveis. 

A figura 44b mostra que o Rg para o complexo com eufol apresenta menores 

flutuações, sendo mais estável em relação aos demais. No entanto, os complexos com ß-



95 
 

 
 

sitosterol e taraxasterol apresentam grandes flutuações até 4 ns atingindo valores de 

2,189 e 2,193 nm, respectivamente, e após 4 ns as flutuações diminuem com ß-sitosterol 

tornando-se mais estável do que com taraxasterol. Assim, os valores médios de Rg dos 

últimos 6 ns são 2,137 ± 0,009, 2,141 ± 0,008 e 2,161 ± 0,011 nm para os complexos 

com eufol, ß-sitosterol e taraxasterol, respectivamente, sugerindo que a proteína é mais 

compacta com um menor raio hidrodinâmico quando complexada com eufol.  

O RMSF foi calculada (Figura 44c). A flutuação foi maior na região de alças 

entre os resíduos 450-480 fora do sítio ativo. Esses resultados estão de acordo com o 

raio de giro, uma vez que a mobilidade dos resíduos é maior para o taraxasterol e menor 

para o eufol. Em suma, esses resultados indicam que o complexo eufol- PKCδ é o mais 

estável da simulação. 
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Figura 44 - Gráfico de RMSD, raio de giração e RMSF para os três sistemas. 

 Fonte: do autor. 

 

A energia livre de ligação dos 10 complexos foi calculada pela média de 100 

poses ao longo das simulações por DM (Tabela 18). A energia livre de ligação mostrou 
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os melhores ligantes para PKCδ, eufol (-37,00 kcal.mol
-1

), ß-sitosterol (-36,19 kcal.mol
-

1
) e taraxasterol (-33,83 kcal.mol

-1
). Este resultado corrobora com a energia calculada 

pelo docking e X-Score, onde esses compostos também apresentaram melhor energia de 

ligação. Entre as energias que contribuem para a energia de ligação, a energia de van 

der Waals (-48,61, -41,19 e -38,78 kcal.mol
-1

) tem uma contribuição maior, seguida da 

energia de área de superfície acessível ao solvente (-4,78, -4,98 e 3,20 kcal.mol
-1

) e 

energia eletrostática (-4,21, 4,19 e 1,09 kcal.mol 
-1

), enquanto que a energia de 

solvatação polar (20,62, 14,16 e 9,95 kcal.mol
-1

) não apresenta contribuição efetiva 

devido aos valores positivos para os complexos eufol-, ß-sitosterol- e taraxasterol- 

PKCδ, respectivamente. Isto evidência que a força de interação é governada pela 

energia de van der Waals. A análise de decomposição de energia (Figura 45) mostra que 

os resíduos Glu300, Ile383 e Asp394 são os principais contribuintes com energia ≤ -1,5 

kcal.mol
-1

 e a Lys281 é desfavorável para a ligação dos complexos. A figura 46 mostra 

a interação da estrutura final da DM que ocorre entre a PKCδ e as três moléculas 

estimada pelo LigPlot. Em todas as poses, foram observados contatos van der Waals 

entre resíduos hidrofóbicos da proteína e taraxasterol eufol e ß-sitosterol. Além disso, 

para os complexos com eufol e ß-sitosterol também incluem ligações de hidrogênio. 

Observa-se que essas interações são conservadas tanto nas análises de docking e DM 

com os resíduos Glu331, Val333, que também podem estar associados à estabilidade do 

complexo além das interações hidrofóbicas. No entanto, observa-se que os resíduos com 

maior contribuição de energia (Figura 45) fazem interação hidrofóbica, reafirmando que 

a energia de van der Waals é a força que rege a interação com a PKCδ. 

 

 

Figura 45 - Contribuição da energia livre de ligação por resíduo dos 3 sistemas simulados. 

Fonte: do autor. 

250 300 350 400 450 500 550

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

# Resíduo

 E
n
e

rg
ia

 d
e

 C
o

n
tr

ib
u

iç
ã
o

 (
k
c
a

l.
m

o
l-1

)

Eufol

Lys265

Lys281

Glu300
Asp337

Lys378

Asp376
Leu383 Phe548

 

 

250 300 350 400 450 500 550

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

Taraxasterol

Arg260

Lys281

Glu300
Ile330

Asp380

Leu383

Asp394

 

 

 

250 300 350 400 450 500 550

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

Asp394

-sitosterol

Arg260

Lys265

Lys281

Glu300
Ile330

Asp380

Leu383

Asp394

 

 

 

 



98 
 

 
 

 

Este estudo mostra que os triterpenos euphol, taraxasterol e ß-sitosterol 

interagem com sítio de ligação de ATP da PKCδ revelado por três métodos diferentes, 

docking, X-Score e DM. Existem relatos demonstrados por diferentes estudos 

experimentais, nos quais os triterpenos apresentam atividade anti-inflamatória e 

anticancerígena. Além disso, estudos relatam que essas moléculas diminuem a atividade 

das enzimas como PKC e receptor fator de crescimento epidérmico (EGFR) e também 

se ligam no sítio de ligação de ATP [190-193]. Portanto, esses resultados corroboram 

com nosso estudo in silico.  

 

 

Figura 46 - Modo de ligação e interação de PKCδ com os ligantes obtidos por dinâmica molecular. Os 

semi-círculos indicam os contatos de van der Waals entre resíduos de proteína e o ligante. As 

ligações de hidrogênio são mostradas com linhas verdes tracejadas. 

Fonte: do autor. 

 

4.5.4 Regras de Lipinsk 

 

As cinco regras de Lipinski avaliam a semelhança de fármacos e determina se a 

molécula é farmacologicamente ativa. Este filtro é amplamente utilizado para o 

desenvolvimento de novos fármacos. A tabela 19 apresenta o resultado para as dez 

moléculas do látex de aveloz. Cinco moléculas obedeceram à regra de Lipinski. Porém, 
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outras cinco moléculas violaram apenas uma regra de Lipinski e um fármaco a ser 

rejeitado deve apresentar mais de uma violação dos seguintes critérios (cinco regras 

(RO5): peso molecular ≤ 500; logP calculado P ≤ 5; número de dadores de ligação de 

hidrogênio (HBD) ≤ 5; número de aceitadores de ligações de hidrogênio (HBA) ≤ 10) 

[194]. 

 

  Tabela 19 - Valores de Lipinski das moléculas do látex de aveloz. 

Moléculas 

Peso 

Molecular 

(g mol
-1

) 

logP HBD  HBA  
Violações de 

Lipinski (max.4) 

Taraxasterol 426,724 7,075 1 1 1  

Eufol 384,644 7,111 1 1 1  

-sitosterol 414,713 7,435 1 1 1  

Ácido Elágico 302,197 -1,391 4 8 0  

Ácido 3,3’-di-

O-metilelágico 
330,250 0,002 2 8 0  

Kaempferol 

 
286,236 1,630 4 6 0  

Hentriacontano 436,847 16,318 0 0 1  

Ácido cítrico 192,125 -0,261 4 7 0  

Ácido Málico 134,088 -0,450 3 5 0  

Ácido 

Succínico 
118,089 -0,579 2 4 1  

Fonte: do autor. 

 

4.6 Conclusão 

 

O modelo de PKCδ construído pode ser usado para estudos de docking e 

dinâmica molecular. Esse modelo mostrou boa qualidade estrutural conforme a 

validação. Assim, o presente trabalho constitui a base para mais modelos moleculares e 

estudos bioquímicos sobre a segmentação da enzima PKCδ como alvo para futuras 

terapias. Nossos estudos revelaram que o eufol, ß-sitosterol e taraxasterol como 

potenciais moléculas líderes presente no látex de aveloz dentre as demais com base nos 

melhores valores de energia de ligação do docking e DM-MM-PBSA. Além disso, a 

602,89

  7,165 
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energia de ligação do fármaco de controle foi idêntica ao taraxasterol, sugerindo que os 

melhores ligantes podem ter boa interação com o site ativo de PKCδ. Entre as 

contribuições de energia de ligação por MM-PBSA, o termo energético de van der 

Waals é a principal contribuição dos complexos PKCδ -ligantes. Os complexos 

apresentaram boa estabilidade ao longo do tempo das simulações por DM. No entanto, 

com base nos dados de DM, a melhor interação de PKCδ é com eufol, uma vez que DM 

considera a flexibilidade tanto da proteína como a do ligante, resultando em um ajuste 

adequado do ligante no sítio de ligação. Por conseguinte, a análise in vitro e in vivo dos 

efeitos de eufol, ß-sitosterol e taraxasterol é necessária para compreender com precisão 

o mecanismo molecular de ação e eficiência farmacológica para afirmar de forma 

conclusiva que eles podem ser usados como candidatos a protótipos no 

desenvolvimento de novos fármacos para o CCP. 
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5 LEISHMANIOSE 

 

As doenças tropicais negligenciadas (DTN) são consequência do 

subdesenvolvimento social. Estas são endêmicas em várias regiões geográficas 

importantes, afetando milhões de pessoas e determinando altos índices de morbidade e 

mortalidade [60-62]. Apesar da grande morbidade global apenas 1,3% dos 1556 

fármacos aprovados foram especificamente desenvolvidos para o tratamento das DTN 

[63]. Esta situação reflete a falta de interesse entre as empresas farmacêuticas no 

desenvolvimento de fármacos para tratar das DTN.  

De acordo com a organização mundial da saúde as Doenças Tropicais 

Negligenciadas (DTN) são um grupo de 17 doenças infecciosas que afetam mais de um 

bilhão de pessoas por todo o mundo, dentre as quais incluem dengue, doença do sono, 

doença de Chagas e leishmanioses [64]. Este complexo de doenças é considerado um 

dos maiores problemas mundiais de saúde pública. Estima-se que as leishmanioses 

ocupem o segundo lugar em mortalidade e quarto lugar em morbidade entre as doenças 

tropicais. No Brasil, as DTN com alto nível de prevalência e ocorrência são malária, 

doença de Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengue e filariose linfática [65].   

A classificação das DTN pela Organização Mundial de Saúde, baseando-se na 

emergência, controle e disponibilidade de fármacos, as leishmanioses foram agrupadas 

entre as doenças que não estão sob controle e são emergentes. Mudanças ambientais tais 

como desmatamento, urbanização e migração de pessoas para regiões endêmicas, têm 

sido apontadas como prejudiciais ao controle das leishmanioses de maneira que a 

doença permanece se espalhando [65].  

A leishmaniose compreende várias manifestações clínicas causadas por espécies 

diferentes dos protozoários do gênero Leishmania pertencente à família 

Trypanosomatidae [66, 67]. Este complexo de doenças emerge em 98 países e tem uma 

alta taxa de incidência, afetando 12 milhões de pessoas em todo o mundo, com 350 

milhões de pessoas em risco de infecção [68]. 

Estimativas indicam que a doença possui uma prevalência de 12 milhões de 

pessoas infectadas atualmente no mundo e 1,6 milhões de novos casos anualmente, dos 

quais cerca de 500000 são de leishmaniose visceral e 1,1 milhões de novos casos são de 

leishmaniose cutânea ou mucocutânea [67, 69].  

Os parasitos da leishmaniose apresentam-se de duas formas no seu ciclo 

evolutivo, uma extracelular e outra intracelular. A forma móvel de Leishmania, 
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flagelada e extracelular é chamada de promastigotas [70]. Estas são encontradas dentro 

do inseto que são transmitidas durante a picada do inseto. A forma intracelular é 

chamada de amastigotas, onde é encontrado o DNA mitocondrial [71]. 

Os vetores da doença são insetos do gênero Lutzomyia no Novo Mundo e 

Phlebotomus no Velho Mundo, os quais representam o elo entre os reservatórios 

(animais silvestres como roedores, animais domésticos como cães) e o hospedeiro 

humano [72]. O hospedeiro invertebrado torna-se infectado quando a fêmea do vetor 

pica um vertebrado infectado durante o repasto sanguíneo e, juntamente com o sangue, 

ingere macrófagos parasitados [70]. Durante o trajeto pelo trato digestivo, os 

macrófagos se rompem liberando os amastigotas que se transformam em promastigotas, 

as quais se dividem intensamente e transformam-se em promastigotas metacíclicas sem 

a capacidade de divisão binária, migrando então para a probóscida do inseto. A partir de 

então, o inseto quando pica, regurgita os parasitos para o interior da pele do hospedeiro 

vertebrado, inoculando-os no local da picada, ocorrendo assim à transmissão [67]. Na 

saliva do inseto há uma gama de moléculas farmacologicamente ativas que podem 

modular a resposta imune e inflamatória do hospedeiro, facilitando o estabelecimento da 

infecção [73]. Desse modo, as formas infectantes do parasito, as promastigotas, 

interagem com as células do sistema fagocítico mononuclear, e sob a forma amastigota, 

passam a se multiplicar no interior de macrófagos. Depois da multiplicação, as 

amastigotas lisam as células do hospedeiro, reinfectam outros macrófagos e então 

retornam ao vetor invertebrado durante outro repasto sanguíneo [74] (Figura 47). 
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Figura 47 - Ciclo de vida de parasitos do gênero Leishmania.   

Fonte: [74]. 

 

A L. (L.) amazonensis é membro do complexo Leishmania mexicana e agente 

etiológico de amplo espectro de leishmanioses nos países da América do Sul [75]. No 

Brasil, a infecção por L. (L.) amazonensis pode causar duas manifestações clínicas 

distintas de leishmaniose cutânea: uma forma cutânea mais localizada ou a forma difusa 

[76]. Porém, relata-se que esta espécie possa causar um amplo espectro de 

leishmanioses [77]. Dentre as 28 espécies de protozoários do complexo L. (L.) 

mexicana, apenas L. (L.) amazonensis é capaz de formar grandes vacúolos 

parasitóforos, e estes imensos vacúolos servem como escudo, ―diluindo‖ os efeitos 

leishmanicidas do óxido nítrico (NO) e de espécies reativas de oxigênio (ROS) em 

células infectadas [76].  

As diferentes manifestações clínicas causadas pela infecção do protozoário do 

gênero Leishmania incluem a leishmaniose cutânea, leishmaniose cutânea difusa, 
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leishmaniose mucocutânea, leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pós-calazar 

[78, 79]. 

Os antimoniais pentavalentes continuam sendo o tratamento de primeira linha 

para todas as formas clínicas de leishmaniose, apesar da resposta terapêutica variável 

[80]. Os tratamentos secundários recomendados empregam uma variedade de drogas 

como anfotericina B, pentamidina, paromomicina e miltefosina [81]. Algumas novas 

estratégias envolvem novas formulações com anfotericina B, porém são de alto custo 

[82]. No entanto, complicações de toxicidade estão associadas aos tratamentos 

disponíveis e o surgimento de cepas de parasitas resistentes aos fármacos é outro 

problema relacionado à terapia na leishmaniose. 

No desenvolvimento de novos fármacos, é importante identificar os alvos 

moleculares para evitar potenciais efeitos colaterais. As proteases de parasitas foram 

descritas como alvos promissores [83-85]. O interesse em cisteíno proteases (CP) como 

alvos deriva do reconhecimento de que elas são cruciais para o ciclo de vida ou 

patogenicidade de muitos parasitas, incluindo Leishmania. As CP de parasitas 

desempenham papéis fundamentais na ativação enzimática, virulência e invasão celular 

[86]. Assim, as CPs são um alvo interessante para o planejamento e o desenvolvimento 

de novos candidatos antileishmania. As CPs contribuem para a virulência de 

Leishmania. Em 2003, o gene codificador de cisteíno protease de L. (L.) amazinensis 

(Llacys1) teve sua sequência descrita, e sendo semelhante às CPs de outras espécies de 

Leishmania [87]. 

As cisteíno proteases apresentam um resíduo de cisteína no centro ativo da 

enzima. A catálise ocorre via um intermediário tiol-éster, que é facilitada pelos resíduos 

adjacentes de histidina e ácido aspártico. São exemplos de cisteíno proteases a papaína, 

a cruzaína, as catepsinas e as calpaínas. As principais funções fisiológicas destas 

enzimas estão relacionadas ao metabolismo de proteínas, além de estarem envolvidas 

em várias patologias, estando notoriamente presentes em protozoários dos gêneros 

Leishmania e Trypanosoma [88]. Portanto as cisteíno proteases podem ser exploradas 

como alvo para o desenvolvimento de novos fármacos [89]. 

As benzofenonas naturais, nemorosona a guttiferona A, têm revelado 

interessantes propriedades biológicas do ponto de vista farmacológico, sendo descritas 

por muitos autores atividades in vitro de benzofenonas. Essa classe de moléculas tem 

mostrado atividade em importantes patógenos humanos, como por exemplo, a atividade 

exibida por benzofenonas polipreniladas isoladas de plantas (família Clusiaceae) em 
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Staphylococcus aureus e Plasmodium falciparum [90]. Também tem sido descrita a 

ação de benzofenonas em Trypanosoma cruzi, protozoário causador da doença de 

Chagas, como potenciais inibidores da farnesiltransferase [91]. Outros estudos 

descrevem a atividade antileishmania de nove derivados de benzofenonas (1a-c, 2a-c e 

3a-c) contra as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, onde foi 

encontrado o mecanismo de inibição não competitivo pelos derivados de benzofenonas 

em cisteíno protease contra isoformas de catepsina-L como CPB e cruzaína [92, 93]. 

 

5.1 Objetivos 

 

Em função da importância da atividade leishmanicida de moléculas de 

benzofenonas, o objetivo desse trabalho é avaliar a interação de três moléculas 

derivados de benzofenonas com a enzima Llacys1 de L. amazonenses por métodos 

computacionais. 

Os objetivos fundamentais são: 

a) Avaliar os derivados de benzofenonas pelas propriedades ADME; 

b) Construção do modelo tridimensional da Llacys1 por meio de modelagem por 

homologia com o programa MODELLER; 

c) Validar os modelos construídos por análise de parâmetros estereoquímicos com 

PROCHECK, verify3D e ERRAT; 

d) Predição dos sítios de ligação das enzimas cruzaína e Llacys1; 

e) Realizar simulações por docking molecular de cruzaína e Llacys1 com os 

derivados de benzofenonas; 

f) Realizar simulações por dinâmica molecular dos complexos obtidos por docking 

para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética, 

conformacional e das interações dos modos de ligação.  

 

5.2 Metodologia 

 

Os métodos utilizados no estudo computacional dos alvos moleculares Llacys1 e 

cruzaína serão detalhados nas subseções. 
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5.2.1  Avaliação da inibição enzimática de cruzaína 

 

Uma vez que os derivados de benzofenona LFQM-117 (1c), LFQM-120 (2c) e 

LFQM-121 (3a) (Figura 48) foram avaliados in vitro contra a forma amastigota de L. 

amazonenses e apresentaram a melhor relação entre potência contra o parasita 

(Concentração do inibidor capaz de inibir 50% da atividade da enzimática (IC50) = 74,4 

± 3,4 κM; 27,4 ± 3,5 κM e 66,1 ± 2,4 κM) e a segurança (Fator de segurança (FS) = 6,7; 

11,9 e 7,3)[192], estas moléculas foram selecionados para o ensaio de inibição de 

cruzaína. A concentração de cruzaína de 1,7 κM foi obtida a partir da transformação de 

Escherichia coli para a expressão da proteína, onde o plasmídeo utilizado para a 

expressão da enzima foi o DH5a com o gene da cruzaína de T. cruzi (gentilmente 

fornecida por McKerrow - Universidade da Califórnia, São Francisco). A hidrólise do 

substrato peptídico fluorogénico (10 κM de Z-FR-MCA) pela enzima foi avaliada em 

50 mM de acetato de sódio, pH 6,2 a 37 ° C e 10 mM  de EDTA, com ativação prévia 

da enzima pela adição de 5 mM de DTT por 5 minutos. Os ligantes 1c, 2c e 3a com 

concentrações variando de 1 a 200 κM foram utilizados na análise. A hidrólise do 

substrato foi monitorizada aferindo a fluorescência de excitação em ƛex = 380 nm e 

emissão em ƛem = 460 nm e usando um espectrofotômetro de fluorescência Varian 

Cary. Os valores IC50 foram determinados por regressão não linear usando o software 

GraFit 5.0 (Erithacus Software Ltd.) [193]. 

 

Figura 48 - Estrutura química das benzofenonas. 

Fonte: do autor. 
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5.2.2 Modelagem por homologia 

 

Uma vez que não existe a estrutura tridmensional depositada no banco de dados 

(PDB - Protein Data Bank) da cisteíno protease codificada pelo gene L. amazonenses, 

Llacys1, um modelo por homologia foi construído usando o programa MODELLER31 

9v11. A sequência primária do alvo foi obtida pelo NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) com o código GenBank:AAP21894, contendo 209 resíduos 

pertencentes à região de peptidase_C1 (resíduos 132-340) [186]. A sequência foi 

submetida no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)[139] para a seleção de um 

molde a partir do PDB [13] e o algoritmo PSI-BLAST, onde selecionou-se a cruzaína de 

T. cruzi, composta por 215 resíduos com o código PDB: 1EWP, resolução: 1.75 Å 

[194]. O alinhamento global entre a sequência alvo e o molde foi realizado pelo 

programa ClustalW2 [195]. Foram gerados 100 modelos e o melhor modelo foi 

selecionado pela análise estereoquímica utilizando o programa PROCHECK [18], 

verify3D [196, 197] e ERRAT [198]. A seleção foi realizada pela maior porcentagem de 

resíduos de aminoácidos nas regiões mais favoráveis do gráfico de Ramachandran 

[137]. O melhor modelo foi submetido à simulação de dinâmica molecular no período 

de 10 ns para examinar o relaxamento dos átomos. O modelo relaxado foi validado com 

o programa PROCHECK. A estrutura final obtida a partir da simulação da dinâmica 

molecular foi utilizada para a predição dos sítios de ligação e docking molecular.  

 

5.2.3 Predição do sítio de ligação e drogabilidade 

 

A ferramenta DogSite [93] fornecida pelo servidor online ProteinsPlus detecta 

sítios de ligação na proteína e estima sua drogabilidade pelo cálculo do volume, forma e 

características químicas da cavidade. A partir dessas características, o programa utiliza 

máquina de vetores de suporte (SVM – Support Vector Machine) para predizer qual a 

capacidade dos sítios ao se ligarem a moléculas. O DogSite prediz a drogabilidade com 

valor entre 0 e 1, quanto mais próximo de 1 maior será a drogabilidade. Essa análise foi 

realizada para o modelo de Llacys1 e o molde de cruzaína. 
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5.2.4  Docking molecular 

 

O docking molecular foi realizado em todas as cavidades encontradas do modelo 

de Llacys1 e cruzaína com os dois derivados de benzofenona utilizando os programas 

AutoDock4 [29] e Vina [32]. O estado protonado dos resíduos ionizáveis foram 

determinados com base nos valores de pKa preditos pelo servidor H
++

 [81, 199, 200] 

para os receptores a pH=7. As moléculas foram desenhadas no software ChemSketch 

[201] e suas geometrias foram otimizadas com o programa Gaussian09 [78] usando o 

método funcional de densidade híbrida B3LYP (Becke, three-parameter, Lee-Yang-

Parr) [202] e conjunto de base 6-31+G(d, p) [203]. As propriedades ADME das 

moléculas como peso molecular, doadores e aceitadores de hidrogênio, logP, área de 

superfície polar total (TSPA), ligações rotativas, violações de Lipinski e 

biodisponibilidade oral foram determinadas pelo servidor web FAF-Drugs3 [153]. As 

estruturas de Llacys1, cruzaína, 1c e 2c foram preparadas usando o pacote de programas 

MGLTools [29, 204]. Para simulações de docking, foi construída uma caixa de grade de 

60 x 60 x 60 e 22,5 x 22,5 x 22,5 pontos, com um espaçamento de grade de 0,375 e 1,0 

Å para Autodock4 e Vina, respectivamente, no centro da caixa, abrangendo a totalidade 

de todas as cavidades encontradas para a Llacys1 e cruzaína. Os detalhes dos 

parâmetros de configuração dos centros do espaço de busca estão na Tabela 18. O 

docking molecular foi realizado utilizando os ligantes flexíveis e os receptores rígidos. 

 

Tabela 20 - Parâmetros de configuração dos centros de espaço de busca para a simulação de 

docking molecular de Llacys1 e cruzaína. 

Receptor Sítio de ligação 
centro de espaço de 

busca (Å) 

Cruzaína 

P_1 10.94 x -0.35 x 10.02 

P_2 5.99 x -9.46 x 0.69 

P_3 18.32 x 5.01 x 6.50 

Llacys1 

P_1 3.64 x 3.73 x 21.97 

P_2 7.76 x -8.15 x -0.72 

P_3 20.89 x 2.90 x 6.45 

P_4 13.00 x 13.31 x -2.84 

Fonte: do autor. 
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5.2.5  Dinâmica molecular 

 

O modelo de Llacys1, os complexos de Llacys1- e cruzaína-ligante obtidos do 

docking foram colocados em uma caixa cúbica periódica e solvatados por cerca de 

32000 moléculas de água e simulados conforme metodologia descrita no item 3.4.3. 

 

5.3 Resultados e Discussão 

 

Nesta seção serão abordados os resultados e discussão do estudo in silico de 

leishmaniose. 

 

5.3.1 Avaliação da inibição enzimática de cruzaína 

 

O teste de inibição enzimática da cruzaína foi realizado com os derivados de 

benzofenona 1c, 2c e 3a. Os resultados mostraram potencial inibição da enzima (Tabela 

20) com 1c e 2c, mas molécula 3a não apresentou inibição. Estes mesmos derivados de 

benzofenonas também foram testados anteriormente contra a papaína por Almeida e 

colaboradores [93], em que 1c e 2c foram mais ativos do que 3a com valores de IC50 de 

42,8, 72,1 e 253,6 κM, respectivamente. Possivelmente, o grupo metoxil em 3a pode 

não ser favorável à inibição de cruzaína. Além disso, observou-se que 1c e 2c são mais 

lipofílicos do que 3a de acordo com logP (Tabela 23). Assim, a lipofilicidade pode 

influenciar nas características das interações das benzofenonas com o sítio de ligação. 

Dessa forma, as moléculas ativas 1c e 2c foram utilizadas no estudo in silico para prever 

os modos de ligação na superfície das enzimas cruzaína e Llacys1, com base no 

mecanismo de inibição não competitivo de 1c em cruzaína e duas isoformas CP da 

Leishmania, rCPB2.8 e rCPB3.0, como descrito por Almeida e colaboradores. 

 

Tabela 21 - Valores de IC50 para os efeitos inibitórios de 1c, 2c e 3a contra cruzaína. 

Ligante IC50 (µg.mL
-1

) 

1c 9,51 

2c 10,86 

3a Nenhuma inibição 

Fonte: do autor. 
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5.3.2 Modelo de Llacys1 

 

A estrutura 3D da Llacys1 foi construída por modelagem por homologia com 

base na estrutura cristalina da cruzaína de T. cruzi (código PDB: 1EWP, resolução: 1,75 

Å). Nenhum homólogo está disponível para as regiões do terminal N e C, portanto 

apenas os 209 resíduos da região 132-340 da enzima correspondentes à peptidase_C1 

foram modelados. Um alinhamento das sequências primárias entre a região 

peptidase_C1 da Llacys1 e o molde foi realizado pela ferramenta EMBOSS Needle 

[195] (Figura 49) exibindo 60,0% de identidade, 74,0% de similaridade e 2,8% de 

lacunas. O mesmo alinhamento também foi calculado pelo ClustalW2 [149] obtendo 

61,24% de identidade, sendo estes resultados suficientes para a predição da estrutura 

[196]. 

 

 

 

Figura 49 - Alinhamento entre as sequências primárias da enzima cruzaína (1EWP) e a isoforma de 

cisteíno protease 1 de L. amazonensis (AAP21894.1). 

Fonte: do autor. 

 

Foram construídos 100 modelos e foi selecionado o modelo de número 82, que 

apresentou no gráfico de Ramachandran 87,9% dos resíduos nas regiões mais 

favoráveis, 11,6% dos resíduos em regiões adicionalmente permitidas e 0,6% nas 

regiões genericamente permitidas e 0,0% não permitidas (Figura 50b). A análise de 

ERRAT foi realizada para verificar a predição da estrutura protéica com base em 

estruturas cristalinas conhecidas, e a pontuação encontrada para o modelo da Llacys1 

foi de 87,047%. O VERIFY3D avalia o perfil da 3D, onde encontramos 89,0% dos 

resíduos apresentando um score médio 3D-1D ≥ 0,2. O RMSD foi de 0,324 Å 

(calculado pela ferramenta MatchMaker do programa UCSF Chimera) [197] levando 



111 
 

 
 

em consideração todos os átomos entre o modelo e o molde. A análise de ERRAT, 

VERIFY3D e RMSD confirmam que o modelo é de boa qualidade. Este modelo foi 

submetido ao refinamento usando a simulação por DM. O modelo relaxado foi avaliado 

pelo PROCHECK (Figura 50c), sendo encontrado no gráfico de Ramachandran 93,1% 

dos resíduos em regiões favoráveis, 6,9% dos resíduos em regiões adicionalmente 

permitidas e 0,0% nas regiões genericamente permitidas e não permitidas. Assim, 

podemos concluir que o relaxamento estrutural da proteína por DM foi importante para 

o refinamento do modelo da Llacys1. 

 

 

Figura 50 - Validação do modelo por homologia. (a) Sobreposição entre o modelo da Llacys1 e o molde 

da cruzaína. (b) Gráfico de Ramachandran do modelo de Llacys1. (c) Gráfico de 

Ramachandran do modelo da Llacys1 após a DM. (d) Análise de ERRAT do modelo da 

Llacys1. 

Fonte: do autor. 

 

5.3.3 Predição do sítio de ligação e drogabilidade 

 

A detecção dos possíveis sítios de ligação é usada no desenvolvimento de 

fármaco com base na estrutura para identificar onde uma potencial molécula pode 

interagir com a cavidade da proteína. A figura 51 apresenta a localização dos sítios de 

ligação na superfície das enzimas e a tabela 22 o volume, a profundidade e a pontuação 
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da drogabilidade (drugscore) dos sítios. Foram encontrados três sítios para a cruzaína e 

quatro para a Llacys1. Em ambas as enzimas os dois primeiros sítios apresentaram 

maior volume, profundidade e melhor drogabilidade. Os sítios S_1, S_2 e S_3 da 

cruzaína e da Llacys1 são semelhantes, enquanto o sítio S_4 da Llacys1 teve uma menor 

pontuação da drogabilidade, seguido pelo volume e profundidade. Na etapa de docking, 

todos os sítios previstos para a cruzaína e Llacys1 foram selecionados para verificar 

qual sítio irá se ajustar melhor com os ligantes. 

Figura 51 - Sítios de ligação encontrados para as enzimas Llacys1 e cruzaína. 

Fonte: do autor. 
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Tabela 22 - Volume, profundidade e drogabilidade dos sítios encontrados para as enzimas. 

Receptor Sítio de ligação Volume (Å
3
) Profundidade (Å) Drugscore 

Cruzaína 

S_1 250,37 10,07 0,41 

S_2 200,06 13,25 0,52 

S_3 104,13 9,88 0,36 

Llacys1 

S_1 224,64 16,67 0,65 

S_2 173,38 10,16 0,57 

S_3 108,22 8,40 0,21 

S_4 100,42 6,71 0,15 

 Fonte: do autor. 

 

5.3.4 Docking molecular 

 

O estudo in silico foi realizado com a cruzaína e Llacys1 contra os derivados de 

benzofenonas 1c, 2c e 3a. O docking molecular foi executado para todos os sítios 

encontrados em cruzaína e Llacys1 com as três moléculas usando os programas 

Autodock4 e Vina (Figura 52). A tabela 22 apresenta os valores de energia de ligação 

para os complexos. As energias de ligação são melhores para o sítio S2 de ambas as 

enzimas pelos dois programas. Assim, podemos inferir que o sítio S2 é um possível sítio 

alostérico para derivados de benzofenona com a cruzaína e Llacys1. Além deste sítio 

possuir as melhores energias de ligação, também há resíduos conservados entre as duas 

enzimas nesta cavidade. Os valores da energia de ligação para a cruzaína no sítio S2 são 

-6,27; -6,26 e -5,17 kcal.mol
-1

 calculados pelo programa Autodock4 e -6,3; -6,1 e -5,4 

kcal.mol
-1

 usando o Vina para os derivados 1c, 2c e 3a, respectivamente. Os resultados 

são muito semelhantes para ambos os programas e correspondem aos valores de IC50 

contra cruzaína. No entanto, 1c é pouco mais ativo do que 2c e 3a apresenta a maior 

energia e nenhuma atividade. Em Llacys1, os valores da energia de ligação são -5,72; -

5,77 e -4,58 kcal.mol
-1

 calculados pelo Autodock4 e -6,4, -6,4 e -4,5 kcal.mol
-1

 usando 

Vina para 1c, 2c e 3a, respectivamente. As energias são muito próximas usando ambos 

os programas para 1c e 2c, com exceção de 3a que mostra maior valor da energia de 

ligação. As energias de ligação no sítio S2 para os complexos da cruzaína e Llacys1 são 

muito próximas em ambos os programas. As moléculas 1c e 2c apresentaram valores de 

energias muito próximos, provavelmente devido à alta similaridade entre elas, sendo 

diferenciadas apenas pela presença de um grupo hidroxila no anel de 1c. O derivado 3a 
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apresenta a maior diferença tanto nos valores da energia de ligação quanto na sua 

estrutura química comparado com os demais. Este derivado não possui boa interação 

com o sítio e não inibe a cruzaína. Portanto, 3a pode não ser um bom promissor a 

inibidor de Leishmania. Assim, o sítio S2 com as moléculas 1c e 2c foram selecionados 

para simulação por DM com o intuito de refinar os complexos, levando em 

consideração possíveis mudanças conformacionais no sítio de interação e os efeitos do 

solvente. Além de possivelmente melhorar os resultados dos cálculos da energia de 

ligação considerando a flexibilidade das proteínas e os derivados de benzofenonas. 

 

 

Figura 52 - Modos de ligação da cruzaína (cinza) e Llacys1 (verde) com os ligantes previstos pelos 

programas Autodock4 e Vina. (a) Sobreposição da cruzaína e Llacys1 com 1c, 2c e 3a por 

Autodock4 e Vina. (b) Resíduos conservados entre a cruzaína e Llacys1 no sítio S_2. (c) 

Superfície da cruzaína com 1c, 2c e 3a por Autodock4 e Vina. d) Superfície da Llacys1 com 

1c, 2c e 3a por Autodock4 e Vina. e) Pose de 1c com cruzaína pelo Autodock4 (verde) e Vina 

(azul). f) Pose de 2c com cruzaína pelo Autodock4 (rosa) e Vina (amarelo). g) Pose de 3a 

com a cruzaína pelo Autodock4 (azul) e Vina (rosa). (h) Pose de 1c com a Llacys1 pelo 

Autodock4 (verde) e Vina (azul). i) Pose de 2c com a Llacys1 pelo Autodock4 (rosa) e Vina 

(amarelo). (j) Pose de 3a com a Llacys1 pelo Autodock4 (laranja) e Vina (marrom). 

Fonte: do autor. 
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Tabela 23 - Energia de ligação (kcal.mol
-1

) calculada pelos programas AutoDock4 e Vina. 

 Ligante 

Receptor 
Sítio de 

ligação 

1c 2c 3a  

Autodock4 Vina Autodock4 Vina Autodock4 Vina 

Cruzaína 

S1 -5,49 -5,4 -5,31 -5,6 -4,88 -4,9 

S2 -6,26 -6,3 -6,27 -6,1 -5,17 -5,4 

S3 -4,93 -5,3 -5,23 -5,4 -4,21 -5,0 

Llacys1 

S1 -5,42 -5,1 -5,07 -5,0 -4,49 -4,9 

S2 -5,72 -6,4 -5,77 -6,4 -4,58 -4,5 

S3 -5,04 -5,6 -5,32 -5,4 -4,18 -4,5 

S4 -5,24 -6,1 -5,58 -5,7 -4,33 -4,6 

Fonte: do autor. 

 

5.3.5 Propriedades de ADME 

 

Para que um novo fármaco seja desenvolvido com sucesso, suas propriedades 

ADME (Absorção, Distribuição, Metabolismo e Excreção) são muito importantes, uma 

vez que propriedades desfavoráveis podem causar rejeição do fármaco [198]. O servidor 

web FAF-Drugs3 foi usado para determinar as propriedades ADME (Tabela 24) dos 

derivados de benzofenonas. Essas moléculas apresentaram boa biodisponibilidade oral, 

área de superfície polar (tPSA) e estão em conformidade com as cinco regras de 

Lipinski, atendendo aos seguintes critérios (RO5): peso molecular ≤ 500; log calculado 

P (LogP) ≤ 5; número de dadores de ligação de hidrogénio (HBD) ≤ 5; número de 

aceitadores de ligação de hidrogénio (HBA) ≤ 10) [194]. Portanto, 1c, 2c e 3a possuem 

propriedades ADME favoráveis. 

 

Tabela 24 - Propriedades ADME das moléculas. 

Ligante 

Peso 

Molecular 

(g.mol
-1

) 

logP 
tPSA 

(A
2
) 

HBD HBA 
Ligação 

rotacional  

Violações 

de 

Lipinski 

(max.4) 

Biodisponibilidade 

oral (Veber) 

1c 281,33 4,93 46,53 1 3 6 0 Bom 

2c 266,33 4,73 26,30 0 2 5 0 Bom 

3c 242,27 3,21 35,53 0 3 4 0 Bom 

Fonte: do autor. 
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5.3.6 Dinâmica molecular 

 

Para compreender as interações entre as moléculas e a proteína alvo, as 

simulações por DM foram aplicadas ao longo de um período de 10 ns. Os valores de 

RMSD (Figura 53) da cruzaína em complexo com 1c e 2c atingiram valores de até 

0,168 e 0,161 nm e valores médios de 0,122 ± 0,010 e 0,120 ± 0,011 nm, 

respectivamente. Llacys1 em complexo com 1c e 2c atingiu valores de até 0,159 e 0,150 

nm e valores médios de 0,090 ± 0,010 e 0,100 ± 0,020. Os valores médios de RMSD 

indicam que houve pouco movimento das enzimas. No entanto, os complexos com a 

cruzaína rapidamente atingiram o equilíbrio e são ligeiramente mais estáveis do que os 

complexos com Llacys1. 

 

 
 Figura 53 - RMSD, raio de giração e RMSF dos complexos cruzaína- e Llacys1-ligante durante a 

simulação por DM de 10 ns. As estruturas tridimensionais apresentam os valores de 

RMSF nas regiões de menor a maior movimentação (azul-branco-vermelho).  

Fonte: do autor. 
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O raio de giração das proteínas também foi avaliado, o que significa que o raio 

hidrodinâmico do sistema molecular foi estimado. Na figura 53 a cruzaína apresenta boa 

estabilidade dos complexos 1c e 2c, porém após 4 ns no complexo com 1c, a enzima 

torna-se mais compacta do que quando em complexo com 2c, atingindo valores médios 

de 1,630 ± 0,010 e 1,640 ± 0,010, respectivamente. Em Llacys1, os complexos tornam-

se estáveis após 5 ns. Llacys1-1c tornou-se mais compacta do que com 2c com valores 

médios de 1,620 ± 0,010 e 1,630 ± 0,010, respectivamente. Estes resultados indicam 

que ambas as enzimas em complexo com 1c e 2c são estáveis e com raio de giração 

menor do que no tempo inicial, sugerindo uma pequena compactação das enzimas 

quando complexadas. 

Na figura 53 os valores médios de RMSF da cruzaína são de 0,085 ± 0,053 e 

0,082 ± 0,042 nm quando complexada com 1c e 2c, respectivamente. Para a Llacys1 os 

valores médios de RMSF são de 0,089 ± 0,045 e 0,102 ± 0,068 nm para 1c e 2c, 

respectivamente. Assim, o complexo Llacys1-2c apresenta regiões mais flexíveis do que 

no complexo Llacys1-1c. Observa-se que a movimentação dos resíduos na região do 

sítio de ligação é muito sútil para os complexos em ambas as enzimas. Isso indica uma 

boa afinidade desta região com os ligantes. 

 As ligações de hidrogênio foram determinadas a uma distância de 0,35 nm e em 

um ângulo de 30° usando a ferramenta g_hbond do GROMACS (Figura 54). Para 

cruzaína em complexo com 1c, o valor médio de ligação de hidrogênio é 2, com 

ocupação de 53,5% para o par 1c (H3-grupo hidroxila) - Gln37 (OE1) e 74,1% de 

ocupação para Val214 (H) - 1c (O2). Em 2c, o valor médio de ligação é zero. A Llacys1 

em complexo com a molécula 1c, o valor médio das ligações de hidrogênio foi de 1, 

com ligação entre o par 1c (H8-grupo hidroxila) - Thr209 (OC2) e 57% de ocupação. O 

valor médio é zero para ligação de hidrogênio com 2c. Em ambas as enzimas, os 

complexos com a molécula 1c possuem ligações de hidrogênio, o que pode ser 

favorável para a estabilidade destes complexos. As diferenças nas ligações de 

hidrogênio entre as moléculas 1c e 2c apresentam informações valiosas, devido à 

presença do grupo hidroxila no anel da molécula 1c. Esta informação pode explicar a 

maior afinidade de interação observada no menor valor de IC50 para cruzaína-1c. No 

entanto, as ligações de hidrogênio no complexo cruzaína-1c são mais estáveis do que 

Llacys1-1c. 
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Figura 54 - Número de ligações de hidrogênio ao longo do tempo de simulação dos complexos da 

cruzaína e Llacys1. 

Fonte: do autor. 

 

 As energias livres de ligação calculadas para os complexos da cruzaína e 

Llacys1 com os derivados de benzofenona variaram de -7,54 a -13,50 kcal.mol
-1

. A 

tabela 25 apresenta os componentes de energia que contribuem para a energia livre de 

ligação, tendo como contribuições favoráveis os termos de van der Waals, eletrostáticos 

e solvatação apolar, enquanto que a solvatação polar foi desfavorável. Nas duas enzimas 

com 1c e 2c, a GvdW é mais favorável do que a Geletrostatica e a GSASA com valores 

superiores a 20,00 kcal.mol
-1

. Portanto, essa energia governa as forças de interações das 

moléculas com as cisteíno proteases. Entretanto, Geletrostatica é mais favorável para 1c do 

que 2c com as enzimas, possivelmente devido à presença das ligações de hidrogênio. A 

energia livre de ligação para os complexos da cruzaína segue o mesmo padrão que os 

valores de IC50, onde 1c apresenta melhor inibição. Nos complexos com a Llacys1, a 

energia livre de ligação segue o mesmo dos valores de IC50 (1c = 74,4 e 2c = 27,4 κM) 

contra a forma amastigote de L. amazonenses reportado por de Almeida e colaboradores 

[93]. Neste caso, observa-se que a contribuição da energia de van der Waals é maior 

para Llacys1-2c em comparação com os outros complexos. Embora os ligantes tenham 

afinidade pelo mesmo sítio de ligação na superfície das enzimas, pequenas diferenças 

em outros resíduos podem resultar em diferenças na energia livre de ligação. 
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Tabela 25 - Energia livre de ligação (kcal.mol
-1

) para os complexos de cruzaína- e Llacys1-ligantes.
a
 

Receptor Ligante GvdW Geletrostatico Gsolv polar Gsasa Gtotal 

Cruzaína 

1c 
-22,57 ± 

3,75 

-6,24 ± 

0,31 

17,78 ± 

2,45 

-2,46 ± 

0,29 

-13,50 ± 

2,78 

2c 
-21,11 ± 

2,88 

-1,06 ± 

0,36 

23,56 ± 

2,55 

-2,58 ± 

0,25 

-12,96 ± 

2,10 

Llacys1 

1c 
-22,80 ± 

3,07 

-8,02 ± 

1,21 

26,16 ± 

5,29 

-2,88 ± 

0,34 

-7,54 ± 

2,05 

2c 
-27,45 ± 

3,08 

-2,09 ± 

0,28 

19,77 ± 

3,82 

-2,94 ± 

0,22 

-12,72 ± 

2,02 

Nota: 
a
GvdW – energia de van der Waals, Geletrostatica – energia eletrostática, G solv polar – energia de 

solvatação polar, Gsasa – energia da área de superfície acessível ao solvente e Gtotal – energia livre de 

ligação. Todas as energias estão em kcal.mol
-1

. 

Fonte: do autor. 

 

 A contribuição de energia de cada resíduo foi calculada para verificar a 

diferença entre os complexos. Esta análise da decomposição de energia (Figura 55) 

apresenta contribuições importantes dos resíduos hidrofóbicos de Leu40, Val213 e 

Val214 para os complexos da cruzaína com 1c e 2c. O resíduo polar de Trp35 e os 

resíduos hidrofóbicos de Ile108 e Ser38 fazem grandes contribuições nos complexos de 

Llacys1 com 1c e 2c. A contribuição de energia é desfavorável para o resíduo 

hidrófobico de Ala212 em cruzaína e os resíduos His40 e Lys107 para Llacys1. Esses 

resultados definem que os resíduos Val são importantes para as interações no complexo 

cruzaína-1c. Essas interações em combinação com as ligações de hidrogênio podem 

justificar a maior atividade de 1c contra cruzaína, já que esses resíduos de Val não são 

conservados em Llacys1. 
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Figura 55 - Contribuição da energia livre de ligação por resíduo da cruzaína e Llacys1 nos 

complexos com 1c e 2c na simulação por DM. 

Fonte: do autor. 

 

A figura 56 apresenta as interações nos complexos com as cisteíno proteases 

calculadas pelo LigPlot a partir da estrutura final da simulação por DM. Em todos os 

complexos, os contatos de van der Waals foram observados. Porém, o complexo 

cruzaína-1c apresenta duas ligações de hidrogênio além das interações de van der 

Waals. Como resultado, pode-se verificar que ocorre uma boa afinidade dos resíduos 

conservados de Gln34 e Gln37 com as moléculas de 1c e 2c em ambas as enzimas, 

mostrando que eles são um resíduo chave na interação. 
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Figura 56 – Modos de ligação dos complexos da cruzaína- e Llacys1-ligante obtidos após 10 ns de 

simulação por DM. 1c (azul) e 2c (verde) Os semi-círculos indicam os contatos de van der 

Waals entre resíduos das proteínas com as moléculas de 1c e 2c. As ligações de hidrogênio 

são representadas como linhas verdes tracejadas.  

Fonte: do autor.  

 

5.4 Conclusão 

 

O estudo do mecanismo de interação de Llacys1 e cruzaína com as benzofenonas 

foi determinado por meio da modelagem por homologia, docking e dinâmica molecular. 

Essas enzimas pertencem à família C1 de cisteíno proteases e apresentam alto grau de 

identidade entre as sequências primárias. O teste de inibição enzimática de cruzaína 

mostrou que 1c e 2c atuam como inibidores potentes, porém 3a não apresenta inibição. 

Para compreender melhor como esses derivados se interagem com as proteases realizou-

se a predição dos sítios de ligação em cruzaína e Llacys1. Encontramos um sítio de 

ligação semelhante na superfície das enzimas por métodos computacionais. Os 

resultados in silico corroboraram com os dados experimentais, onde 1c e 2c podem ser 

potenciais inibidores de cruzaína e Llacys1, respectivamente. Estes resultados podem 

contribuir para o desenvolvimento de novos inibidores no tratamento da leishmaniose e 

doença de Chagas, com os derivados de benzofenona 1c e 2c como potenciais 

candidatos a protótipos de fármacos. 
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