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RESUMO 

LOUZADA, Sarah Hessing. IDENTIFICAÇÃO DE LIGANTES ALOSTÉRICOS DA 

POLIMERASE DO VÍRUS DA DENGUE USANDO ESTRATÉGIAS DE SBDD E 

FBDD. 2025. 140p. Dissertação (Mestrado em Química, Química Medicinal e Biológica). 

Instituto de Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ. 

2025 

A dengue é uma arbovirose endêmica em regiões tropicais e subtropicais, cuja incidência tem 

se intensificado nas últimas décadas, especialmente devido às mudanças climáticas, 

representando um sério problema de saúde pública, agravado pela ausência de antivirais 

específicos licenciados. A proteína não estrutural 5 (NS5), uma polimerase de RNA dependente 

de RNA (RdRp) essencial na replicação viral, é altamente conservada entre sorotipos e sem 

homólogos em humanos, o que a torna um alvo estratégico para o desenvolvimento de 

fármacos. Neste trabalho, aplicou-se uma abordagem de triagem virtual baseada em estrutura 

por docagem, visando à identificação de ligantes do sítio alostérico N da NS5. Foi utilizada uma 

quimioteca inédita, não comercial, composta por 657 compostos derivados de dissertações e 

teses do Programa de Pós-Graduação em Química da UFRRJ. A triagem foi conduzida com o 

programa GOLD 2023.2.0, função de pontuação ChemPLP, utilizando a técnica de docagem 

em conjunto. As pontuações obtidas foram normalizadas por massa molecular e área superficial, 

a fim de selecionar fragmentos (massa<300 Da) e por √N (número de átomos diferentes de 

hidrogênios), a fim de reduzir viés relacionado ao tamanho molecular. Foram selecionados 23 

compostos, sendo 17 fragmentos e 5 moléculas maiores. O ácido cinâmico, melhor fragmento 

no critério massa, foi otimizado por técnicas de crescimento de fragmentos, gerando o ligante 

ácido (E)-3-(3-(2-carboxivinil)fenoxi)benzóico como o derivado mais promissor. Os compostos 

maiores destacaram-se por estabelecer interações relevantes com resíduos-chave do sítio, como 

Arg729, Thr794, Trp795 e His800, incluindo ligações de hidrogênio e interações cátion–π. As 

entalpias de interação foram estimadas com o método semiempírico PM7 (MOPAC2016), 

considerando solvente implícito, revelando valores de até -96 kcal/mol para o ácido (E)-3-(3-

(2-carboxivinil)fenoxi)benzóico, o que supera o valor dos inibidores de referência. Entre os 

compostos maiores, dois atendem integralmente à regra dos cinco de Lipinski, sugerindo 

potencial para administração oral e previsão de toxicidade comparável ou melhor à dos 

inibidores de referência. Nesse contexto, destaca-se a série PPGQ2000701. A otimização dos 

fragmentos também levou a melhora do perfil farmacocinético, eliminando a previsão de 

interação com CYPs. Os resultados indicam que compostos da quimioteca do PPGQ-UFRRJ 

são bons candidatos a inibidores da NS5 do DENV e estruturas iniciais promissoras para o 

planejamento de fármacos. Além disso, as técnicas de design de fármacos baseada em 



fragmentos (FBDD) se mostraram eficazes em melhorar os perfis preditos de interação e 

farmacocinético dos ligantes. 

Palavras-chave: Dengue, Polimerase, Triagem Virtual;  

  



ABSTRACT 

LOUZADA, Sarah Hessing. IDENTIFICATION OF ALLOSTERIC LIGANDS OF 

DENGUE VIRUS POLYMERASE USING SBDD AND FBDD STRATEGIES. 2025. 140p. 

Dissertation (Master's in Chemistry, Medicinal and Biological Chemistry). Institute of 

Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ. 2025 

Dengue is an arbovirus endemic in tropical and subtropical regions. Its incidence has intensified 

in recent decades, especially due to climate change. It represents a serious public health 

problem, exacerbated by the lack of licensed specific antivirals. Nonstructural protein 5 (NS5), 

an RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) essential for viral replication, is highly conserved 

across serotypes and has no homologues in humans, making it a strategic target for drug 

development. In this work, we applied a virtual screening approach based on structure docking 

to identify ligands for the N allosteric site of NS5. We used a novel, non-commercial chemical 

library of 657 compounds derived from dissertations and theses from the Graduate Program in 

Chemistry at UFRRJ. Screening was conducted with the GOLD 2023.2.0 program, ChemPLP 

scoring function, and the ensemble docking technique. The scores obtained were normalized 

by molecular mass and surface area to select fragments (mass <300 Da) and by √N (number of 

non-hydrogen atoms) to reduce bias related to molecular size. Twenty-three compounds were 

selected, 17 fragments and 5 larger molecules. Cinnamic acid, the best fragment in terms of 

mass, was optimized by fragment growth techniques, generating the ligand (E)-3-(3-(2-

carboxyvinyl)phenoxy)benzoic acid as the most promising derivative. The larger compounds 

stood out for establishing relevant interactions with key residues of the site, such as Arg729, 

Thr794, Trp795, and His800, including hydrogen bonds and cation–π interactions. Interaction 

enthalpies were estimated using the PM7 semiempirical method (MOPAC2016), considering 

implicit solvent, revealing values up to -96 kcal/mol for (E)-3-(3-(2-

carboxyvinyl)phenoxy)benzoic acid, exceeding the value of reference inhibitors. Among the 

larger compounds, two fully comply with Lipinski's rule of five, suggesting potential for oral 

administration and predicted toxicity comparable to or better than that of reference inhibitors. 

In this context, the PPGQ2000701 series stands out. Fragment optimization also led to 

improved pharmacokinetic profiles, eliminating the predicted interaction with CYPs. The 

results indicate that compounds from the PPGQ-UFRRJ library are good candidates for DENV 

NS5 inhibitors and promising starting structures for drug development. Furthermore, fragment-

based drug design (FBDD) techniques proved effective in improving the predicted interaction 

and pharmacokinetic profiles of the ligands. 



Keywords: Dengue, Polymerase, Virtual Screening;  
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1. Introdução e Justificativa  

A dengue é a doença viral transmitida por artrópodes mais relevante no contexto mundial 

atual. A incidência anual da doença ao redor do mundo cresceu de cerca de 500 mil casos 

relatados à Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2000 a mais de 5 milhões em 2019. Pela 

grande taxa de subnotificação, é estimado que metade da população mundial está em risco de 

contrair dengue e que os casos anuais podem chegar a 400 milhões (World Health Organization, 

2024). Há 4 sorotipos da dengue que, entre si, compartilham aproximadamente 65% do genoma 

e causam síndromes quase idênticas (Guzman et al., 2010 apud Oliveira; Neto, 2024). 

A maior prevalência de casos é em regiões tropicais e subtropicais, sendo a doença 

endêmica na maior parte dos países da América Latina, incluindo o Brasil (Prestes-Carneiro et 

al., 2024). Em 2023, foram registrados 1094 óbitos confirmados por dengue no país, sendo esse 

o maior número, até então, da série histórica, registrada desde 2000. Ainda considerando a série 

histórica de 2000 até 2023, o maior número anual de casos prováveis havia ocorrido em 2015, 

sendo 1.688.688 (Ministério da Saúde, 2024a). Entretanto, nas primeiras 11 semanas do ano de 

2024, o recorde histórico foi ultrapassado. No dia 18 de março de 2024, foi atualizado o Painel 

de Arboviroses do Ministério da Saúde, contabilizando 1.899.206 casos prováveis e 

confirmados (Ministério da Saúde, 2024b). 

Em 23 de julho de 2025, data da atualização mais recente do Painel, constavam, para o 

ano de 2024, 6.593.268 casos prováveis, 6297 óbitos confirmados por dengue e 378 óbitos em 

investigação. A letalidade dos casos graves chega em 5,92 a cada 100. Para o ano de 2025, já 

são contabilizados mais de 1,5 milhão de casos prováveis e quase 1500 mortes. As regiões mais 

afetadas são Sudeste e Sul, em ordem decrescente. Em 2025, o estado com maior coeficiente 

de incidência de casos a cada 100 mil habitantes é São Paulo, sendo seguido pelo Paraná 

(Ministério da Saúde, 2024b).  

A urbanização e fatores como o aumento de depósitos de resíduos sólidos urbanos, o 

desmatamento e o aquecimento global têm correlação positiva com o aumento de casos de 

dengue e outras arboviroses, como demonstrado para a cidade de São Paulo segundo o trabalho 

de Prestes-Carneiro e colaboradores (2024).  

Um fator também relevante é que, ao observarmos o início da série histórica brasileira de 

casos de dengue, a região Sul era a menos afetada, condição muito relacionada ao clima mais 

temperado. Todavia, atualmente, é a segunda região brasileira mais afetada (Prestes-Carneiro 

et al., 2024). A questão climática é apontada como um fator de influência para o surgimento, 

ressurgimento e endemicidade de diversas doenças tropicais, especialmente as que contam com 
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vetores artrópodes (Tidman; Abela-Ridder; De Castañeda, 2021). Todo o apresentado 

demonstra a necessidade de ações para combater a dengue. 

O tratamento atual das pessoas com dengue é inespecífico, com foco em alívio dos 

sintomas (World Health Organization, 2024). A prevenção da doença é majoritariamente focada 

no controle vetorial, embora existam, atualmente, vacinas. A vacina Dengvaxia® 

(Pitisuttithum; Bouckenooghe, 2016) foi aprovada pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) em 2015 para uso em indivíduos previamente expostos ao vírus. A vacina 

Qdenga® (Patel et al., 2023) foi aprovada pela ANVISA em 2023, para uso geral em indivíduos 

de 4 a 60 anos. Ambas as vacinas são tetravalentes, ou seja, previnem os 4 sorotipos da dengue. 

A última foi incluída, em 2024, ao Programa Nacional de Imunização (PNI) (Secretaria de 

Comunicação Social, 2024). 

Apesar das boas perspectivas quanto à eficácia das vacinas, alguns pontos devem ser 

observados. A região brasileira mais afetada atualmente concentra as maiores densidades de 

pessoas idosas (com mais de 60 anos), que ainda não estão incluídas no programa de vacinação 

pela necessidade de mais estudos. Também podemos citar que a vacina é contraindicada para 

lactantes ou gestantes e em quase todas as regiões brasileiras há predominância de mulheres cis 

com idades entre 20 e 59 anos (Oliveira; Neto, 2024). Por fim, outra ressalva é a falta de estudos 

em números estatísticos consideráveis para o sorotipo DENV-4, considerando que os quatro 

sorotipos da doença são atualmente circulantes no Brasil. O DENV-4 foi detectado em 2025 na 

forma de vírus selvagem em amostras dos estados de São Paulo e Minas Gerais (Informe 

Semanal n°17 – Ministério da Saúde, 2025). 

No que tange ao tratamento de pessoas infectadas, não há nenhum fármaco licenciado 

para uso, embora candidatos sejam conhecidos. Um dos expoentes nesse contexto é o 

mosnodenvir (JNJ-1802), um antiviral proposto pela farmacêutica Janssen e seguro em testes 

clínicos (Kesteleyn et al., 2024). Apesar do bom desempenho nos testes de fase 1, a fase 2 dos 

testes clínicos foi descontinuada pela farmacêutica (Raritan, 2024). Há limitações para estudos 

in vivo uma vez que não há modelo animal adequado para mimetizar a doença. Ensaios in vitro, 

com modelos de células e ensaios clássicos da virologia são utilizados. Há diversos alvos 

possíveis, levando em conta todo o ciclo da doença, uma vez que o vírus infecta o hospedeiro 

(Altamish et al., 2022). 

A otimização e descoberta de novos candidatos a fármacos pode utilizar estratégias de 

Planejamento de Fármacos Auxiliado por Computadores (CADD, do inglês Computer Aided 

Drug Design), que se dividem em dois grandes grupos: o Planejamento de Fármacos Baseado 

na Estrutura dos Ligantes (LBDD, do inglês Ligand Based Drug Design) e o Planejamento de 
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Fármacos Baseado na Estrutura do Receptor (SBDD, do inglês Structure Based Drug Design) 

(Barreiro et al., 2015). Como exemplo de antiviral modelado por técnicas de SBDD, entre 

outras, temos o boceprevir, um antiviral utilizado no tratamento de pessoas com hepatite C 

(Njoroge et al., 2008); recentemente, temos o exemplo do ensitrelvir, um fármaco para 

tratamento de pessoas com COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2 aprovado para uso no Japão 

em novembro de 2022. A descoberta do ensitrelvir, o primeiro candidato clínico não peptídico 

para o tratamento de casos graves da COVID-19, iniciou com uma triagem virtual, seguida de 

triagem biológica e otimização dos hits por técnicas de SBDD (Unoh et al., 2022). 

Diante da necessidade premente por novas terapias contra a dengue, sobretudo após a 

infecção viral, e considerando o potencial das técnicas computacionais na descoberta de 

fármacos, este trabalho propõe-se a identificar, avaliar e otimizar potenciais inibidores da 

porção polimerase da proteína NS5 do vírus da dengue. Utilizando técnicas de docagem 

molecular, cálculos quânticos, combinando estruturas cristalográficas da proteína-alvo 

(YOKOKAWA et al., 2016) e bancos de dados de compostos previamente isolados ou 

sintetizados, buscou-se, por meio de triagem virtual, novos candidatos a agentes antivirais 

capazes de interferir no ciclo de replicação viral.  
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2. Revisão da Literatura 

2.1. O gênero ortoflavivírus 

Em 2022, o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV, do inglês International 

Committee on Taxonomy of Viruses) aprovou a alteração do nome do gênero Flavivírus para 

Ortoflavivírus, a fim de eliminar ambiguidades entre o nome da família e do gênero. Os 

conhecidos Flavivírus “sensu stricto” formam o maior gênero dentro da família Flaviviridae 

(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2023; Lu; Gong, 2017). Atualmente, de 

acordo com o Comitê, há 89 espécies na família, distribuídas em quatro gêneros. Dessas, 53 

espécies são caracterizadas como ortoflavivírus. Há, ainda, espécies relacionadas, mas não 

definitivamente classificadas (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2023).  

A maior parte dos ortoflavivírus é transmitido por vetores artrópodes, sejam mosquitos 

ou carrapatos. Alguns dos mais conhecidos são os vírus do Nilo Ocidental (WNV), da febre 

amarela (YF), da dengue (DENV) e da encefalite japonesa (JEV) (Noble et al., 2016). Outro 

vírus relevante do gênero, no contexto brasileiro, é o Zika vírus, responsável por uma grave 

epidemia em 2016, chegando a mais de 200.000 casos (Ministério da Saúde, 2023). Apesar de 

diferentes possíveis mecanismos de transmissão, a organização genômica dentro do gênero é 

conservada. O RNA do vírus completo e infeccioso (vírion) dos ortoflavivírus é um RNA de 

fita simples (ssRNA) de sentido positivo que varia de 9.200 a 11.000 bases nitrogenadas. A 

extremidade 5' do genoma possui um cap tipo I e a extremidade 3' não possui uma cauda 

poli(A), terminando com o dinucleotídeo conservado CU (International Committee on 

Taxonomy of Viruses, 2023).  

Ambas as extremidades possuem regiões não codificantes - também conhecidas como 

não traduzidas, UTR (do inglês, Untranslated Region) – sendo a UTR 5’ do comprimento de 

aproximadamente 100 nucleotídeos (nt) e a UTR 3’ do comprimento aproximado de 500 nt 

(Hodge et al., 2019). Após o contágio, o material genético do ortoflavivírus (Figura 1) entra no 

citoplasma das células do hospedeiro, onde, liberado, funciona como um RNA mensageiro 

(RNAm) endógeno, sendo traduzido pelo retículo endoplasmático rugoso em uma poliproteína 

(Figura 2). Refere-se ao material genético desse gênero viral como contendo um único quadro 

de leitura aberta (ORF, do inglês open reading frame), já que sua tradução dá origem a uma 

única poliproteína (Howley et al., 2021) 

A tradução pode ocorrer de forma canônica, em que o componente ribossomal 43S lê o 

códon de início, ou por um mecanismo alternativo, não canônico (Hodge et al., 2019). Em 

experimentos realizados na presença de inibidores da tradução canônica, a replicação viral 
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prosseguiu. Há indicativos que mesmo o mecanismo alternativo de tradução passa pelo 

reconhecimento do terminal 5’, ressaltando a importância dessa região (Edgil; Polacek; Harris, 

2006).  

A região 3’UTR também é relevante por ser a região que se liga a proteínas do hospedeiro 

que estão envolvidas na tradução, como a proteína de ligação a poli(A) (PABP) e o fator de 

alongamento 1-α (Hodge et al., 2019). Além disso, diversos experimentos demonstraram que 

alterações na região terminal 3’ afetam a produção de proteínas virais. O mecanismo, entretanto, 

não parece passar por leitura ribossomal da região (Chiu; Kinney; Dreher, 2005; Holden et al., 

2006; Reid et al., 2018). 

Por fim, uma conclusão interessante do trabalho de Reid e colaboradores (2018) é que a 

tradução do RNA viral é lenta quando comparada com a tradução de RNAm endógenos do 

hospedeiro. Os autores sugerem que a lentidão do processo pode ser uma estratégia evolutiva 

para escapar da resposta imune do hospedeiro. Caso a tradução fosse mais rápida, a   homeostase 

do retículo endoplasmático seria mais seriamente afetada, desencadeando mecanismos de 

defesa. 

 

Figura 1:  Estrutura do RNA viral de ortoflavivírus. O genoma completo inclui uma única frente de leitura aberta, 

que codifica dez proteínas virais. As extremidades 5' e 3' contam com regiões não codificantes (UTR). Fonte: Hodge et al, 

2019.  

 

Figura 2: Proteínas sintetizadas pela tradução do material genético dos ortoflavivírus. Fonte: Roney; Mohd Aluwi, 

2024. 
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2.2. A replicação viral e a proteína não-estrutural 5 (NS5) 

Ao ser traduzido, o RNA viral origina uma poliproteína ligada ao retículo endoplasmático 

(RE), que é processada tanto por proteínas virais como do hospedeiro para gerar dez proteínas 

(Ashour et al., 2009). Três dessas têm funções estruturais: capsídeo (C), membrana (prM) e 

envelope (E). As demais sete são proteínas não estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B e NS5 (Figura 2), que se agrupam formando, junto com co-fatores do hospedeiro, um 

complexo de replicação viral (Lu; Gong, 2017; Zhao et al., 2015). 

A NS5 é a maior e mais conservada proteína entre os ortoflavivírus, consiste em uma 

metiltransferase (MTase) e uma polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp), fundidas por 

um linker flexível de 10 nucleotídeos (Lu; Gong, 2017). O domínio N-terminal, correspondente 

à MTase, pertence à superfamília das MTases dependentes de S-adenosil-L-metionina (SAM), 

e tem como função mais marcante o capeamento do RNA. O processo de capeamento é de suma 

relevância no contexto do reconhecimento do RNA viral e seu processamento como RNAm. 

Muitas famílias virais utilizam uma via de capeamento muito semelhante à utilizada por células 

eucarióticas. A estrutura do cap (Figura 3) é adicionada à fita nascente 5’ em uma série de 

reações, que passam por hidrólise da ligação 5’-trifosfato, adição do cap na forma de guanosina 

5’-monofosfato (catálise por uma guanililtransferase, GTPase), metilação na posição N7 da 

guanina (catálise por MTase) e posteriores reações de metilação nas posições 2’-O das riboses 

1 e 2 da fita nascente (também catalisadas por MTase) (Ferron et al., 2012; Issur et al., 2009; 

Zhao et al., 2015). 

A adição do cap assegura a estabilidade do material transcrito a frente de uma série de 

enzimas que degradam RNA (as exonucleases celulares). Além disso, garante que o RNA viral 

ou RNAm seja lido pelo fator de iniciação da tradução eucariótica elF4E e corretamente 

traduzido. Estruturas de RNA sem cap são comumente detectadas pelo sistema imune como 

invasoras. Sendo assim, visando escapar da resposta imunológica, o capeamento deve ser rápido 

e bem sucedido (Ferron et al., 2012). A NS5, nesse contexto, é uma enzima-chave. O domínio 

N-terminal tem a atividade de MTase, realizando todas as metilações citadas como necessárias 

no processo do capeamento (Zhao et al., 2015). 

Em 2009, Issur e colaboradores forneceram evidências bioquímicas de que a proteína 

NS5 dos ortoflavivírus possui também atividade de RNA GTPase, uma função essencial para 

uma das etapas da formação do cap do RNA viral, como citado. O estudo demonstrou que o 

domínio N-terminal da NS5 é capaz de utilizar GTP como substrato para formar um 

intermediário covalente entre a guanosina monofosfato (GMP) e a enzima, por meio de uma 

ligação fosfoamida.  
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Figura 3: A estrutura do cap do RNA: o cap consiste em uma 7-metil-guanosina (azul) ligada ao nucleosídeo 5' da cadeia do 

RNAm por uma subunidade trifosfato 5'-5' (rosa). O grupo metila da guanosina na posição N-7 está circulado em verde. Os 

grupos metila 2’-O-metil no primeiro e segundo resíduo de nucleotídeo, formando as estruturas do CAP1 e CAP2, 

respectivamente, estão circuladas em laranja. Fonte: FERRON et al., 2012. 

A região C-terminal, cerca de 2/3 da NS5 em número de nucleotídeos, é um domínio 

catalítico de RdRp. Os sete motivos de sequência de aminoácidos, conservados em todas RdRps 

virais, formam a estrutura semelhante a uma mão direita, com subdomínios palma, polegar e 

dedos (Figura 4). O mecanismo catalítico para a incorporação de nucleotídeos também é 

comum, utilizando dois íons zinco coordenados a resíduos de aspartato conservados. O sítio 

ativo tem formato circular, cercado pelos elementos conhecidos como “pontas dos dedos”, que 

ligam os subdomínios dedos ao “polegar”. O subdomínio da palma é o mais conservado dentro 

das polimerases, sendo onde o sítio catalítico se aloca. A estrutura cristalográfica da RdRp do 

vírus da dengue também revelou que os dois íons de zinco contribuem para a estabilidade 

estrutural (Yap et al., 2007; Zhao et al., 2015). 

Dentre os resíduos da polimerase, algumas sequências interagem com outras proteínas 

virais e humanas. Algumas dessas interações são fatores de virulência relevantes, por exemplo, 

pode-se citar um dos mecanismos pelo qual a dengue escapa da resposta imune antiviral do 

hospedeiro, que passa pela antagonização da via de sinalização do interferon (IFN) (Ashour et 

al., 2009; Zhao et al., 2015). 

Em suma, essa via age retardando a replicação viral e estimulando a ativação de células 

efetoras antivirais. A cascata de sinalização é complexa, se iniciando pelo reconhecimento de 

padrões virais por receptores semelhantes ao gene I induzível por ácido retinoico (RIG-I) e do 
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tipo Tool (Ashour et al., 2009). Há ativação do fator de regulação do IFN 3, fator nuclear kappa 

B (NF-kB) e proteína ativadora 1 (AP1). O receptor de IFN tipo I (IFNAR) atua como um sítio 

de ancoragem para a proteína transdutora de sinal e ativadora da transcrição 2 (STAT2), que, 

ativada, recruta STAT1, heterodimerizando e formando um complexo juntamente com outros 

componentes, chamado fator de gene estimulado por interferon 3 (ISGF3). A ativação do ISGF3 

resulta em níveis de produção aumentados de mais de 100 proteínas, promovendo uma situação 

antiviral na célula, capaz de inibir a replicação viral (Ashour et al., 2009). A relevância da NS5 

nessa via pode ser sucintamente explicada. Durante a infecção por DENV, há diminuição da 

expressão de STAT2, pois a polimerase viral se liga a esse transdutor e, consequentemente, 

inibe a sinalização dependente do IFN (Jones et al., 2005). 

 

 

Figura 4: Estrutura da NS5 (DENV 3) em representação cartoon. Domínio MTase em amarelo. Substrato GTP e co-

fator SAH representados em bastões. Íons metálicos representados por esferas. Subdomínios da RdRp representados: Dedos 

em verde, polegar em rosa e palma em azul. À direita, são destacadas por quadrados tracejados as áreas de interface entre os 

domínios. Fonte: ZHAO et al., 2015. 

É interessante que as proteínas NS5 de outros ortoflavivírus, como JEV, vírus Langat 

(LGTV), WNV e o vírus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) inibem a via do 

interferon tipo 1 impedindo a ativação do STAT1, enquanto a NS5 do DENV se liga 

especificamente ao STAT2, promovendo a sua degradação. É também intrigante que a interação 

da NS5 do DENV2 com o STAT2 é espécie-específica. A mesma proteína não se liga ao STAT 

de murinos (Hannemann et al., 2013). 

Retornando à ideia inicial, como exemplo essencial de interação entre proteínas virais 
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para a replicação é a interação NS3-NS5. A NS3 conta com uma região helicase, responsável 

por desenovelar o dsRNA (do inglês, double-stranded RNA) e permitir a síntese de novas fitas. 

Uma sequência peptídica específica da RdRp da NS5 de cerca de 20 resíduos interage com a 

helicase, permitindo o equilíbrio na produção de fitas tanto positivas como negativas de RNA. 

A localização das enzimas em células infectadas também é a mesma, demonstrando a necessária 

interação (Tay et al., 2015). Um resíduo específico da NS5, Lys-330, localizado no sítio 

catalítico, quando mutado por alanina inibe a interação entre as proteínas, apesar de não afetar 

a atividade RdRp in vitro. Há, portanto, indicativos de que esse trecho da proteína pode 

apresentar uma possibilidade pertinente para o planejamento de antivirais (Zou et al., 2011). 

Vale ressaltar que, diferente do imaginado inicialmente, a proteína NS5 não tem duas 

regiões catalíticas isoladas. O linker entre as duas regiões catalíticas não tem sequência 

altamente conservada, apenas seu comprimento é preservado entre os ortoflavivírus. A estrutura 

cristalográfica estudada por Zhao e colaboradores (2015) apresenta uma região linker bem 

organizada, com interface majoritariamente polar entre os domínios. Estudos de mutagênese e 

replicação viral indicaram que há interações críticas inter-domínios. O avanço no estudo de 

estruturas cristalográficas e replicação do RNA, demonstra que a proteína inteira tem maior 

capacidade catalítica (ações de alongamento de fita e iniciação de novo) que o domínio RdRp 

isolado. É sugerido que o domínio MTase influencia dinamicamente na regulação da síntese de 

RNA, demonstrando que o ciclo viral é dependente de muitas interações e interregulações (Zhao 

et al., 2015). 

Tratando especificamente da atividade catalítica, a RdRp sintetiza, inicialmente, a fita 

negativa (-) complementar à fita positiva (+) do RNA viral. Essa fita negativa apenas é 

encontrada associada à positiva. Uma vez associadas, formam a fita dupla de RNA viral 

(dsRNA). O dsRNA atua como modelo para a síntese de excesso de fitas positivas, que podem 

ser direcionadas a três principais objetivos: tradução para síntese de novos complexos de 

replicação, síntese de novas fitas negativas complementares ou empacotamento para invasão de 

novas células (Hodge et al., 2019; Yap et al., 2007). 

Para que essa síntese ocorra corretamente, o primeiro ato da NS5 é diferenciar RNAm do 

hospedeiro de RNA viral +. No trabalho de Reid e colaboradores (2018) sugere-se que o 

processo de replicação ocorre em vesículas remodeladas, derivadas do retículo endoplasmático, 

que se localizam no citoplasma das células infectadas. Outra questão importante é a necessidade 

de mudança para uma conformação específica, comumente chamada de ciclização do RNA, 

embora se refira mais à complementaridade 5’-3’ do que a um formato circular. Fato é que há 

necessidade de emparelhamento 5’-3’ e modificações nas UTRs prejudicam a síntese de RNA 
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viral - (Hahn et al., 1987; You; Padmanabhan, 1999). Além da complementaridade das UTRs, 

diversas sequências foram achadas fundamentalmente conservadas para que a replicação 

ocorra, entretanto, não serão aprofundadas nesse trabalho. 

Embora a replicação ocorra no citoplasma, estruturas de NS5 de ortoflavivirus como JEV, 

YF e TBEV, além do DENV, foram encontradas no núcleo das células infectadas. O transporte 

de proteínas grandes, de mais de 45kDa, como é o caso da NS5, é ativo, mediado por proteínas 

da família das beta carioferinas, conhecidas como importinas e exportinas. Para que a NS5 entre 

no núcleo celular, uma importina deve se ligar a uma sequência específica dessa proteína. As 

sequências que permitem essa ligação são chamadas sequências de localização nuclear (NLS, 

do inglês nuclear localization sequences). A importina que reconhece a proteína a entrar no 

núcleo pode reconhecer dois tipos de NLS. O primeiro, monopartido, é uma sequência única de 

resíduos de aminoácidos básicos. O segundo, bipartido, são duas sequências de resíduos de 

aminoácidos básicos ligados por um linker de 10 a 12 aminoácidos (Hannemann et al., 2013). 

Um NLS bipartido (denominado a/bNLS) foi encontrado na NS5 do DENV-2 em seu 

domínio polimerase. Experimentos de mutagênese que eliminaram o a/bNLS do DENV-2 

demonstraram que a replicação viral diminuiu e os níveis de interleucina-8 (IL-8, uma citocina) 

aumentaram (Pryor et al., 2007). Foi percebido, então, que a polimerase também contém uma 

sequência funcional para a exportação nuclear, chamada bNLS, que é reconhecida por uma 

exportina e carrega a proteína para o citoplasma novamente (Rawlinson et al., 2009). Essas 

observações sugerem que o transporte núcleo-citoplasma é regulado de maneira a controlar os 

níveis de IL-8. A sinalização de infecção com variação dos níveis de IL-8 ocorre na 

contaminação por todos os sorotipos de dengue, entretanto, apenas o sorotipo DENV-2 

apresenta o a/bNLS, de forma que os demais sorotipos controlam o escape imunológico por 

diferentes mecanismos. Provavelmente, a localização da NS5 no núcleo ou no citoplasma não 

é estritamente necessária para a replicação viral, mas sim um fator de regulação do ciclo celular 

para sorotipos específicos. Considerando o dito, é necessário avaliar as diferenças e 

semelhanças entre os diferentes sorotipos no planejamento de fármacos (Hannemann et al., 

2013). 

A importância da NS5 do vírus da dengue, sua conservação entre sorotipos e a 

participação na resposta imune a tornam um excelente alvo para o planejamento racional de 

fármacos antivirais. Casos de inibidores da NS5 de flavivírus comprovados serão relatados nos 

tópicos seguintes, mas, antes, é necessário falar mais dos motivos conservados entre sorotipos.  
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2.3. Motivos da polimerase dos ortoflavivírus 

Similarmente a todas polimerases de RNA virais, a RdRp da NS5 adota uma estrutura 

semelhante a uma mão direita formando um círculo com as pontas dos dedos e polegar. Os 

subdomínios dos dedos podem ser divididos nos subdomínios indicador, médio, anelar e 

mínimo. A ponta do dedo indicador interage com a ponta do polegar, formando uma estrutura 

circular, sendo essa característica exclusiva de polimerases de RNA virais (Lu; Gong, 2017). 

Considerando apenas as RdRps virais, podemos subclassificá-las de acordo com o 

mecanismo de iniciação da síntese de RNA. Polimerases dependentes de primer apresentam 

um polegar fino e um canal espaçoso entre o mínimo e o polegar. As polimerases das famílias 

que seguem o mecanismo de iniciação de novo requerem um elemento estrutural de priming, 

como é o exemplo da família Flaviviridae. Esse elemento estabelece uma plataforma que 

compreende uma inserção no polegar e um trecho C-terminal, tornando o polegar mais 

volumoso. Essa plataforma estabiliza a fita molde e os nucleotídeos iniciadores. 

Especificamente nos ortoflavivírus, o elemento de priming é chamado “priming loop”, que 

conecta duas hélices do polegar e compreende os resíduos 790 a 812 da NS5 de JEV. A 

sequência do priming loop da NS5 de JEV, comparada ao DENV, apresenta 15 dos 22 resíduos 

idênticos e em mesma posição (Lu; Gong, 2017). O priming loop é essencial no mecanismo da 

síntese de RNA das enzimas características de novo (Butcher et al., 2001). 

Todas as polimerases de RNA virais compartilham sete motivos, listados de A até G 

(Bruenn, 2003). Sua identificação se dá tanto por características estruturais como por 

conservação de sequência. Os motivos A, B, C e F contém resíduos conservados em todas as 

famílias virais, enquanto os motivos D, E e G diferem entre as polimerases que seguem 

mecanismo dependente de primer e as que seguem mecanismo de novo, mas seus arranjos 

espaciais em torno do núcleo tornam possível a sua identificação (Te Velthuis, 2014). Os 

motivos A a E se localizam no domínio palma, o mais conservado. Os motivos F e G estão nos 

dedos (Lu; Gong, 2017). 

O motivo A contém um resíduo de ácido aspártico conservado universalmente em 

polimerases de ácidos nucleicos que é responsável pela coordenação dos íons zinco necessários 

para o mecanismo (Beese; Steitz, 1991). 

O motivo B inclui uma sequência altamente conservada de resíduos de serinas e glicinas. 

A serina desse motivo é característica de RdRps, apesar de em algumas cepas resistentes ser 

modificada para uma treonina (Te Velthuis, 2014). Essa serina sofre mudanças conformacionais 

relevantes para o mecanismo catalítico de polimerases do tipo de novo, como a do DENV e do 

HCV. A serina sofre uma mudança conformacional de forma a interagir com o ácido aspártico 
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conservado do motivo A, de forma que o ácido aspártico se move para distante do substrato 

(nucleotídeo) (Appleby et al., 2015). Esse par Ser-Asp reconhece NTPs que serão direcionados 

para a síntese, de forma que pode representar um ponto essencial no reconhecimento de 

inibidores análogos de nucleosídeos. Uma das glicinas do motivo B (que contém poucos 

resíduos) é conservada tanto em polimerases como em transcriptases reversas (RT). Acredita-

se que essa glicina permite flexibilidade do esqueleto polipeptídico, necessária para as 

movimentações da serina adjacente. O motivo B é relativamente dinâmico e acompanha a 

transferência de grupo fosforila (Lu; Gong, 2017). 

O motivo C contém o segundo ácido aspártico que coordena zinco metálico essencial 

(Beese; Steitz, 1991). Além disso, contém a sequência de assinatura SGDD de RdRps virais, 

que interage com a fita produto de RNA durante a síntese. 

O motivo D forma uma folha β antiparalela com o motivo A. Durante o fechamento do 

sítio, esse motivo também se move em direção ao motivo C (Appleby et al., 2015). O motivo 

D não contém resíduos conservados em todas famílias virais, sendo específico dos 

ortoflavivírus  (Lu; Gong, 2017). 

O motivo E tem formato de grampo, se dobrando com o motivo C e interagindo com o 

esqueleto da fita produto de RNA durante a síntese (Lu; Gong, 2017). 

O motivo F também é compartilhado entre RdRps e RTs. Sua principal função é se ligar 

aos NTPs, formando o “telhado” do túnel de entrada de nucleotídeos (Bruenn, 2003; Butcher 

et al., 2001). Há 4 resíduos altamente conservados nesse motivo. A Lys459 e o Glu461 

interagem com a fita nascente, a Arg474 interage com a região do trifosfato e a Leu ou Ile476 

interage com a fita molde (Appleby et al., 2015). 

O motivo G é específico de RdRps (Te Velthuis, 2014) e se localiza aproximadamente 

paralelo à fita molde, porém, não tem interações conservadas com ela. Há dois resíduos Ala ou 

equivalentes de cadeia pequena conservados que parecem ser relevantes para o processo de 

translocação de fosfato (Wu et al., 2015). 

Com base nesses motivos altamente conservados entre os ortoflavivírus, torna-se 

possível explorar regiões específicas da polimerase como alvos para inibição seletiva, o que 

nos leva a discutir os inibidores da NS5. 
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2.4. Inibidores da RdRp do vírus da dengue 

O presente tópico tem por objetivo listar algumas substâncias com ação antiviral contra o 

vírus da dengue comprovada, com enfoque no domínio polimerase da NS5 viral, relatando 

resumidamente seus mecanismos de ação. Por ser o alvo escolhido para o presente trabalho, 

apenas inibidores com ação focada na polimerase foram selecionados.  

O trabalho mais relevante até o momento relativo à inibição da polimerase do vírus da 

dengue é o de Lim e colaboradores (2016; 2018; 2019). Sendo esses pesquisadores do Novartis 

Institute of Tropical Diseases, publicam artigos relacionados à busca de candidatos a fármacos 

contra a dengue. Em 2016, o grupo publicou um artigo descrevendo uma série de inibidores 

alostéricos da polimerase do DENV. Até o momento, não havia sido registrada a existência de 

um sítio alostérico na NS5. O trabalho intitula esse sítio como “N-pocket”, que aqui 

traduziremos como sítio N. A metodologia utilizada foi uma triagem de fragmentos acoplada à 

cristalografia de raios-X, que permitiu a descoberta de uma forma “fechada” da RdRp, 

conformação que ocorre antes do início da síntese de uma fita complementar negativa. Nessa 

conformação, há uma alça de preparação (priming loop) que se estende do subdomínio polegar 

para o túnel de saída do dsRNA, próximo ao sítio ativo com resíduos de aminoácidos 

conservados (sequência GDD) e que foi identificado como sítio alostérico. A proposta de 

mecanismo de ação é que a ligação dos compostos nesse sítio impede a mudança 

conformacional para o estado “aberto”, necessária para o início da síntese de RNA. Os 

compostos apresentaram valores de IC50 na faixa nanomolar contra todos os quatro sorotipos de 

dengue em ensaios de cultura de células. A metodologia do trabalho aperfeiçoou seus hits a 

partir de técnicas de SBDD, sendo capaz de partir de valores de IC50 > 700 µM para a faixa 

nanomolar citada.  

Para facilitar a comparação com a literatura original, a numeração dos compostos dos 

artigos foi mantida. Os compostos planejados foram apresentados (Figura 5) em ordem 

crescente de potência, sendo o composto 3 o originalmente triado. A partir do composto 15, os 

valores de IC50 para os 4 sorotipos já eram da faixa do baixo micromolar. Entretanto, em ensaios 

baseados em células, a baixa permeabilidade impedia a inibição desejada. Então, os compostos 

continuaram a ser otimizados a fim de aumentar ou manter a potência juntamente com um perfil 

de permeabilidade celular adequado. Os compostos de melhor performance foram 27 e 29, e 

suas estruturas cristalográficas tanto na NS5 inteira como apenas na porção RdRp de DENV-3 

estão disponíveis no Protein Data Bank (PDB) sob códigos 5I3P, 5I3Q, 5JJS e 5JJR (Lim et al., 

2016). 

Algumas limitações existem para os compostos 27 e 29, apesar de seu notável 
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desempenho. Essas limitações estão justificadas no Quadro 1, sendo válido ressaltar que ainda 

não foram inteiramente superadas por nenhum outro inibidor de acordo com a literatura 

encontrada até a escrita do presente documento. Lim, em 2018, declarou que o trabalho foi 

colocado "em espera" e publicado para que outros pesquisadores tivessem acesso aos avanços 

até então obtidos (Lim, 2019; Lim et al., 2018). 

 

 

Figura 5: Inibidores da NS5 de DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4 em ordem crescente de potência. Os valores 

de IC50 foram medidos por ensaio FAPA (ensaio de polímerase acoplado à fosfatase alcalina baseado em fluorescência) de 

iniciação "de novo" para a NS5. A numeração apresentada corresponde à do artigo original. Fonte: Lim et al., 2016. 

Em 2023, Felicetti e colaboradores divulgaram seus trabalhos utilizando derivados do 

ácido sulfonil-antranílico para a inibição alostérica da polimerase do vírus da dengue, a partir 

do arcabouço 2,1-benzotiazina 2,2-dióxido, previamente utilizado pelo grupo e capaz de 

promover inibição enzimática, porém, sem ação em ensaios celulares. Os derivados iniciais 

mostravam IC50 na faixa micromolar, com perfil de inibição mista, coerente com inibição 

enzimática alostérica, sendo a inabilidade em ensaios celulares justificada provavelmente por 

baixa permeabilidade celular, grupo éster lábil frente a esterases celulares e propensão à 

retenção dos compostos nas membranas celulares, pela alta lipofilicidade. 
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Visando a melhora do perfil farmacocinético de seus compostos, o mesmo grupo propôs 

modificações estruturais chegando a compostos derivados com melhor perfil metabólico e 

retenção da capacidade inibitória, seguindo para a síntese apenas após confirmar que a 

sobreposição dos núcleos base era adequada. O primeiro conjunto de derivados apresentou 

resultados em ensaios celulares, porém, com alta citotoxicidade e, portanto, baixo índice de 

seletividade. A maior seletividade foi observada nos compostos 5 e 8 (Figura 6) (Felicetti et al., 

2023). 

Quadro 1: Limitações dos compostos 27 e 29 (Fontes: Lim et al., 2018; Lim et al., 2019) 

Limitação Descrição 

1. Permeabilidade celular 

deficiente 

Compostos iniciais com grupos ácidos fortemente ionizados, 

dificultando a entrada nas células, mesmo após otimização, a permeabilidade 

ainda não é ideal. 

2. Potência celular ainda 

insuficiente 

Apesar de melhores IC50/EC50, compostos ainda não atingiram a 

potência submicromolar desejada pelos pesquisadores em ensaios baseados 

em células. 

3. Problemas 

de bioestabilidade e 

farmacocinética 

Alta depuração in vitro, inviabilizando estudos de eficácia em modelo 

animal. 

4. Alterações conformacionais 

no alvo durante elongação 

Mudanças na conformação da NS5 durante a elongação reduzem a 

afinidade de ligação dos inibidores. Além disso, não há estrutura 

cristalográfica disponível da RdRp com RNA, o que dificulta o estudo da 

forma aberta da enzima. 

5. Resistência viral Surgimento de mutações (L511V e E802D) que reduzem drasticamente 

a potência dos compostos. Essas mutações foram geradas em ensaios com o 

composto 27. 

6. Falta de ancoragem 

estrutural comparável a outros 

flavivírus, como o HCV 

No vírus da dengue, o bolso N tem apenas uma "parede" estrutural, o 

que dificulta o encaixe e a estabilidade dos inibidores. Há menos pontos de 

ancoragem quando comparado com sítios alostéricos de outros vírus, como o 

da hepatite C (HCV). 

 

 Diante da elevada citotoxicidade observada, os autores buscaram modificações 

estruturais que mantivessem ou aumentassem atividade inibitória da polimerase e reduzissem 

os efeitos tóxicos. (Felicetti et al., 2023). 

Para isso, investigaram alterações em diversas regiões do composto inicial, aplicando 

estudos de correlação estrutura-atividade. Foram investigados: o grupo sulfonamida, a adição 
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de um nitrogênio quinolínico, a variação da extensão da aromaticidade nos substituintes e, por 

fim, o grupo amida. Do segundo conjunto de ligantes sintetizados, o melhor desempenho foi de 

9, no terceiro conjunto destacou-se 26 e, no quarto e último conjunto, 39. Pode-se observar 

como relevantes duas regiões aromáticas, ligados ao anel aromático central por ligações amida 

e sulfonamida. Por fim, uma pequena cadeia alquila ligada por um grupo éter ao anel aromático 

central parece ser responsável por um grande ganho de potência (Felicetti et al., 2023). 

 

Figura 6: Compostos com ação antiviral em célula propostos como inibidores da NS5 de DENV 1, DENV 2, DENV 

3 e DENV 4 em ordem de potência. Os valores de EC50 foram medidos por ensaio de placa contra infecção viral por DENV 

(GenBank: EU081177.1) após 47h da infecção. A numeração apresentada corresponde à do artigo original. Fonte: Felicetti et 

al., 2023. 

Os autores ainda realizaram ensaios baseados em células para os 4 sorotipos, sendo a 

atividade dos compostos 26 e 39 da faixa submicromolar (0,54 – 1,36 µM). Concluindo, foram 
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assim propostos dois antivirais com ação pan-sorotipo. Curiosamente, ensaios in vitro de 

inibição da NS5 e NS3 foram realizados com 26, sem inibição demonstrada. Utilizando 

diferentes linhagens celulares, também foi observado que o inibidor é mais potente para 

linhagens primatas e humana, com EC50 mais alta para células de mosquito e hamster. Nenhuma 

linhagem mutante resistente foi obtida para as células primatas mesmo após 30 passagens do 

vírus, indicando uma especificidade do inibidor para o sistema celular do hospedeiro. O 

mecanismo de ação de 26 e sua relação com o sistema de defesa do hospedeiro ainda é estudado 

(Felicetti et al., 2023). 

Em 2025, foi publicado o trabalho de Zong e colaboradores, que, por meio de uma 

abordagem mista (computacional e experimental), propõem novos inibidores de DENV-2, que 

superariam o composto 27 do trabalho de Lim e colaboradores. A trajetória do trabalho se inicia 

em uma triagem virtual de 1,6 milhão de compostos oriundos de dois bancos de moléculas 

combinados. 27 compostos são selecionados, sendo o objetivo do trabalho a descoberta de 

moléculas pequenas, que, de acordo com os autores, sejam de síntese e administração facilitada. 

No artigo são tabeladas as estruturas, IC50, CC50 e SI para 23 desses compostos. Os testes foram 

realizados para DENV-NGC, uma linhagem de DENV 2. Testes in vitro específicos para a NS5 

não são relatados.  

Três dos compostos avaliados apresentam IC50 menor do que o composto 27 (Lim et al., 

2016). A estabilidade dos complexos, analisando força de interação e flexibilidade frente a 

mudanças conformacionais, além da ocupação do sítio alostérico, são avaliados por estudos 

computacionais de dinâmica molecular a partir dos complexos obtidos pela docagem molecular. 

Ao fim de todas as análises, dois compostos são apresentados como mais potentes que o 

composto 27 (IC50 = 19,67 µM (±1,12µM) segundo Zong et al., 2025): D1 e D8 (Figura 7). Os 

próprios autores concluem que o mecanismo de ação e sua relação com vias de sinalização 

imune dos hospedeiros precisam ser mais explorados (Zong et al., 2025). Ademais, o trabalho 

ainda não foi expandido para os demais sorotipos, nem mesmo computacionalmente. 
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Figura 7: Antivirais contra DENV-2 que superam o composto 27 (IC50 = 19,67 µM (±1,12µM). Os valores foram 

medidos para DENV2-NGC por infecção de cultura de células. As culturas foram mantidas após a infecção a 37°C por 3 dias 

e os resultados foram coletados por leitura luminescente. A numeração apresentada corresponde à do artigo original. Fonte: 

Zong et al. 2025. 

O mesmo grupo de pesquisa publicou, também em 2025, outro artigo de metodologia 

semelhante. Utilizando outros dois bancos de moléculas, somando um total de 1,1 milhão de 

candidatos iniciais, a triagem virtual baseada em docagem foi executada tendo como alvo a 

estrutura de código PDB 5K5M (RdRp – DENV2). As moléculas foram filtradas por 

propriedades farmacocinéticas favoráveis e viabilidade sintética. A previsão de energia livre da 

interação foi calculada usando modelo de solvatação VSGB (do inglês, variable solvation 

model based on the generalized Born approach) considerando solvente aquoso. Diferente do 

trabalho anterior, os 47 compostos melhor classificados pela triagem foram testados não só pela 

sua capacidade antiviral, mas também especificamente para a RdRp. Além disso, estudos de 

dinâmica molecular avaliaram a estabilidade dos complexos em função do o tempo (Wei et al., 

2025). 

O composto R37 (Figura 8) foi o antiviral mais potente, mas apresentou índice de 

seletividade (SI) baixo, indicando alta citotoxicidade. Além disso, sua estrutura é capaz de 

interagir bem em ambientes hidrofóbicos, podendo levar a interações fora do alvo. O composto 

R29 (Figura 8) apresentou melhor equilíbrio entre potência antiviral e citotoxicidade, sendo um 

candidato considerado mais seguro. Apenas R37 foi selecionado para o ensaio de inibição da 

polimerase viral, realizado por fluorescência, onde obteve o resultado de 10,86 μM. O composto 

27, usado como padrão positivo, não foi testado nas mesmas condições (Wei et al., 2025). 
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Figura 8: Os dois antivirais mais potentes contra DENV-2 apresentados por Wei e colaboradores. Os valores foram 

medidos para DENV2-NGC por infecção de cultura de células. As culturas foram mantidas após a infecção a 37°C por 3 dias 

e os resultados foram coletados por leitura luminescente. A numeração apresentada corresponde à do artigo original. Fonte: 

Wei et al. 2025. 

Apesar das diversas abordagens descritas na literatura, a busca por inibidores efetivos e 

clinicamente viáveis da NS5 continua desafiadora, o que justifica o uso de metodologias 

computacionais como as baseadas na estrutura da proteína, tratadas a seguir.  
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2.5. Técnicas de descoberta de fármacos baseadas em estrutura 

A modelagem molecular tem sido uma abordagem de grande importância na 

compreensão de sistemas biológicos complexos, permitindo, por exemplo, a visualização e 

predição de interações moleculares que seriam difíceis de acessar experimentalmente, seja por 

limitações metodológicas ou financeiras (Rocha; Sant’Anna, 2024). O estudo computacional 

baseado em modelos teóricos tem custos consideravelmente menores e grande potencial para 

maior rapidez que métodos experimentais (Duarte et al., 2025).  

Um dos conceitos fundamentais na Química Medicinal é a relação entre a estrutura 

molecular e a atividade biológica. Desde a proposta do modelo chave-fechadura por Fischer, 

em 1894, entende-se que a interação entre uma biomolécula e seu ligante depende da 

complementaridade estrutural entre eles. Esse modelo, que evoluiu ao longo do tempo, como 

pela inclusão de aspectos conformacionais na interação, é um princípio que norteia grande parte 

das estratégias modernas de descoberta de fármacos, que se beneficiam do avanço de métodos 

computacionais para prever e otimizar essas interações (Rocha; Sant’Anna, 2024). 

Com o desenvolvimento do planejamento de fármacos auxiliado por computador 

(CADD, do inglês computer aided drug design), tornou-se possível utilizar abordagens 

computacionais para guiar a identificação e otimização de novos compostos bioativos. Como 

dito antes, o CADD pode ser dividido em duas grandes categorias: O planejamento baseado no 

ligante (LBDD, do inglês ligand based drug design) e o planejamento baseado na estrutura do 

alvo (SBDD, do inglês structure based drug design).  

No LBDD, a busca por novos compostos é baseada em semelhanças estruturais ou 

estatísticas com ligantes conhecidos, que podem ser exploradas por meio de modelos de 

relações quantitativas entre a estrutura e a atividade (QSAR, do inglês Quantitative Structure-

Activity Relationship), mapas farmacofóricos e métodos de similaridade molecular (Rocha; 

Sant’Anna, 2024). O modelo de QSAR tem sua origem nos estudos da relação entre a estrutura 

e as propriedades (QSPR, do inglês Quantitative Structure-Property Relantionships). Nesse 

caso, usam-se dados de origem empírica ou de cálculos computacionais como descritores que 

podem ser relacionados com as propriedades de determinado composto. O primeiro exemplo 

desses estudos foi feito por Hammet, que buscou quantificar o efeito eletrônico de substituintes 

em anéis aromáticos sobre a reatividade de compostos orgânicos, a relacionando a constantes 

termodinâmicas e cinéticas (Duarte et al., 2025). 

No SBDD, a estrutura tridimensional do alvo biológico, geralmente uma proteína, é 
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utilizada diretamente para prever e otimizar interações com potenciais inibidores, tornando esse 

método especialmente útil quando há informações detalhadas sobre o sítio ativo ou sítios 

alostéricos da biomolécula. Essa estrutura também pode ser um modelo tridimensional do alvo, 

ou seja, construído por técnicas de modelagem de proteínas. As técnicas incluem a modelagem 

comparativa (ou por homologia), métodos de aprendizado de máquina (ML, do inglês Machine 

Learning) e métodos ab initio (Rocha; Sant’Anna, 2024). 

A modelagem comparativa utiliza a estrutura de um molde tridimensional determinada 

experimentalmente e a estrutura primária da proteína que se deseja modelar. Para a modelagem 

comparativa ser possível, deve haver entre o molde e a proteína uma identidade de sequência 

de peptídeos de ao menos 30% (Rocha; Sant’Anna, 2024).  

No campo de ML, há duas classes de métodos: o aprendizado supervisionado e o não-

supervisionado. O aprendizado supervisionado consiste em treinar um modelo computacional 

a partir de dados rotulados, isto é, entradas associadas a saídas conhecidas, com o objetivo de 

aprender uma função que relacione essas variáveis e permita fazer predições sobre novos dados. 

O aprendizado não supervisionado opera sobre conjuntos de dados não rotulados, buscando 

identificar estruturas latentes, agrupamentos naturais ou padrões subjacentes que descrevam a 

organização dos dados no espaço de características. Enquanto o primeiro é mais voltado à 

previsão, o segundo é exploratório por natureza (Duarte et al., 2025). 

O método de ML utilizado para a modelagem de proteínas é o aprendizado por reforço, 

um derivado híbrido das classes citadas. O processo de enovelamento proteico é simulado, de 

forma que um agente (modelo computacional) interage com um ambiente (representação 

estrutural da proteína) realizando ações (modificações geométricas) em um sistema 

inicialmente desnaturado. A cada passo, o agente recebe recompensas ou penalidades com base 

em critérios definidos, como a proximidade entre a conformação atual e a de estruturas nativas 

(enoveladas). O objetivo é aprender, por tentativa e erro, a sequência de transformações que 

leva à estrutura energeticamente mais estável (Duarte et al., 2025). 

Por fim, a modelagem ab initio (do latim, desde o início), busca construir a estrutura 

tridimensional da proteína a partir de sua sequência, ou seja, estrutura primária. É o método de 

modelagem que busca definir como uma proteína adota uma estrutura tridimensional específica 

a partir de princípios físico-químicos. A previsão é feita por um algoritmo computacional, que 

faz a amostragem conformacional, ou seja, gera um grande número de possíveis conformações 

para uma dada sequência, guiado por uma função de energia. Sendo assim, a eficiência do 
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método depende da eficiência da função (Lee; Freddolino; Zhang, 2017). 

As funções para esse tipo de modelagem podem ser baseadas em princípios físicos ou 

em conhecimento. As primeiras podem usar campos de força, como AMBER, CHARMM, 

OPLS, UNRES e QUARK, entre outros. As últimas utilizam dados estatísticos das estruturas 

determinadas experimentalmente e depositadas no PDB. A amostragem conformacional, por 

sua vez, pode empregar métodos como simulação por dinâmica molecular, algoritmos genéticos 

ou simulação de Monte Carlo, com o objetivo de explorar o espaço conformacional de 

estruturas possíveis e identificar aquelas com menor energia (Lee; Freddolino; Zhang, 2017). 

Retomando a ideia geral do SBDD, a estrutura do alvo deve guiar o planejamento de 

ligantes. Esse processo pode usar técnicas como a docagem molecular, que prevê modos de 

ligação e afinidades de interação entre ligantes e proteínas, e dinâmica molecular, que permite 

avaliar a estabilidade desses complexos ao longo do tempo. Com a crescente disponibilidade 

de estruturas de proteínas em bases de dados como o PDB e o aprimoramento de algoritmos de 

simulação, o SBDD se tornou uma abordagem poderosa para acelerar e tornar mais eficiente o 

processo de descoberta de novos fármacos (Rocha; Sant’Anna, 2024). 
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2.5.1. Docagem molecular 

A docagem molecular depende de dois elementos: o algoritmo de busca e a função de 

pontuação. O algoritmo de busca será responsável por propor diferentes conformações e 

orientações do ligante no sítio de ligação da proteína, o que definimos por “pose”  (Torres et 

al., 2019).  A função de pontuação avalia as poses obtidas pelo algoritmo e as classifica, gerando 

uma pontuação. Quanto maior a pontuação, maior é a afinidade prevista do ligante pelo sítio de 

ligação, na pose específica explicitada (Da Silva Rocha et al., 2019). 

Uma limitação importante da docagem molecular é a impossibilidade de prever com 

precisão se o ligante testado será capaz de induzir modificações conformacionais significativas 

no sítio de ligação da proteína. No ambiente biológico, é comum que enzimas apresentem 

alterações estruturais relevantes ao interagirem com cofatores, passando da forma apo (sem 

cofator) para a forma holo (com cofator). Como essa transição conformacional induzida pelo 

cofator não é reproduzida, em geral, nas simulações de docagem, torna-se necessário selecionar 

previamente qual conformação da proteína será utilizada — uma decisão que deve considerar 

tanto a disponibilidade de estruturas cristalográficas quanto os objetivos específicos do estudo 

(Kirsch et al., 2019).  

A relevância da escolha da conformação da proteína utilizada na docagem é evidenciada 

por Zhang e colaboradores (2022), que propuseram uma abordagem robusta para refinar 

estruturas apo e gerar conformações holo-similares por meio do refinamento do sítio de ligação 

com base em moldes holo de baixa homologia, mas alta similaridade topológica. Utilizando 

simulações de dinâmica molecular com restrições derivadas dessas estruturas modelo, os 

autores aproximaram a conformação apo da conformação holo. Seus resultados demonstraram 

melhorias substanciais tanto na acurácia da predição do modo de ligação dos ligantes quanto 

no desempenho em triagens virtuais. Essa estratégia mostra-se especialmente útil na ausência 

de estruturas holo disponíveis, sendo uma alternativa eficiente para melhorar os resultados de 

docagem, sobretudo quando há mudanças conformacionais relevantes no sítio de ligação 

(Zhang et al., 2022). 

Deve ser destacado que há algoritmos de docagem que permitem conferir liberdade 

conformacional parcial para cadeias laterais e para o esqueleto polipeptídico da proteína, o que 

permite algum nível de ajuste induzido pela interação com o ligante durante a docagem, como, 

por exemplo, o do programa Genetic Optimisation for Ligand Docking (GOLD), que será 

apresentado mais a frente (Cambridge Crystallographic Data Centre, 2022). 
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Os algoritmos de busca podem ser classificados em três grandes grupos: sistemáticos, 

estocásticos e determinísticos. Os algoritmos sistemáticos realizam varreduras incrementais nos 

graus de liberdade do ligante, podendo ser subdivididos em abordagens exaustivas, construção 

incremental e conjuntos conformacionais. Os algoritmos estocásticos realizam modificações 

aleatórias nos graus de liberdade e, por meio de processos iterativos, buscam superar o risco de 

aprisionamento em mínimos locais; exemplos comuns incluem os métodos de Monte Carlo, 

algoritmos genéticos, busca tabu e otimização por enxame de partículas, sendo amplamente 

utilizados. Por fim, algoritmos determinísticos, como os baseados em minimização de energia 

ou dinâmica molecular, atualizam a pose do ligante com base direta na iteração anterior, mas 

apresentam maior custo computacional e risco de convergência para mínimos locais (Torres et 

al., 2019). 

De modo geral, o desempenho desses algoritmos pode ser comprometido quando se 

trabalha com ligantes de alta flexibilidade, em razão do aumento exponencial no espaço 

conformacional. Nesse cenário, a utilização de fragmentos (conforme discutido no item 2.5.3) 

se mostra vantajosa, pois reduz os graus de liberdade e permite uma exploração mais eficiente 

e acurada das interações relevantes com o sítio de ligação (Torres et al., 2019). 

As funções de pontuação podem ser classificadas em três categorias principais: baseadas 

em campos de força, empíricas e baseadas em conhecimento. Mais recentemente, foram 

lançadas as funções baseadas em aprendizado de máquina, que aprendem padrões a partir de 

um conjunto de treinamento, sendo capazes de generalizar o conhecimento e estimar a afinidade 

de ligação entre proteínas e moléculas (Scantlebury et al., 2023).  

As funções de campo de força somam termos energéticos interatômicos (relacionados 

às ligações) e intermoleculares (relacionados às interações), frequentemente negligenciando 

efeitos do solvente e contribuição entrópica. Já as funções empíricas seguem a lógica QSAR, 

empregando dados experimentais para estimar a energia de ligação. Por fim, as funções 

baseadas em conhecimento, utilizam dados estatísticos extraídos de estruturas cristalográficas 

para inferir a probabilidade de ocorrência de interações favoráveis. Embora cada abordagem 

tenha limitações, a combinação de diferentes funções por meio de estratégias de pontuação por 

consenso tem sido amplamente utilizada para aumentar a confiabilidade dos resultados. Para 

esse fim, pode ser usado o chamado “rescore”, que funciona como uma repontuação da pose 

com uma função diferente daquela usada na sua busca (Torres et al., 2019). 

O GOLD (CCDC), sigla para Genetic Optimisation for Ligand Docking, é um programa 
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largamente utilizado para a docagem molecular, especialmente no Brasil, pela parceria com a 

CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior) por meio da BDEC 

(Base de Estruturas Cristalinas). Pela BDEC, pesquisadores de áreas correlatas de ciências e 

engenharias vinculados a instituições de ensino superior conveniadas se registram e recebem 

acesso a uma plataforma com conteúdo voltado para a disseminação de informações técnicas e 

científicas de estruturas cristalinas, bem como suas formas, propriedades, aplicações e funções. 

Na plataforma, está disponível o pacote da Cambridge Structural Database (CSD), que inclui 

o GOLD (“BdEC - Apresentação, Características, Diferenciais.”, [S.d.]). 

O GOLD utiliza um algoritmo genético para encontrar a melhor pose do ligante na 

cavidade de docagem. Os algoritmos genéticos são métodos computacionais que simulam o 

processo de evolução natural para resolver problemas complexos. Eles pertencem à categoria 

de métodos heurísticos, que são estratégias práticas desenvolvidas para encontrar boas soluções 

quando não é viável testar todas as possibilidades. Em vez de garantirem a resposta perfeita, 

heurísticas buscam respostas “boas o suficiente” de forma mais rápida e eficiente. No caso dos 

algoritmos genéticos, uma população inicial de soluções é criada e, a cada ciclo (ou geração), 

as melhores soluções são selecionadas para gerar novas, por meio dos chamados operadores 

genéticos. Com o passar das gerações, essas soluções vão se aperfeiçoando gradualmente, como 

se estivessem “evoluindo” em direção à melhor resposta possível (Lee; Freddolino; Zhang, 

2017). 

Os operadores genéticos utilizados no programa são mutação, cruzamento e migração. 

A mutação é o emprego de pequenas alterações na posição ou conformação do ligante; o 

cruzamento é a combinação de elementos de diferentes poses para gerar novas soluções; e a 

migração é a seleção de algumas soluções para serem movidas entre subpopulações (ilhas) para 

evitar convergência prematura (Cambridge Crystallographic Data Centre, 2022).  

Convém aos propósitos do trabalho destacar duas funções de pontuação: ChemPLP e 

ChemScore.  

A função de pontuação ChemPLP (Piecewise Linear Potential) é a função padrão 

utilizada pelo programa GOLD. Essa função pertence à classe das funções empíricas e é 

baseada em um potencial linear por partes, ou seja, uma função matemática que descreve a 

energia potencial de interação entre pares de átomos em função da distância, modelando de 

forma diferenciada regiões de atração e repulsão. O objetivo é representar, de forma eficiente, 

a complementaridade entre o ligante e o sítio de ligação da proteína (Cambridge 
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Crystallographic Data Centre, 2022). 

No modelo ChemPLP, todos os átomos pesados (diferentes de hidrogênio) da proteína 

e do ligante são classificados com base no seu potencial de interação química como doadores 

ou aceptores de ligação de hidrogênio ou doador/aceptor ou, ainda, não polares. Além disso, 

íons metálicos presentes no sítio de ligação recebem uma classificação específica, permitindo 

a modelagem de interações específicas com cofatores metálicos, quando presentes (Korb; 

Stützle; Exner, 2009). 

A função ChemPLP incorpora termos adicionais de outra função, ChemScore, incluindo 

contribuições empíricas para ligações de hidrogênio e interações com metais, além de 

penalidades associadas à geometria do ligante, como energia torcional e colisões (Korb; Stützle; 

Exner, 2009). Devido ao seu desempenho robusto na predição de poses de ligação, a ChemPLP 

é amplamente recomendada para triagens virtuais e tarefas de docagem baseadas na estrutura, 

oferecendo um bom equilíbrio entre eficiência computacional e acurácia preditiva (Cambridge 

Crystallographic Data Centre, 2022). 

A função ChemScore foi desenvolvida a partir de dados empíricos de 82 complexos 

proteína-ligante com afinidades de ligação conhecidas, sendo treinada por regressão contra 

dados medidos. Ela estima a mudança total de energia livre que ocorre na interação do ligante 

com seu receptor. Inclui penalidades para colisões e conformações internas desfavoráveis. É 

recomendada para estimativas de afinidade por meio da predição de energia livre da ligação 

(Cambridge Crystallographic Data Centre, 2022; Eldridge et al., 1997a). 
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2.5.2. Métodos quânticos semi-empíricos 

Funções utilizadas para cálculos de energia de estruturas moleculares podem recorrer a 

aproximações clássicas ou quânticas. Fatores como a precisão desejada e a capacidade 

computacional disponível devem ser considerados na escolha do método a ser utilizado (Jensen, 

2017). 

Nessa perspectiva, dentro das aproximações clássicas, existem os métodos de mecânica 

molecular (MM), que tratam os átomos como esferas, sem considerar que são formados por 

núcleo e elétrons, e as ligações entre os átomos como molas. Um campo de força é utilizado, 

definindo um conjunto de funções que determinam como a variação de parâmetros estruturais 

afetará a energia da estrutura (Lipkowitz; Boyd, 1991). Essas funções contêm constantes 

características geralmente oriundas de dados experimentais, sendo, por consequência, o método 

chamado de empírico (Barreiro; Fraga, 2014). Essa abordagem é bastante eficiente, mas 

apresenta algumas limitações por não considerar os elétrons explicitamente. 

Métodos quanto-mecânicos consideram que a estrutura molecular é formada por núcleos 

e elétrons, dependentes, a princípio, apenas das constantes fundamentais da natureza (Jensen, 

2017). O maior complicador nessa consideração é a natureza ondulatória dessas partículas, que 

foi considerada por E. Schrödinger na equação para a determinação de energia do sistema, a 

qual leva seu nome. Na equação de Schrödinger, temos o operador Hamiltoniano e a função de 

onda. O primeiro corresponde à soma de operadores de energia cinética e potencial, enquanto 

a segunda é dependente das coordenadas dos núcleos e elétrons (Barreiro; Fraga, 2014). Por ser 

uma equação diferencial, a solução da equação de Schrödinger requer integração. 

Simplificações na equação são necessárias para sua resolução, uma primeira é a 

aproximação de Born-Oppenheimer, que considera os núcleos como partículas "congeladas" e 

calcula somente a energia eletrônica no campo gerado por esses núcleos pela resolução da 

equação de Schrödinger. Posteriormente, é adicionado um termo de repulsão entre núcleos, 

chegando à previsão de energia total. Por se considerar a natureza ondulatória dos elétrons, são 

seguidas as definições da mecânica quântica, resultando valores quantizados para a energia 

eletrônica (Barreiro; Fraga, 2014). 

Para compreender os métodos quânticos SE é preciso conhecer a definição de um campo 

autoconsistente (SCF, do inglês self-consistent field). A ideia do SCF vem do modelo de 

Hartree-Fock (HF), em que cada elétron é considerado inserido em dois campos de força: um 

dos núcleos “congelados” e outro dos demais elétrons do sistema. Para isso, são geradas funções 
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de onda moleculares para cada elétron, aproximadas como combinações lineares de funções de 

onda atômicas (aproximação LCAO, do inglês Linear Combination of Atomic Orbitals), 

ponderadas por coeficientes que adequam a participação de cada orbital atômico no orbital 

molecular. Esses coeficientes são variados objetivando a menor energia eletrônica possível. 

Como o campo sobre um determinado elétron depende apenas das funções de onda dos demais 

e essas ainda precisam ser determinadas, inicia-se o processo com funções de onda tentativas 

para os demais elétrons, que vão sendo melhoradas em um processo cíclico. O processo ocorre 

até que de um ciclo para outro não haja mudança significativa na energia. Nessa situação, é dito 

que o campo gerado pelos elétrons se tornou autoconsistente (Barreiro; Fraga, 2014; Custodio 

et al., 2002). 

Assim, é possível diferenciar os métodos ab initio dos métodos SE. Para os métodos ab 

initio, não são feitas mais aproximações além das citadas na resolução da equação de 

Schrödinger (Jensen, 2017). Para os métodos SE, parâmetros experimentais ou previamente 

calculados são inseridos para reduzir o número de integrais a serem resolvidas na resolução da 

equação de Schrödinger, levando a um menor custo computacional (Stewart; Seiler, 1990). 

Michael J. S. Dewar e colaboradores desenvolveram alguns dos primeiros métodos 

semiempíricos (SE), estabelecendo as bases para uma abordagem que buscava um equilíbrio 

entre precisão e eficiência computacional. Além disso, objetivavam que os programas para 

realização dos cálculos deveriam ser acessíveis aos não especialistas (Barreiro; Fraga, 2014). 

Nos métodos SE desenvolvidos por eles, foram incluídos na resolução da equação de 

Schrödinger apenas os elétrons de valência, considerando as camadas eletrônicas mais internas 

como um caroço ou “core” (“Semiempirical Calculations”, 2004). Dados experimentais foram 

utilizados para que houvesse previsão correta de dados como momentos dipolo, energias de 

ionização, calores de formação e geometrias de equilíbrio (Barreiro; Fraga, 2014) 

A abordagem de Dewar levou à criação inicial do CNDO (Complete Neglect of 

Differential Overlap), que posteriormente foi aprimorado ao método conhecido como MNDO 

(Modified Neglect of Differential Overlap), que foi largamente utilizado e tornou obsoletos os 

demais métodos da época. Entretanto, esse ainda não apresentava resultados com qualidade 

suficiente para maior aceitação. O modelo AM1 (Austin Model 1) trouxe grandes evoluções, 

incluindo parametrizações para 20 elementos (“Semiempirical Calculations”, 2006). 

James J. P. Stewart aprimorou a abordagem SE ao desenvolver o PM3 (Parametric 

Method 3), introduzindo um novo esquema de parametrização, mais rápido. O método foi 
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parametrizado para um amplo conjunto de elementos, sendo comprovadamente mais preciso 

para moléculas contendo H, C, N, O, F, Cl, Br e I. Apesar do avanço, houve uma divergência 

conceitual entre os pesquisadores da área. Dewar acreditava que o PM3 era apenas 

minimamente mais preciso que seu método mais recente, o AM1, de forma que, para ele, um 

novo método SE só deveria ser aceito se tornasse o anterior obsoleto (“Semiempirical 

Calculations”, 2006). Cartas aos editores foram submetidas à época (anos 1980 - 1990) e 

publicadas pelo Journal of Computational Chemistry. Evidentemente, a concorrência entre os 

programas semi-empíricos contribuiu, à época, para a rixa. O programa AMPAC foi 

inicialmente proposto por Dewar em 1985, ao passo que o MOPAC foi inicialmente proposto 

por Stewart em 1989. Atualmente, o AMPAC também conta com a colaboração de Stewart 

(Dewar et al., 1990; Stewart, 1990a, 1990b). 

A evolução dos métodos semiempíricos acompanhou a necessidade de maior precisão 

na modelagem de biomoléculas e interações intermoleculares. O PM6, desenvolvido em 2007, 

apresentou um avanço significativo pelo refinamento de parâmetros empíricos e melhoramento 

da descrição de interações núcleo-núcleo, além da inclusão de nova parametrização para 70 

elementos. Posteriormente, o PM7, introduzido em 2013, incorporou termos adicionais para 

modelar efeitos de dispersão e ligações de hidrogênio com maior precisão, tornando-o mais 

adequado para sistemas biológicos (Stewart, 2017).  

Ainda mais recentemente, em 2023, foi lançado o PM6-ORG, um método 

especificamente parametrizado para modelar fenômenos de interesse bioquímico. A 

modificação principal foi no conjunto de treinamento para a parametrização; elementos 

comumente encontrados em enzimas tiveram sua parametrização otimizada, focando na 

minimização de colisões e diminuição dos erros na previsão de interações intermoleculares e 

entalpias de formação. A diferença no erro absoluto médio das entalpias de formação calculas 

pelo PM7 (4,22kcal/mol) e pelo PM6-ORG (3,88kcal/mol) é baixa, de menos de 1kcal.mol-1. 

O erro médio de RMS na geometria do esqueleto polipeptídico também tem pouca diferença, 

de forma que a utilização do PM7 não prejudica a análise de sistemas bioquímicos (Stewart, 

2023). 
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2.5.3. Fragment based drug design 

FBDD é uma técnica de desenvolvimento de moléculas bioativas que parte de moléculas 

pequenas e simples em sua estrutura química, os chamados fragmentos. A literatura mais 

recente restringe a massa de um fragmento em 300 Da. Esses fragmentos são selecionados pela 

sua interação com um alvo, podendo esse ser uma enzima, um receptor, um canal iônico ou 

qualquer outra macroestrutura de interesse biológico. A interação dos fragmentos com os alvos 

costuma ser fraca, já que pensando em complementaridade das estruturas fragmento-alvo, o 

fragmento é muito simples e pequeno. A partir de uma biblioteca de fragmentos, os de melhor 

desempenho são selecionados e otimizados, visando uma molécula com propriedades fármaco-

similares. O Esquema 1 ilustra as etapas do processo (Kirsch et al., 2019; Li, 2020). 

 

Esquema 1: Resumo das etapas de planejamento de fármacos, destacando onde o processo de FBDD pode ser 

inserido. Adaptado de Li, 2020.  

 

O FBDD não tem como objetivo substituir completamente técnicas bem estruturadas 

como a triagem de alto desempenho (HTS, do inglês high-throughput screening), que é, por 

definição, a testagem robotizada de mais de 10.000 diferentes compostos por dia, em placa com 

poços, por meio de um ensaio biológico em comum, desenhado para o estudo do alvo de 

interesse (Wildey et al., 2017). Entretanto, oferece uma alternativa de custo reduzido capaz de 

explorar uma diversidade químico-estrutural abrangente, com muitas possibilidades de 

otimização.  

Os hits no FBDD precisam ser identificados por métodos de alta sensibilidade, uma vez 

que as interações não são comumente fortes e os fragmentos são pequenos. Os métodos 

biofísicos mais comuns são a cristalografia de raios-X e ressonância magnética nuclear (RMN) 

(Tounge; Parker, 2011). Um exemplo de fármaco descoberto por técnicas de FBDD é o 

vemurafenibe, um antineoplásico utilizado no tratamento de melanoma em estágio avançado 

(Li, 2020). Outros exemplos e seus fragmentos iniciais podem ser observados na Figura 9. É 
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interessante notar que, devido ao menor tamanho, os fragmentos também podem ser mais 

adequados a um sítio alostérico, caso em que normalmente a cavidade disponível é de menor 

volume que o sítio ortostérico. Em suma, para sítios essencialmente pequenos, a FBDD é muito 

promissora (Kirsch et al., 2019). 

 

Figura 9: Estruturas de quatro medicamentos aprovados oriundos de FBDD. O PLX3397 (pexidartinibe) foi 

desenvolvido a partir do 7-azaindol (Zhang et al., 2013). O vemurafenibe foi construído a partir do mesmo fragmento (Tsai et 

al., 2008). As estruturas do venetoclax (um inibidor de Bcl2) (Souers et al., 2013) e do erdafitinibe e de seus respectivos 

fragmentos de origem (Murray C.W. et al., 2019) também são apresentadas. Fonte: Li, 2020 

Diferentemente da conhecida regra dos 5 de Lipinski (Lipinski et al., 2001) para 

moléculas drug-like, para fragmentos utiliza-se a regra dos 3: Massa molecular menor que 300, 

logP < 3 e menos do que três doadores ou aceptores de ligações de hidrogênio (Jhoti et al., 

2013). Entretanto, como os compostos são facilmente modificáveis, a regra pode ser adotada 

como uma sugestão e não uma limitação. Outras características que podem ser benéficas são 

área superficial polar menor que 60 Å² e número de ligações rotacionáveis menor que 3. É 

comum que os fragmentos tenham menos que 20 átomos diferentes de hidrogênio. Como a 

otimização dos hits permite combinar diversos fragmentos, a biblioteca inicial não precisa ter 

um número tão alto de estruturas, como comumente é necessário em outras técnicas de 

descoberta de fármacos (Kirsch et al., 2019; Li, 2020).  

Para triagem virtual de fragmentos, as mesmas ideias já citadas no tópico SBDD são 

utilizadas. A determinação estrutural do alvo é essencial e estratégias como docagem e dinâmica 

molecular são aplicadas. Posteriormente à seleção, há ferramentas para provar as interações 

entre proteína e fragmento, como ensaios celulares e espectrometria de massas no caso de 

ligações covalentes entre alvo e hit (Li, 2020). 

Uma vez identificados e comprovados, a etapa de otimização se inicia. As três 

estratégias mais comumente utilizadas são: crescimento de fragmentos (do inglês, fragment 

E 
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growing), fusão de fragmentos (do inglês fragment hopping ou merging) e união de fragmentos 

(do inglês fragment linking) (Kirsch et al., 2019). 

A técnica de crescimento de fragmentos é a mais utilizada para aumentar massa e 

potência e foi a técnica utilizada para o desenvolvimento dos quatro fármacos da Figura 9. A 

técnica consiste em, a partir do fragmento (bloco inicial), adicionar substituintes químicos que 

aumentem sua potência. Apesar da técnica ser otimizada na presença de informações 

estruturais, essas não são essenciais para a sua aplicação (Li, 2020). É necessário o estudo dos 

vetores de crescimento, que vão indicar a direção adequada na qual o fragmento deve ser 

aumentado. Além disso, é essencial observar a complementaridade geométrica, flexibilidade e 

tamanho do substituinte (Kirsch et al., 2019). 

A técnica de fusão dos fragmentos prevê a combinação das características de diferentes 

hits que interagem diferentemente no mesmo sítio alvo, se sobrepondo. Dessa forma, é como 

se ocorresse uma “fusão” dos fragmentos, aproveitando grupos em comum e agregando os 

demais em uma mesma molécula. Para o uso dessa estratégia, é necessária a visualização das 

interações hit-proteína, podendo essa ser obtida por cristalografia, RMN ou docagem (Li, 2020). 

Por fim, a estratégia de união de fragmentos é considerada a mais poderosa. A ideia é 

ligar dois ou mais fragmentos que interajam em bolsões diferentes, mas adjacentes, os 

potencializando como candidatos a um composto líder. O desafio é que o conector entre os 

fragmentos, que podemos entender como um espaçador, não afete sua atividade e os mantenha 

na geometria necessária para a soma das interações. De acordo com cálculos de energia livre, 

ligar dois fragmentos de atividade na faixa mM pode resultar em um composto na faixa nM. 

Para essa técnica, é importante que o sítio seja grande o suficiente para acomodar um composto 

maior. Informações estruturais auxiliam no planejamento da ligação entre os hits (Harner; 

Frank; Fesik, 2013; Li, 2020). 

Na perspectiva do atual trabalho, em que as estruturas do alvo e dos inibidores são 

conhecidos e boa parte dos compostos da quimioteca tem massa molecular < 300 Da, a FBDD 

surge como uma valiosa ferramenta, como veremos nos resultados.  
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3. Objetivos  

O objetivo geral do presente trabalho é realizar uma triagem virtual por docagem 

molecular de compostos da quimioteca do PPGQ-UFRRJ visando identificar candidatos a 

ligantes do sítio alostérico da NS5 do DENV. A triagem será feita em duas vertentes: a de 

fragmentos (moléculas com até 300 Da) e a de ligantes grandes (massa até 550 Da).  

A seguir, serão feitos (i) a otimização dos ligantes-fragmentos, utilizando crescimento 

de fragmentos; (ii) o cálculo das entalpias de interação para os ligantes originais e otimizados 

e (iii) previsão de propriedades ADMET para os ligantes melhor classificados. 
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4.  Metodologia 

4.1. Obtenção e modelagem dos ligantes 

Os compostos usados na triagem foram obtidos da quimioteca em construção do 

Laboratório de Modelagem Molecular do Instituto de Química da Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro (LabMol – IQ/UFRRJ). Os componentes da quimioteca virtual são oriundos 

do banco de teses e dissertações do Programa de Pós Graduação em Química (PPGQ) da 

UFRRJ. Os alunos de graduação e pós-graduação responsáveis pela criação, expansão e 

curadoria da quimioteca, além da presente autora, são: Ana Carolina J. Oliveira; André Ávila 

L. Gonçalves; Bruno Sena de Oliveira; Layla D. Araújo, Lidiane D. Medeiros, Vinícius N. da 

Rocha, Vitor Fontes Biancardi e Yuri Terra Maia, todos sob orientação do Prof. Dr. Carlos 

Maurício R. Sant’Anna.  

A modelagem dos ligantes foi realizada com o programa Spartan’24 (Wavefunction, 

Inc.). A obtenção das geometrias de equilíbrio foi feita pelo método semi-empírico PM6, 

excetuando-se ligantes com presença de bromo, em que o método semiempírico PM3 foi 

utilizado. A quimioteca oferece, ao tempo do presente trabalho, arquivos de 657 compostos 

gravados no formato Spartan (.spartan), SYBYL (.mol2) e PDB (.pdb), modelados assumindo-

se pH fisiológico (7,4). 
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4.2. Obtenção e preparação dos receptores 

Foram coletados do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, 2000; RCSB.ORG) 9 

estruturas cristalográficas da NS5 do vírus da dengue (5JJS, 5JJR, 5I3P, 5I3Q, 5K5M, 6XD0, 

6XD1, 6IZZ e 6IZX). A escolha das citadas se dá por todas terem ligantes co-cristalizados em 

sítios alostéricos e apresentarem resoluções adequadas ao trabalho (até 2,5 Å). Posteriormente, 

observou-se quais estruturas foram exploradas por um mesmo grupo de pesquisa, com 

diferentes ligantes co-cristalizados e boa ocupação do sítio, necessária para o estudo 

computacional mais aprofundado. Nesse sentido, destacaram-se as estruturas 5JJS, 5JJR, 5I3P, 

5I3Q e 5K5M. Dentre essas, 5JJR e 5JJS, assim como 5I3Q e 5I3P, são correspondentes, 

mudando apenas o ligante, portanto, selecionamos, em cada par, a estrutura de melhor 

resolução. Além disso, testes de redocagem foram conduzidos (detalhados no tópico 4.3; 

resultados no tópico 5.1), a fim de avaliar a capacidade da predição das geometrias de interação 

das funções de pontuação de docagem.  

Os códigos das estruturas escolhidas foram 5JJS, 5I3Q e 5K5M. Todas são referenciadas 

por Lim e colaboradores (2016). As estruturas coletadas foram refinadas no programa Swiss-

PDBViewer 4.1.0 (Guex; Peitsch, 1997) em que quaisquer incompletudes da cristalografia 

foram reparadas. Todas as moléculas de água foram retiradas das estruturas para o estudo de 

triagem.  

Utilizando o programa GOLD 2022.3.0 (Jones et al., 1997), os átomos de H foram 

incluídos de acordo com os critérios padrão do programa e os ligantes co-cristalizados em cada 

estrutura foram removidos computacionalmente, abrindo o espaço do sítio para as posteriores 

docagens. 

  



52 

 

4.3. Escolha da função de pontuação e protocolo de triagem virtual 

Após a retirada computacional dos ligantes originais, co-cristalizados nas estruturas, os 

mesmos foram redocados em suas estruturas de origem e tiveram a pontuação e raiz do desvio 

médio da posição (RMSD, do inglês, root mean square deviation) em relação à estrutura 

cristalográfica registrados. O procedimento, denominado redocagem, foi realizado com o 

programa GOLD 2022.3.0. Foi escolhida a função que deu maiores pontuações para as poses 

de menor RMSD. Algumas estruturas não obtiveram bons RMSD em nenhuma função de 

pontuação, de forma que foram consideradas inadequadas para o prosseguimento do estudo. 

Ainda no GOLD 2022.3.0, iniciou-se a triagem virtual com a docagem em conjunto, isto 

é, as estruturas selecionadas da proteína foram sobrepostas e transformadas em um conjunto. 

Os 657 ligantes, em formato SYBYL, foram selecionados para a docagem, definindo-se o sítio 

de docagem com um raio de 6 Å a partir da posição do ligante original da proteína 5I3Q. A 

opção de detectar cavidade foi escolhida para restringir a região de interesse a partes côncavas 

da superfície do sítio de interação (opção “Detect cavity – restrict atom selection to solvent-

acessible surface”); ademais, ativou-se a opção para gerar um arquivo do sítio de interação 

selecionado. 

A função de pontuação escolhida foi ChemPLP (Korb; Stützle; Exner, 2009b), com 

repontuação em ChemScore (Eldridge et al., 1997b), eficiência de busca de 100% e baixa 

velocidade, com maior acurácia. Foi autorizado o encerramento da docagem com menos de 10 

resultados se as 3 melhores soluções apresentassem um RMSD dentro de uma faixa de 1,5 Å 

entre si, a fim de tornar o processo mais rápido, gerando menos poses repetidas.   

As pontuações na função ChemPLP foram tabeladas e normalizadas por 3 critérios – 

dividindo-se pela massa molecular, área superficial e √N, onde N é o número de átomos que 

não são hidrogênios - para cada ligante para a pose melhor pontuada. Os ligantes que foram 

melhor pontuados em cada critério foram selecionados, 10 para cada critério. Nessa lógica, 

seriam esperados 30 compostos selecionados. No entanto, houve repetição entre os compostos 

selecionados: vários apareceram em mais de um critério, e um deles foi selecionado pelos três. 

Como resultado, o total final foi de 23 compostos. Desses, 16 são fragmentos e 7 são ligantes 

grandes.  

Com o protocolo de docagem estabelecido, passamos à análise das interações dos ligantes 

com o sítio de ligação e ao uso das estratégias FBDD para o refinamento estrutural. 
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4.4. Análise das interações dos ligantes no sítio de ligação e FBDD 

Os 17 fragmentos tiveram suas interações com o sítio avaliadas utilizando o servidor 

online PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler) (Adasme et al., 2021), sendo tabeladas suas 

interações hidrofóbicas (van-der-Waals) e ligações de hidrogênio. Para isso, a melhor solução 

da docagem de interesse foi exportada e salva como arquivo .pdb. A razoabilidade química 

também foi considerada no mapeamento das interações, observando individualmente cada 

arquivo gerado. 

Foram procurados padrões de interação e os resíduos de aminoácidos mais importantes 

para o funcionamento da proteína foram estudados. Técnicas de FBDD foram empregadas para 

se planejar melhores ligantes. A modificação dos fragmentos foi desenhada e otimizada como 

citado em 4.1 e sua docagem foi feita como descrito em 4.3 apenas na estrutura 5I3Q, por ser 

apenas o domínio RdRp da NS5, diminuindo-se a exigência computacional. As séries de 

fragmentos modificados foram testados sempre nas mesmas condições de cálculo, a fim de 

fornecer comparação válida. Além do critério de pontuação, as interações adicionais 

decorrentes das modificações estruturais foram analisadas no servidor PLIP e no programa 

Discovery Studio Visualizer (Biovia, 2024).  

O planejamento das modificações foi realizado em algumas etapas: primeiro, os resíduos 

de aminoácidos em torno do ligante foram identificados e analisados, pretendendo entender o 

perfil do bolsão (hidrofóbico ou polar); sabendo o perfil, resíduos chave já detectados por 

estudos de mutação (Lim et al., 2016) foram o foco do planejamento, objetivando as interações 

mais fortes possíveis com esses resíduos e seu consequente comprometimento. Séries 

homólogas foram geradas para compreender como as substituições afetavam a pose e interação 

dos ligantes. Por fim, a partir das poses melhor pontuadas, mais modificações foram propostas, 

visando mais interações ou interações mais fortes. 

Para validar e aprofundar a análise das interações previstas, realizamos ainda a otimização 

das geometrias e o cálculo da entalpia de interação, conforme descrito a seguir. 
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4.5. Otimização das geometrias previstas e cálculo da entalpia de interação 

A entalpia de interação (ΔHint) entre o ligante e a proteína foi estimada pela diferença 

entre a entalpia de formação do complexo otimizado e a soma das entalpias de formação das 

estruturas isoladas, calculadas com o programa Mopac2016 (Equação 1).  

ΔHint = ΔHf(complexo) – [ΔHf (ligante) + ΔHf (proteína)]     (Equação 1)  

Concomitantemente ao descrito em 4.4, iniciamos os cálculos da entalpia de interação 

entre os ligantes selecionados e a enzima. 

Para o cálculo no Mopac2016, o estado de ionização foi atribuído assumindo-se estados 

ionizados aos grupos das extremidades N e C terminais e às cadeias laterais dos resíduos de 

Asp, Glu, Arg e Lys, e garantindo-se que as ligações dissulfeto estivessem corretamente 

atribuídas, assim como as cargas dos íons metálicos das estruturas e dos resíduos que os 

coordenam. Para todas essas verificações, a palavra-chave “charges” foi utilizada. Ajustes 

necessários foram realizados no GOLD ou por edição do arquivo em um editor de textos. 

Acertada essa etapa, a otimização foi conduzida em etapa única. Ao redor do ligante, em 

um raio de 6 Å, todos os átomos foram liberados para otimização de coordenadas usando-se o 

hamiltoniano PM7. O ligante foi otimizado inteiramente também utilizando-se o PM7.  A 

escolha de otimizar as coordenadas dos átomos em um raio ao redor do ligante se deu pela 

exigência computacional dos cálculos. Também para reduzir o custo computacional durante a 

otimização dos complexos e proteínas, foi utilizada a palavra-chave “mozyme”, que substitui o 

procedimento padrão de cálculo SCF por um método baseado em orbitais moleculares 

localizados (LMOs). Esse método foi desenvolvido para possibilitar o tratamento eficiente de 

sistemas volumosos, permitindo que o tempo de cálculo só aumente de forma aproximadamente 

linear com o tamanho do sistema. 

Para simular parcialmente os efeitos do solvente, foi utilizado o modelo de contínuo 

COSMO (Conductor-like Screening Model) no MOPAC. Esse modelo representa o solvente 

como um meio contínuo com uma constante dielétrica adequada, que afeta a distribuição 

eletrônica das moléculas inseridas. 

A constante dielétrica da água à temperatura ambiente (298K) é 78,4, valor adotado nos 

cálculos usando a palavra-chave “EPS=78.4”. Isso permite incluir parcialmente o efeito do 

solvente sobre a energia e estabilidade do sistema, uma vez que a polaridade do meio pode 

influenciar a interação entre o ligante e a macromolécula. 

Concluídas as etapas de triagem e análise estrutural, os dados obtidos permitiram a 

seleção de compostos promissores, apresentados na seção de resultados. 
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4.6. Análises de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade: 

Todos os compostos selecionados após as normalizações das pontuações obtidas pela 

triagem virtual foram submetidos à predição de propriedades ADME-Tox pelo servidor online 

Swiss-ADME (Daina et al., 2017). 

Um fluxograma geral resumindo todas as etapas da metodologia é apresentado no 

Esquema 2. 

 

 

Esquema 2: Fluxograma geral da metodologia utilizada. 
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5. Resultados e discussão 

5.1.  Escolha da função de docagem 

No processo de redocagem, cada inibidor cocristalizado foi excluído computacionalmente 

da sua estrutura de origem e teve sua pose então definida pelo programa de docagem molecular. 

A Tabela 1 sumariza os resultados obtidos para as 5 estruturas cristalográficas oriundas do 

trabalho de Noble e colaboradores, 2016.  

Tabela 1: RMSD da pose melhor pontuada na redocagem dos inibidores cocristalizados nas estruturas selecionadas para o sítio 

N1. 

 RMSD (Å) 

 Função de pontuação 

PDB (Resolução, Å) ASP ChemPLP GoldScore ChemScore 

5I3P (2,45) 2,1476* 1,6209 1,6020* 1,4746* 

5JJR (1,99) 2,5824* 2,2498* 2,4890* 1,6639* 

5I3Q (1,88) 1,7190* 0,4633* 2,4563* 2,1352* 

5K5M (2,04) 3,1685* 1,7915* 2,4415 2,8867* 

5JJS (1,65) 0,3425 0,3886 0,7971 0,4305* 

MÉDIA 1,9920 1,3028 1,9572 1,7182 

1
Resultados em que o melhor RMSD não foi o da pose melhor pontuada são marcados com *. Estruturas excluídas 

por não terem bons resultados estão sublinhadas. Valores considerados bons estão em negrito.  

 O primeiro processo a partir dos resultados foi a exclusão de duas estruturas (5I3P e 

5JJR) porque as funções de pontuação avaliadas tiveram pior desempenho nos experimentos de 

redocagem com elas, de forma que prosseguir com seu uso poderia levar à imprecisão nos 

resultados independentemente da função de pontuação utilizada. A exclusão das duas estruturas 

não prejudica o planejamento do trabalho, fato que pode ser justificado analisando as 

informações do Quadro 2. As estruturas dos ligantes foram apresentadas no tópico 2.4. 

Quadro 2: Códigos PDB das estruturas analisadas e sua descrição. 

Código PDB Descrição 

5I3P Polimerase de RNA dependente de RNA de DENV-3 ligada ao composto 27.  

5JJR Proteína não-estrutural 5 de DENV-3 ligada ao composto 29. 

5I3Q Polimerase de RNA dependente de RNA de DENV-3 ligada ao composto 29.  

5K5M Polimerase de RNA dependente de RNA de DENV-2 ligada ao composto 27. 

5JJS Proteína não-estrutural 5 de DENV-3 ligada ao composto 27. 

 

A estrutura 5I3P é equivalente à estrutura 5I3Q, sendo alterados apenas os ligantes co-

cristalizados. Dessa forma, excluir 5I3P da seleção não é prejudicial, pois 5I3Q teve resultados 
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melhores nos experimentos, talvez devido à sua melhor resolução cristalográfica (1,88 Å). 

Quando observamos o caso da estrutura 5JJR, ela é equivalente à 5JJS, mas esta tem melhor 

resolução cristalográfica (1,65 Å). O mesmo cenário se repete e excluímos com segurança duas 

estruturas para as quais as funções de pontuação apresentaram pior desempenho.  

Observando os resultados, a exclusão da estrutura 5K5M também seria esperada. 

Entretanto, a exclusão da única estrutura relativa ao sorotipo 2 restringiria as análises apenas 

ao sorotipo 3, reduzindo a cobertura teórica. Além disso, a supracitada é a única de linhagem 

não-mutante, sendo essa mais uma razão para não a excluir. A fim de otimizar o trabalho e 

explorar ao mesmo tempo os modos de interação com as 3 estruturas remanescentes, o 

procedimento de ensemble docking (docagem em conjunto) foi utilizado. 

Nesse procedimento, todos os compostos são testados em um dado conjunto de estruturas 

disponíveis do alvo. A compatibilidade máxima é avaliada e o resultado fornecido é a maior 

pontuação possível dentre as estruturas selecionadas do alvo. As principais razões para a 

escolha dessa metodologia são: i) a possibilidade de avaliar diferentes conformações do mesmo 

sítio alostérico (ex.: diferenças entre 5JJS e 5I3Q); ii) intencionalmente distinguir as diferenças 

estruturais entre os sítios alostéricos das polimerases de dois sorotipos e suas consequências 

para as interações com os candidatos a ligantes; iii) obter em procedimento único as pontuações 

nas três estruturas, sendo destacada a melhor combinação.  

A escolha da função ChemPLP se deu pelo seu melhor desempenho da redocagem, 

apresentando o menor valor médio de RMSD de todas as redocagens, sendo seguida por 

ChemScore, que foi escolhida para o procedimento de rescore. 

Além disso, ChemPLP é recomendada para uso em triagens virtuais e docagens diversas 

em que a determinação da pose do ligante é o foco (Cambridge Crystallographic Data Centre, 

2022).  Já a função ChemScore contém componentes empíricos eficazes em demonstrar a 

intensidade de interações. Dessa forma, a pose foi determinada pela ChemPLP e teve a 

pontuação recalculada pela ChemScore.  
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5.2.  Ligantes selecionados por triagem virtual 

Cabe ressaltar, inicialmente, alguns dados sobre a diversidade da quimioteca empregada 

no trabalho, ainda em construção. Nem todos os descritores de espaço químico foram 

determinados, entretanto, algumas informações relevantes são: dos 655 ligantes bem sucedidos 

na docagem, temos moléculas de 130 Da até 902 Da. As áreas superficiais variam de 151,93 Å² 

até 869,60 Å². Os trabalhos da pós-graduação em Química dos quais as moléculas foram 

coletadas, datam de 1974 até 2022. 12 professores-orientadores do PPGQ são citados, sendo 

eles: Dr. Anselmo Alpande Morais; Dr. Arthur E. Kümmerle; Dra. Áurea Echevarria Aznar 

Neves Lima; Dra. Ceres Maria Andrade da Mata; Dra. Cristiane Martins Cardoso De Salles; 

Dr. João Batista Neves da Costa; Dra. Leila Vilela Alegrio; Dr. Marco Edilson Freire De Lima; 

Dr. Mário Geraldo de Carvalho; Dr. Otto Richard Gottlieb; Dr. Raimundo Braz Filho e Dra. 

Rosane Nora Castro. As linhas de pesquisa dos supracitados pesquisadores incluem produtos 

naturais, semissintéticos e sintéticos. 

Para a seleção dos ligantes melhor pontuados, três critérios foram utilizados. Uma das 

limitações da triagem virtual por docagem é a pontuação enviesada – quanto maior o ligante, 

mais interações faz com o sítio, maior a pontuação. Isso é um problema do ponto de vista da 

Química Medicinal, porque há um limite máximo para a massa molecular associado à 

biodisponibilidade oral dos candidatos a fármacos; considerando a regra dos 5 de Lipinski, por 

exemplo, esse limite seria 500 Da.  Para reduzir esse viés, utilizamos normalizações dividindo 

as pontuações por quantidades adequadas. Na literatura, há referência à normalização por 

divisão por √N, em que N é o número de átomos do ligante diferentes de hidrogênios (Ibrahim; 

Bauer; Boeckler, 2015). A normalização por divisão por massa ou área superficial pode 

potencialmente criar outro viés – de pontuar melhor moléculas menores. Cientes das limitações 

de cada normalização, decidiu-se utilizar as três. Por massa e área foram selecionados 

fragmentos (moléculas de até 300 Da), que foram otimizados por estratégias de FBDD. Por √N 

algumas moléculas de maior massa molecular foram selecionadas, na perspectiva do SBDD. A 

Tabela 2 apresenta os ligantes selecionados, suas referências e pontuação em cada critério de 

normalização. 

Os resultados da triagem virtual foram tabelados pelos seguintes parâmetros: pontuação 

(ChemPLP), proteína em que atingiu essa pontuação, fórmula molecular do ligante, massa 

molecular, área superficial e número de átomos diferentes de hidrogênio. As estruturas dos 

ligantes selecionados são mostradas na Figura 9. 
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Tabela 2: Dados dos ligantes docados selecionados. Colocações de 1 a 10 foram ressaltadas em negrito. 

 Colocação  Referência de origem Nome  

Código Massa Área √N   

MPPGQ2004R0105 3° 4° 14° 

Silva, da; Ricardo 

Figueira, 2004 

Ácido p-cumárico 

MPPGQ2004R0106 24° 10° 27° Ácido ferúlico 

MPPGQ2004R0108 8° 6° 49° Ácido o-cumárico 

MPPGQ2004R0109 1° 3° 12° Ácido cinâmico 

MPPGQ2004R0110 26° 1° 87° Ácido 2-metoxi cinâmico 

PPGQ2010R0101 4° 71° 117° 
Souza, de; Marco André 

Alves, 2010 

3-octanol 

PPGQ2010R0102 2° 43° 62° (Z)-ocimeno 

PPGQ201820209 22° 7° 23° 
Drumond, Natália Lopes, 

2018. 

Ácido p-nitro-cinâmico 

PPGQ201820210 5° 5° 18° Ácido p-flúor-cinâmico 

PPGQ2016R0201 6° 2° 8° 
Salgueiro, Fernanda 

Barbosa, 2016 

Ácido cafeico 

PPGQ2016R0211 27° 16° 4° Drupanina 

MPPGQ2004R0302 7° 8° 79° 
Liandra, Regina Lúcia 

Pelachim, 2004. 

Ácido 4-metoxicinâmico 

MPPGQ2004R0303 23° 9° 316° Ácido p-hidroxibenzóico 

MPPGQ1998R0105 10° 133° 249° 
Alvez, Luciana Vignólio, 

1998. 

Mirceno 

MPPGQ1998R0108 9° 45° 244° p-cimeno 

PPGQ200070110 116° 187° 1° 

Castro, de; Denise, 2000. 

(1E,4Z,6E)-1-(4-((etiniloxi)metil)-3-metoxifenil)-5-hidroxi-7-

(3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona 

PPGQ200070111 134° 168° 6° [1,7- bis -( 3, 4- dimetóxifenil )] -heptano - 3,5- diona 

PPGQ200070130 101° 119° 9° 
(1E,4Z,6E)-5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxifenil)hepta-1,4,6-trien-3-

ona 

PPGQ201920105 104° 111° 3° 

Rodrigues, Arthur 
Valbon, 2019. 

(E,E)-N1,N4-bis(4-clorobenzilideno)butano-1,4-diamina 

PPGQ201920108 44° 100° 5° (E,E)-N1,N6-dibenzilidenohexano-1,6-diamina 

PPGQ201920109 52° 148° 2° (E,E)-N1,N8-dibenzilidenooctano-1,8-diamina 

PPGQ201430113 212° 395° 7° 
Ferreira, Welisson da 

Silva, 2014. 

2-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-5-

(dodeciltio)-1,3,4-oxadiazol 

MPPGQ2003M0103 100° 67° 10° 
Nascimento,  do; 

Ildomar Alves, 2003. 

(E)-3-((2S,3S)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(hidroximetil)-7-

metoxi-2,3-di-hidrobenzofuran-5-il)acrilaldeído 
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Figura 10: Estruturas dos ligantes selecionados, seus nomes e códigos na quimioteca do PPGQ-UFRRJ. 
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Figura 10 - continuação: Estruturas dos ligantes selecionados, seus nomes e códigos na quimioteca do PPGQ-UFRRJ. 
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Figura 10 - continuação: Estruturas dos ligantes selecionados, seus nomes e códigos na quimioteca do PPGQ-UFRRJ. 
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5.3. Cálculo da entalpia de interação dos complexos proteína-ligante  

A metodologia utilizada, em que a otimização das coordenadas atômicas foi permitida 

a partir de 6 Å dos átomos dos ligantes, levou a diferentes raios de otimização completa, já que 

os ligantes têm diferentes tamanhos. Para calcular a entalpia de interação é necessário calcular 

a diferença entre a entalpia de formação do complexo (que foi otimizado como descrito 

anteriormente) e a soma das entalpias de formação do ligante e proteína separados. Aqui nos 

deparamos com um ponto de reflexão: o ligante, tanto inserido no complexo como otimizado 

separadamente foi totalmente otimizado, mas a proteína está sendo apenas parcialmente 

otimizada.  

No entanto, é esperado que o efeito conformacional causado pelo ligante na proteína 

seja maior nas proximidades do sítio de interação, havendo pouca ou nenhuma mudança 

conformacional nas maiores distâncias. Apesar disso, trabalhar com a estrutura completa da 

proteína traz efeitos significativos na estabilidade das interações proteína-ligante e, portanto, 

na entalpia de interação. Isso se dá pela redistribuição de carga entre os átomos do sistema após 

a minimização de energia eletrônica pelo modelo quântico semi-empírico.  

Para simplificar o cálculo, decidiu-se determinar a entalpia de interação considerando 

apenas a inserção do ligante no interior da cavidade de interação em todos os casos. Ou seja, 

para a proteína com sítio vazio manteve-se a mesma conformação resultante da inserção do 

ligante e minimização da energia do complexo. Assim, foi feito o cálculo da entalpia de 

formação da proteína vazia a partir do complexo otimizado, retirando-se o ligante e fazendo o 

cálculo por single point. Nessa otimização, calcula-se a energia do sistema com todas as 

coordenadas atômicas fixas, portanto idênticas às coordenadas do arquivo de entrada. 

O inibidor 27 teve melhor entalpia de interação, mostrando que nenhum dos compostos 

selecionados foi capaz de formar interações mais fortes que ele. Em segundo lugar, temos a 

drupanina (PPGQ2016R0211) e em terceiro lugar o inibidor 29. Esse resultado demonstra que 

a drupanina tem grande potencial de estabelecer interação com o sítio alostérico da polimerase 

do DENV-3.  

Observando tendências gerais, com piores entalpias de interação estão hidrocarbonetos, 

o que era esperado, já que não são capazes de estabelecer interações fortes. A entalpia, da 

maneira que foi calculada, prevê que os compostos em seu estado inicial estão imersos em um 

dielétrico com propriedades semelhantes à da água e, para a interação, devem ser dessolvatados 

para interagir com a proteína. 
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Dentre os derivados do ácido cinâmico, a pior entalpia de interação é a do ligante 

PPGQ2004R0108, correspondente ao ácido o-cumárico, o que pode indicar que substituintes 

polares na posição orto não são tão favoráveis quanto em outras posições, como para.  

Considerando os compostos com melhor entalpia de interação, após a drupanina, está o 

ligante grande MPPGQ2003M0103, que foi capaz de estabelecer maior número de interações 

fortes no sítio.  

Tabela 3: Entalpias de interação dos ligantes selecionados pela triagem virtual 

Código do Ligante Entalpia de Interação (kcal/mol) 

MPPGQ1998R0105 -27,54 

MPPGQ1998R0108 -23,32 

MPPGQ2004R0105 -54,36 

MPPGQ2004R0106 -56,37 

MPPGQ2004R0108 -43,03 

MPPGQ2004R0109 -56,30 

MPPGQ2004R0110 -54,47 

MPPGQ2004R0302 -49,34 

MPPGQ2004R0303 -25,87 

PPGQ2010R0101 -26,16 

PPGQ2010R0102 -25,15 

PPGQ2016R0201 -59,61 

PPGQ2016R0211 -79,32 

PPGQ201820209 -56,28 

PPGQ201820210 -54,74 

PPGQ201920105 -54,01 

PPGQ201920108 -52,23 

PPGQ201920109 -57,11 

MPPGQ2003M0103 -70,98 

PPGQ200070110 -61,18 

PPGQ200070111 -49,52 

PPGQ200070130 -60,20 

PPGQ201430113 -69,33 

INIBIDOR 29 -74,51 

INIBIDOR 27 -81,38 
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5.4. Análise das interações de cada ligante selecionado 

As geometrias de interação das poses identificadas pela docagem molecular foram 

otimizadas por minimização de energia com o método PM7, conforme descrito na Metodologia. 

Nesse item, serão analisadas as principais interações observadas após essa otimização. 

Tomando como referência os compostos 27 e 29 (Lim et al., 2016), nossa análise será 

comparativa com as interações desses, que são comprovadamente inibidores pan-sorotipo. As 

estruturas 2D desses inibidores são apresentadas na Figura 5. As suas poses no sítio alostérico 

da polimerase são apresentadas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.  

 

Figura 11: Composto 27 no sítio alostérico. (Estrutura 5K5M - DENV2). Ligantes com carbonos em rosa claro, 

resíduos de aminoácido com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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Figura 12: Composto 29 no sítio alostérico. (Estrutura 5I3Q - DENV3). Ligantes com carbonos em rosa claro, 

resíduos de aminoácido com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 

Entre os sítios alostéricos de DENV-2 e DENV-3 poucas mudanças relevantes 

acontecem na sequência primária de aminoácidos. O comparativo dos aminoácidos do sítio que 

sofrem modificação de uma estrutura para a outra é apresentado no quadro 3.  

Quadro 3: Resíduos diferentes entre as sequências primárias de DENV-2 (5K5M) e DENV-3 (5I3Q) 

DENV-2 GLY 511; LEU 512; LYS 800; GLU 802;  

DENV-3 LEU 511; HIS 512; HIS 800; GLN 802; 

 

Essas modificações interferem em como um mesmo ligante pode interagir com os 

diferentes sítios. Por exemplo, o álcool propargílico, presente em ambos os ligantes, 

desempenha papel fundamental estabelecendo duas ligações de hidrogênio com resíduos do 

sítio (Lim et al., 2016). Enquanto na estrutura de DENV-2 essas ligações são com o esqueleto 
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polipeptídico da Lys800 e cadeia lateral da Gln802, na estrutura de DENV-3 ocorrem as mesmas 

ligações, porém, com o esqueleto polipeptídico da His800 e a cadeia lateral do Glu802. Um 

ponto de discussão interessante é que em pH=7,4 o ácido glutâmico está na forma de glutamato, 

permitindo uma interação íon-dipolo, enquanto na glutamina o mesmo não pode ocorrer. 

 Tendo conhecimento do sítio e disposição dos inibidores de referência, pode-se analisar 

cada ligante selecionado pela docagem. 
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5.4.1. Fragmentos selecionados da série MPPGQ2004R010 

Todos os fragmentos selecionados oriundos da série MPPGQ2004R010 (Silva; Da, 

2004) têm em comum a conservação do esqueleto do ácido cinâmico. Os ácidos p-cumárico, 

ferúlico, cinâmico e 2-metoxi-cinâmico foram selecionados para DENV-3, enquanto o ácido o-

cumárico foi selecionado para DENV-2.  

O carboxilato do ácido cinâmico, de acordo com a previsão da docagem, aponta para a 

mesma direção que o álcool propargílico do inibidor (Figura 13). Provavelmente, o fato do 

ácido cinâmico ser plano, assim como o grupo 2-propargil-tiofenila do composto 29, além da 

presença em comum de oxigênios, assegura essa possibilidade. Considerando contatos polares, 

enquanto o inibidor 29 está restrito a duas ligações de hidrogênio, por só ter um oxigênio nesse 

grupo, o ácido cinâmico pode estar envolvido em até 4 ligações de hidrogênio. As ligações de 

hidrogênio previstas pelo servidor PLIP são com os resíduos Leu511, His512, His800 e Gln802. 

As distâncias de ligação podem ser observadas nos anexos 1A, 1B, 1C, 1D e 1E. 

 

Figura 13: Sobreposição do ácido cinâmico e inibidor 29 na estrutura 5I3Q otimizada com o método PM7. Inibidor 

com carbonos em rosa claro, ácido cinâmico com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 
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O ácido p-cumárico (Figura 14) também tem ligações de hidrogênio previstas com 

Leu511, His512, His800 e Gln802, exatamente como o ácido cinâmico. A diferença está na 

presença de uma ligação de hidrogênio extra com o resíduo Thr794, pela hidroxila na posição 

4 do anel. É oportuno avaliar que, pela grande proximidade entre o carboxilato do ligante e o 

grupo amino do esqueleto da His512, o programa PyMol considera que esses grupos estão 

ligados.  

 

Figura 14: Previsão de pose do ácido p-cumárico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em 

ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 

No caso do ácido Ferúlico (figura 15), são previstas pelo PLIP as mesmas ligações de 

hidrogênio a partir do carboxilato e a mesma ligação de hidrogênio pela hidroxila na posição 4. 

Com a adição do grupo metoxila na posição 3, é prevista uma ligação de hidrogênio com a 

Ser796.  
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Figura 15: Previsão de pose do ácido ferúlico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em 

ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 

Para o ácido 2-metoxi-cinâmico (Figura 16) são previstas as mesmas interações que para 

o ácido cinâmico, sendo todas com o grupo carboxilato do ligante. A substituição com o grupo 

metoxila na posição 2 não leva a interações fortes no DENV-3, diferentemente do que será 

discutido a seguir para o ácido o-cumárico, selecionado para DENV-2. O resíduo de Ser796 foi 

ressaltado, apesar disso, para comparar com a Figura 17. 

Na solução para o ácido o-cumárico (Figura 17), selecionado para DENV-2, há uma 

observação a ser destacada: todos os ligantes derivados do ácido cinâmico até então 

apresentados conservam interação prevista com o resíduo de aminoácido Gln802, cuja cadeia 

lateral é uma amida. Ao observar o quadro de resíduos diferentes entre as estruturas, percebe-

se que na estrutura 5K5M esse resíduo é um ácido glutâmico, que, em pH fisiológico, está na 

forma ionizada, ou seja, como glutamato.  
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Figura 16: Previsão de pose do ácido 2-metoxicinâmico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com 

carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada 

com o programa PyMol 0.99rc6) 

O glutamato, por ser um ânion, não participa das mesmas interações que a glutamina. 

Além disso, pela carga negativa, é esperado que o ânion carboxilato do ligante seja repelido. 

Ao analisar a previsão de pose após otimização com o PM7, de fato há um deslocamento, 

entretanto, novas interações favoráveis são apresentadas. Para o ácido o-cumárico são previstas 

ligações de hidrogênio a partir do carboxilato com os resíduos Leu512, His513, His798 e 

Lys800. A mudança de His para Lys no caso do resíduo 800 não impacta a interação porque o 

grupo que participa da interação é o da cadeia principal e não da cadeia lateral.  

O deslocamento causado pela repulsão resulta em ligações de hidrogênio envolvendo a 

hidroxila na posição 2 do anel com a Ser796. No caso do ácido 2-metoxi-cinâmico, não há 

interações fortes possíveis, pois a distância não é favorável. Sendo assim, os derivados do ácido 

cinâmico mostram bom ancoramento tanto na NS5 de DENV-2 como na NS5 de DENV-3, 

apesar das interações diferentes em cada sorotipo. 
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Figura 17: Previsão de pose do ácido o-cumárico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em 

ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.2. Fragmentos selecionados da série PPGQ2010R01 

Dois compostos foram selecionados da série PPGQ2010R01 (Souza, 2010), não tendo 

relação estrutural entre si. Um desses compostos foi o 3-octanol, provavelmente selecionado 

por ter uma grande região hidrofóbica e um grupo polar adequados à interação com o sítio. As 

análises possíveis a partir do complexo são das áreas majoritariamente apolares do sítio 

alostérico.  

Na figura 18, é possível visualizar a presença dos resíduos majoritariamente apolares 

Leu511, Ala799 e Trp803. O 3-octanol interagiu por forças de dispersão com esses resíduos e 

fez uma ligação de hidrogênio com o resíduo de Thr794. A percepção dos subsítios apolares é 

importante para o planejamento de posteriores otimizações estruturais. As distâncias de ligação 

podem ser observadas nos anexos 2A e 2B. 

 

Figura 18: Previsão de pose do 3-octanol, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 
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Partindo para a análise do (Z)-ocimeno (Figura 19), um hidrocarboneto, vemos 

ancoramento também por forças de dispersão com os resíduos Leu511, Leu514, Tyr766, 

His798, Ala799 e Trp803.  

 

Figura 19: Previsão de pose do (Z)-ocimeno, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos em 

ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 

À título de registro, ambos ligantes da série foram selecionados para DENV-3. 
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5.4.3. Fragmentos selecionados da série PPGQ2018202 

Nessa série (Lopes, 2018), dois ligantes foram selecionados, ambos derivados do ácido 

cinâmico e selecionados para DENV-3.  

Iniciando pelo ácido p-nitro-cinâmico (Figura 20), assim como para os ligantes da série 

MPPGQ2004R010, as ligações de hidrogênio em que o carboxilato se envolve são sustentadas 

pelos resíduos de aminoácidos Leu511, His512, His800 e Gln802. Além de estabilizações por 

interações fracas, não são registradas pelo servidor PLIP outras interações. O grupo nitro não 

demonstra estar realizando nenhuma interação com resíduos vizinhos. As distâncias de ligação 

podem ser observadas nos anexos 3A e 3B. 

 

Figura 20: Previsão de pose do ácido p-nitrocinâmico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com carbonos 

em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 
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Como a cavidade do sítio alostérico é bastante ampla, é possível que qualquer 

substituinte no lugar do grupo nitro também não realizasse interações complementares porque 

não há resíduos de aminoácidos próximos nessa região. 

Uma discussão possível é se, para DENV-2, onde há o ânion glutamato, o grupo nitro 

poderia ser menos repelido que o carboxilato do ácido cinâmico, uma vez que o perfil polar se 

manteria, mas a carga total seria nula. Pelas soluções obtidas e pela cristalografia dos inibidores 

conhecidos, é necessário um espaçador hidrofóbico e planar entre a região mais volumosa do 

ligante e o grupo polar que irá interagir com os resíduos His800, Gln802 e vizinhos. Sendo 

assim, a substituição no anel não parece atender aos requisitos para alocação no pequeno túnel 

disponível. Uma proposta a ser futuramente testada é a substituição do grupo carboxilato do 

ácido cinâmico por um grupo nitro, verificando se é possível as ligações de hidrogênio se 

manterem, com a maximização do perfil de interação para DENV-2.  

Observando o ácido p-flúor-cinâmico (Figura 21) vemos basicamente o mesmo perfil 

de interações. Não são reconhecidas interações intermoleculares envolvendo o flúor, sendo, 

aparentemente, o mesmo caso do substituinte nitro.  

 

Figura 21: Previsão de pose do ácido p-flúor-cinâmico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácido com 

carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada 

com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.4. Fragmentos selecionados da série PPGQ2016R02 

Um dos resultados mais interessantes da triagem foi a seleção do ácido cafeico (Figura 

22) pelos três critérios de normalização utilizados. Apesar da grande sobreposição entre os 

compostos selecionados por massa e área superficial, poucos foram os selecionados por √N 

com boas colocações nos outros critérios. Ambos os compostos selecionados dessa série 

(Salgueiro, 2016) tiveram sua melhor correspondência em DENV-3. As distâncias de ligação 

podem ser observadas nos anexos 4A e 4B. 

 

Figura 22: Previsão de pose do ácido cafeico, com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em 

ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o 

programa PyMol 0.99rc6) 

Previamente, foi mostrado o perfil de interações do ácido p-cumárico, que difere do 

ácido cafeico apenas porque o último tem uma hidroxila a mais na posição meta. As interações 
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do ácido cafeico com o sítio são as mesmas do ácido p-cumárico. Devido a presença da hidroxila 

na posição 3 há uma ligação de hidrogênio com a cadeia lateral da Tyr766.  

A drupanina (Figura 23), por sua vez, contém na posição meta uma porção alquílica que 

não faz muitas interações complementares. Próximo aos carbonos da ramificação há os resíduos 

Leu514 e His798. O subsítio hidrofóbico para o qual a porção alquílica se direciona é o mesmo 

visto anteriormente na série PPGQ2010R01, entretanto, as interações por ligações de 

hidrogênio tiveram maior influência na definição da pose, levando a uma orientação que não 

maximiza a potencialidade das interações por forças de dispersão. Mesmo as interações que 

ocorrem estão a uma distância de mais de 3Å. 

 

Figura 23: Previsão de pose da drupanina, com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 
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As demais interações são conservadas com o já apresentado. O carboxilato faz ligações 

de hidrogênio com os resíduos Leu511, His512, His800 e Gln802. A hidroxila em para faz 

ligação de hidrogênio com a Tyr766. 
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5.4.5. Fragmentos selecionados da série MPPGQ2004R03 

Os compostos selecionados da série incluem o ácido 4-metoxi-cinâmico e o ácido p-

hidroxibenzóico (Lianda, 2004). O primeiro foi selecionado para DENV-2 e o segundo para 

DENV-3. 

Iniciando a análise pelo ácido 4-metoxi-cinâmico (Figura 24), o grupo carboxilato 

realiza interações com os resíduos Lys800, His513 e Leu 512. Devido ao carboxilato do ácido 

glutâmico, há deslocamento da posição que outros derivados cinâmicos ocupam em DENV-2. 

A distância entre o centro dos dois carboxilatos é de 5,54 Å. De modo relativamente semelhante, 

o oxigênio do grupo éter interage com a cadeia lateral da Thr794.  As distâncias de ligação 

podem ser observadas nos anexos 5A e 5B. 

 

Figura 24: Previsão de pose do ácido 4-metoxicinâmico com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com 

carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada 

com o programa PyMol 0.99rc6) 

O ácido p-metoxibenzóico (Figura 25) também contém um grupo carboxilato, mas não 

há espaçador entre o anel e o carboxilato como nos derivados cinâmicos. A análise desse caso 

fornece a possibilidade de discutir a relevância desses dois carbonos que funcionam como 

espaçador plano.  
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É interessante perceber que o anel permanece no mesmo centro que nos demais ligantes, 

mas há a mudança na orientação do carboxilato, que passa a interagir com Thr794 e Tyr766. Os 

resíduos His512 e Gln802 estão mais distantes e há interação da hidroxila com His 798, His800 

e Leu511. Outra informação que se pode retirar dessa solução é que substituintes polares podem 

ser bem estabilizados em para, pelo menos, desde que estejam ligados diretamente ao anel 

aromático. Essa informação pode ser relevante na proposição de modificações estruturais dos 

fragmentos selecionados. 

 

Figura 25: Previsão de pose do ácido p-metoxibenzóico com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com 

carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada 

com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.6. Fragmentos selecionados da série PPGQ1998R01 

Em mais uma série de hidrocarbonetos selecionada (Alvez, 1998), temos os produtos 

naturais mirceno e p-cimeno. O primeiro foi selecionado para DENV-3 e o segundo para DENV-

2. Novamente, sendo os selecionados hidrocarbonetos, utilizamos suas soluções como fonte de 

informações estruturais do sítio.  

O mirceno (Figura 26) faz interações complementares por apenas uma face em um 

subsítio majoritariamente apolar que foi registrado anteriormente para o ocimeno. Entretanto, 

o mirceno não tem geometria adequada para alcançar outros resíduos, como o hidrocarboneto 

apresentado anteriormente foi capaz. As distâncias das ligações de hidrogênio, entre outras 

interações, podem ser observadas nos anexos 6A e 6B. 

 

Figura 26: Previsão de pose do mirceno com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 

Quanto ao p-cimeno, são registradas pouquíssimas interações que se relacionam com o 

mesmo subsítio que todos os hidrocarbonetos até então analisados. É relevante notar que a 
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seleção dessas moléculas que interagem fracamente é uma ocorrência esperada da seleção dos 

compostos normalizados por massa. A divisão da pontuação pela massa é uma super-correção, 

como mencionado, tendendo a selecionar moléculas pequenas. 

O p-cimeno (Figura 27), segundo o servidor PLIP, faz interações complementares 

apenas com Leu512, Ala799 e Trp803. Na Figura 26 mais resíduos foram incluídos para servir 

de referência da posição do hidrocarboneto. Ao comparar a Figura 27 com a Figura 24, que 

mostra o ácido 4-metoxicinâmico, também em DENV-2, conseguimos perceber que a posição 

geral do anel segue a mesma. Essas posições semelhantes auxiliam o planejamento do que deve 

ou não ser modificado em otimizações estruturais.  

 

Figura 27: Previsão de pose do p-cimeno com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 
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5.4.7. Compostos selecionados da série PPGQ2000701 

Desse subtópico em diante serão analisadas as séries que incluem moléculas de massa 

maior que 300Da selecionadas na triagem virtual. Todas foram selecionadas pelo critério de 

normalização √N e serão analisadas no viés de possíveis candidatos a fármacos.  

O ligante PPGQ200070110 (Ferreira, 2000), selecionado para DENV-2, tem ótima 

ocupação do sítio, tendo tamanho e flexibilidade adequadas (Figura 28). Apesar disso, a maior 

parte de suas interações complementares são fracas. Apenas duas ligações de hidrogênio são 

registradas. A primeira entre uma hidroxila do ligante e a cadeia lateral da Thr794 e a segunda 

entre um dos oxigênios do grupo éter e o N da cadeia principal da Leu512. Essa segunda é 

razoavelmente distante, perdendo força devido aos 3,26 Å que separam os átomos. As distâncias 

de ligação podem ser observadas nos anexos 7A a 7C. 

Diferente dos fragmentos, temos interação com a Arg737, que é comprovadamente 

essencial para a função polimerase da enzima (Lim et al., 2016). Essa interação é fraca e, 

portanto, compromete pouco a arginina, mas a presença dessa interação em um dos ligante que 

contém anel aromático dá ideia das substituições necessárias nos fragmentos para alcançar o 

resíduo Arg737. 

 

Figura 28: Previsão de pose do ligante (1E,4Z,6E)-1-(4-((etiniloxi)metil)-3-metoxifenil)-5-hidroxi-7-(3-metoxi-4-

(prop-2-in-1-iloxi)fenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. 

Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa 

PyMol 0.99rc6) 
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Por fim, há uma interação do tipo empilhamento-π entre um dos anéis aromáticos do 

ligante e a cadeia lateral do resíduo Trp795. 

O ligante PPGQ20070111 (Castro, 2000), selecionado para DENV-2, foi capaz de 

realizar 4 ligações de hidrogênio, com os resíduos Arg729, Thr794, Trp795 e Ser796 (Figura 

29). O resíduo Arg729 também é essencial para a função polimerase (Lim et al., 2016), sendo 

essa uma interação muito desejável. Novamente, é registrada uma interação fraca com a Arg737 

e é sugerida uma interação do tipo empilhamento-π com o Trp795.  

 

Figura 29: Previsão de pose do ligante [1,7- bis -( 3, 4- dimetóxifenil )] -heptano - 3,5- diona com carbonos em verde, 

resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 

O ligante PPGQ200070130 foi selecionado para DENV-3 e apresenta os resultados mais 

promissores. São registradas 6 ligações de hidrogênio, com os resíduos Leu511, Arg729, 

Tyr766, Trp795, His798 e His800 e uma interação cátion-π com a Arg737 (Figura 30). A 

previsão de um mesmo ligante ser capaz de realizar interações com ambos os resíduos de 

arginina essenciais para a catálise é vantajosa quando se planeja a inibição da NS5. A distância 

da ligação de hidrogênio envolvendo a Arg729 e o oxigênio da cetona do ligante é de 1,87Å, 
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sendo bastante forte. A distância da interação cátion-π, que envolve a outra arginina, é de 3,55Å, 

em média.  

 

Figura 30:  Previsão de pose do ligante (1E,4Z,6E)-5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxifenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona com 

carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres 

em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.8. Compostos selecionados da série PPGQ2019201 

O ligante PPGQ201920105 (Rodrigues, 2020), selecionado para DENV-2, realiza duas 

ligações de hidrogênio, sendo essas com os resíduos Tyr766 e Thr794 (Figura 31). O ligante é 

bem ancorado por interações do tipo dispersões de London, com os resíduos de aminoácidos 

Leu511, Ala799 e Trp803. Além disso, ocorre uma interação de empilhamento-π em forma de 

T com o resíduo Trp795. As distâncias de ligação podem ser observadas nos anexos 8A a 8C. 

O ligante PPGQ201920108 realiza apenas 3 ligações de hidrogênio com o sítio 

alostérico, mas é ancorado por interações fracas com diversos resíduos próximos por ambas as 

faces (Figura 32). As ligações de hidrogênio envolvem os resíduos Thr794 e Trp795 e um 

nitrogênio de imina e entre Tyr766 e outro nitrogênio de imina. O resíduo Arg737 está próximo 

do ligante, mas interage apenas por interações mediadas por forças de London.  

 

Figura 31: Previsão de pose do ligante (E,E)-N1,N4-bis(4-clorobenzilideno)butano-1,4-diamina com carbonos em 

verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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Figura 32: Previsão de pose do ligante (E,E)-N1,N6-dibenzilidenohexano-1,6-diamina com carbonos em verde, 

resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 

O ligante PPGQ201920109 interage por apenas duas ligações de hidrogênio, sendo 

essas com os resíduos Tyr766 e Trp795 e um empilhamento-π envolvendo o resíduo Trp795. 

Além dessas, são registradas 9 interações mediadas por forças de dispersão com resíduos 

próximos, conforme pode ser observado na Figura 33.  

 

Figura 33: Previsão de pose do ligante (E,E)-N1,N6-dibenzilidenohexano-1,6-diamina com carbonos em verde, 

resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.9. Ligante PPGQ201430113 

A seleção desse ligante (Ferreira, 2014) muito provavelmente foi enviesada pelo seu 

tamanho apesar do processo de normalização proposto. A presença de uma cadeia dodecila 

permite interações por forças de dispersão de London como interações complementares e 

influencia na leitura do ligante como bem pontuado (Figura 34). O único resíduo de aminoácido 

com o qual o ligante interage por ligações de hidrogênio é Arg729, que é essencial para a 

catálise (Lim et al., 2016). As distâncias de ligação podem ser observadas no Anexo 9. 

 

Figura 34: Previsão de pose do ligante 2-((1E,3E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il)-5-(dodeciltio)-

1,3,4-oxadiazol com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em 

vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.4.10. Ligante MPPGQ2003M0103 

O composto (E)-3-((2S,3S)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(hidroximetil)-7-metoxi-2,3-

di-hidrobenzofuran-5-il)acrilaldeído é um produto natural extraído da madeira de pau-brasil. O 

aldeído é ancorado pelas duas faces, realizando 9 ligações de hidrogênio com resíduos de 

aminoácidos do subsítio N. A Arg729 é um desses resíduos e está envolvida em uma ligação de 

hidrogênio com 2,27Å de distância entre uma hidroxila do ligante e o grupo guanidínio da 

cadeia lateral da arginina. As distâncias de ligação podem ser observadas no Anexo 10. 

 

Figura 35: Previsão de pose do ligante (E)-3-((2S,3S)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(hidroximetil)-7-metoxi-2,3-di-

hidrobenzofuran-5-il)acrilaldeído com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em 

azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 

Além do grande número de ligações de hidrogênio, quando comparamos com o inibidor 

29, há 5 ligações de hidrogênio em comum. Isso significa que o ligante é capaz de ocupar o 

sítio e interagir de maneira similar a de um inibidor comprovado.  
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5.5. Análise das propriedades ADMET dos ligantes selecionados 

Nesse item, analisamos os ligantes grandes (massa > 300Da) pelas regras de Lipinski, 

criando um filtro de quais compostos selecionados são mais promissores do ponto de vista da 

previsão da biodisponibilidade oral.  

A regra de Lipinski ou regra dos 5 (Ro5) fornece fundamentos para a análise da 

biodisponibilidade oral de um candidato a fármaco (Baell et al., 2013), sendo constituída por 4 

critérios: 

i. o número de doadores de ligações de hidrogênio deve ser menor que 5; 

ii. o número de aceptores de ligações de hidrogênio deve ser menor que 10; 

iii. a massa molecular deve ser menor que 500 Da; 

iv. o coeficiente de partição octanol-água (ou LogP) deve ser até 5.  

Os resultados completos da análise ADMET pelo servidor Swiss-ADME estão 

disponíveis nos anexos 12A até 12I. 

Tabela 4: Análise dos ligantes grandes pelas regras de Lipinski 

Código Critério I Critério II Critério III Critério IV 

MPPGQ2003M0103 2 doadores 6 aceptores 356,37 Da LogP: 2,70 

PPGQ200070110 1 doador 6 aceptores 450,52 Da LogP: 4,22 

PPGQ200070111 0 doadores 6 aceptores 400,46 Da LogP: 3,73 

PPGQ200070130 3 doadores 4 aceptores 314,38 Da LogP: 2,86 

PPGQ201430113 0 doadores 5 aceptores 446,65 Da LogP: 7,11 

PPGQ201920105 1 doador 2 doadores 335,27 Da LogP: 4,13 

PPGQ201920109 1 doador 2 aceptores 322,49 Da LogP: 4,31 

INIBIDOR 27 2 doadores 7 aceptores 487,55 Da LogP: 3,05 

INIBIDOR 29 2 doadores 6 aceptores 492,57 Da LogP: 3,69 

 

 Para o valor de LogP (Djaković Sekulić et al., 2018), o Swiss-ADME apresenta diversas 

previsões por métodos diferentes. Aqui, o consenso entre as previsões é apresentado. Em 

primeira análise, pela baixíssima solubilidade aquosa, que se relaciona com o alto valor de 

LogP, eliminamos o ligante PPGQ201430113 como candidato.  
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A seguir, foi feita a previsão da capacidade dos compostos em inibir enzimas do 

citocromo P450, cuja inibição pode levar a efeitos colaterais indesejados (Souza; Oliveira, 

2022).  

Tabela 5: Previsão de inibição das CYPs pelos ligantes selecionados. Gerado pelo servidor Swiss-ADME. 

Código CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 

MPPGQ2003M0103 Não Não Sim Sim Sim 

PPGQ200070110 Não Não Não Sim Sim 

PPGQ200070111 Não Não Não Sim Sim 

PPGQ200070130 Não Não Não Sim Sim 

PPGQ201920105 Sim  Sim Não Sim Sim 

PPGQ201920109 Sim  Sim Não Sim Sim 

INIBIDOR 27 Não Sim Sim Não Sim 

INIBIDOR 29 Não Sim Sim Não Sim 

 

Analisando a Tabela 5, percebemos que todos os ligantes são potencialmente inibidores 

de pelo menos duas CYPs, apresentando, portanto, potencial toxicidade. Dentre eles, entretanto, 

os que interagem com menor quantidade de CYPs são os da série PPGQ2000701. Comparando 

com os inibidores de referência 27 e 29, a série supracitada é, potencialmente, menos tóxica. 
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5.6. Otimização dos fragmentos por estratégias de FBDD 

Inicialmente, as interações do ácido cinâmico e seus derivados no sítio alostérico foram 

analisadas. Podemos observar grande conservação em algumas interações nas poses que os 

ligantes assumem no sítio onde foram docados. Os carboxilatos em geral fazem ligações de 

hidrogênio com os mesmos resíduos de aminoácidos, como apresentado. Outro dado que 

comprova a conservação das interações complementares, apesar das substituições nos ácidos 

cinâmicos, é a sobreposição dos complexos, como pode ser visto na Figura 36A. Percebe-se 

que todos os carboxilatos apontam para a mesma direção, ainda que com pequenas mudanças 

na conformação. As interações também são conservadas. Esse dado trouxe a possibilidade de 

explorar modificações na estrutura do ácido cinâmico que maximizassem interações em outros 

subsítios, porém, sem perder as interações conservadas dos carboxilatos.  

Dentre as técnicas clássicas de otimização de fragmentos, as estratégias de fusão e 

junção não são aplicáveis aos resultados da pesquisa. Como mostrado, as posições são muito 

conservadas. Decidiu-se, portanto, otimizá-los por crescimento. Para guiar a estratégia, 

utilizou-se a sobreposição do ácido cinâmico ao inibidor 29 (Figura 13). Além disso, observou-

se a pose da drupanina no sítio, tendo sido esse o ligante melhor pontuado na docagem e com 

entalpia de interação mais favorável. A sobreposição da drupanina e do ácido cinâmico também 

foi analisada para guiar o planejamento racional dos candidatos (Figura 36B). 

 

Figura 36: Sobreposições de fragmentos selecionados com o ácido cinâmico. Oxigênios em vermelho, nitrogênios 

em azul e hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) A: Todos os derivados do ácido cinâmico, 

exceto drupanina, sobrepostos (carbonos em cores variadas). B: Drupanina (carbonos em ciano) e ácido cinâmico (carbonos 

em amarelo) sobrepostos. 

Entre a sobreposição dos fragmentos com o ácido cinâmico, exceto drupanina e da 

drupanina com ácido cinâmico, percebe-se deslocamento da pose antes conservada entre os 
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carboxilatos dos fragmentos. Ainda assim, na comparação do ácido cinâmico com a drupanina, 

as ligações de hidrogênio, em geral, são iguais. A drupanina é substituída em para (hidroxila) 

e em meta (3,3-dimetil-propenila). A substituição em meta levou a interações com um subsítio 

razoavelmente hidrofóbico. 

 Diante da possibilidade de maximizar as interações complementares do ácido cinâmico 

pela adição de grupos alquila e alquil-arila na posição meta do anel aromático, propôs-se a 

primeira série de derivados e esses foram submetidos à docagem na estrutura 5I3Q.  

  



95 

 

5.6.1. Série 1: Substituintes alquila e alquil-arila 

Foi realizada a docagem dos fragmentos modificados e análise da pose melhor pontuada. 

Além disso, foram realizados cálculos SE para estimar a entalpia de interação entre os derivados 

alquilados e o sítio alostérico da RdRp do DENV-3.  Na Tabela 7, são apresentados os valores 

de entalpia de interação absolutos e relativos, tendo o ácido cinâmico como referência, para que 

se possa observar o quão benéficas foram as otimizações em relação ao fragmento base, na 

perspectiva da entalpia de interação. Os resultados da docagem também estão apresentados na 

forma de pontuações relativas, ou seja, a diferença entre a pontuação do ligante modificado e a 

do ácido cinâmico, base para o crescimento.  

Tabela 6: Pontuações de docagem e entalpias de interação para novos derivados alquilados do ácido cinâmico. 

 
 

Código 
Pontuação Relativa 

(ChemPLP) 

ΔH interação 

(kcal/mol) 

ΔH interação relativo 

(kcal/mol) 

Ácido Cinâmico Base 0 -56,38 0,00 

Substituição em meta     

Metila 1a 2,07 -53,60 2,78 

Etila 1b 1,35 -51,44 4,94 

Propila 1c 8,24 -67,72 -11,34 

Isopropila 1d 3,38 -63,98 -7,60 

Butila 1e 14,2 -65,30 -8,92 

Isobutila 1f 11,06 -64,27 -7,89 

Terc-butila 1g -3,79 -54,43 1,95 

Pentila 1h 9,44 -95,40 -39,01 

Isopentila 1i 13,75 -66,43 -10,05 

Neopentila 1j -0,16 -61,10 -4,71 

2-fenil-etila 1l 21,34 -81,79 -25,41 

3-fenil-propila 1m 15,09 -66,91 -10,53 

 

 A primeira série (1a – 1m) pretendia testar como os complexos de docagem variam 

mediante a adição de grupos alquila na posição meta. Sendo assim, foram propostas 

substituições com grupos alquila variados, inspiradas nos fragmentos apolares selecionados e, 

por fim, a inserção de anéis aromáticos com espaçadores, considerando como objetivo que o 

fragmento otimizado pudesse realizar interação cátion-π com o resíduo de aminoácido Arg737, 

como ocorreu, por exemplo, para o ligante PPGQ200070130. 

Iniciando a discussão apenas pelas interações conhecidas e o que se obteve da docagem, 

substituintes muito volumosos perto do anel aromático principal não trazem boas interações 

complementares. O sítio parece responder melhor a substituintes mais compridos e flexíveis.  

Por exemplo, olhando as pontuações da docagem, o substituinte butila é previsto como melhor 

acomodado que um substituinte isobutila. A partir da adição de dois metilenos como 

espaçadores e então um grupo de maior volume, houve melhores resultados, como no caso do 
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substituinte isopentila, quando comparado ao isobutila. Entretanto, o grande ganho de 

pontuação ocorre na adição do substituinte 2-fenetila. Para compreender esse resultado, 

procedemos os cálculos de entalpia de interação com o PM7, obtendo as entalpias de interação 

mostradas na Tabela 6.  

Em segunda colocação está o ácido m-fenil-etil-cinâmico (Figura 38), que apresenta, 

além das interações conservadas do ácido cinâmico, interações por forças de dispersão de 

London com átomos da fenila e uma interação cátion-π com a cadeia lateral do resíduo de 

Arg737.  

As ligações de hidrogênio conservadas são com Leu511, His512, His800 e Gln802. As 

três primeiras são com o esqueleto polipeptídico da proteína e o carboxilato do ligante. A última 

envolve a cadeia lateral do resíduo de aminoácido Gln802. Interações envolvendo os resíduos 

de aminoácido Leu511 e Trp803 estabilizam o anel do ácido cinâmico por forças de dispersão. 

A modificação estrutural causa novas interações, que são as destacadas na figura 38. Leu734, 

Arg737 e Tyr758 interagem com átomos do substituinte fenila e, como interação mais forte, 

temos a citada cátion-π, com distância média de 3,69Å. 

 

Figura 37: Previsão de pose do ligante ácido m-fenil-etil-cinâmico com carbonos em verde, resíduos de aminoácidos 

com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e hidrogênios em branco. (Figura 

gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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Em primeira colocação está 1h, com substituinte pentila. Ao analisar a entalpia de 

interação sempre se segue a Equação 1 (citada no tópico 4.5). 

Como os cálculos foram realizados em contínuo dielétrico que simula a água, quanto 

menos estável o ligante for nesse meio, menos negativo é o valor de ΔHf (ligante) e, por 

consequência, o resultado de ΔHint é mais negativo. No caso do ligante 1h, esse fator deve ser 

preponderante. De toda a série 1, ele é o que apresenta menor estabilidade em simulação de 

solvente aquoso e, dessa forma, resulta, pelo cálculo, no valor mais favorável de entalpia de 

interação. Entretanto, em quantidades termodinâmicas, a relação entre ambos os lados da 

equação deve ser considerada. Se o ligante fosse igualmente pouco estável no sítio da proteína, 

o valor da entalpia de interação não seria tão favorável.  

Não são registradas interações intermoleculares com o substituinte pentila, entretanto, o 

ligante, de caráter mais apolar, deve ser mais estável em meio proteico apolar do que em água, 

um solvente fortemente polar. 

Dando continuidade, cientes das limitações das substituições de caráter exclusivamente 

apolar e ambicionando o estabelecimento de interações mais fortes, além da melhora do perfil 

farmacocinético (a ser discutido no tópico 5.6.3) e, possivelmente, facilitação da rota sintética, 

uma segunda série de otimizações estruturais foi proposta a partir do arcabouço inicial do ácido 

m-etil-fenil-cinâmico. 
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5.6.2. Série 2: Adição de grupos polares 

A segunda série (2a a 2d) (Figura 38) traz duas modificações no arcabouço inicial: a 

primeira é a adição de um grupo carboxilato na posição meta do anel fenila. Essa substituição 

é comum aos 4 ligantes propostos na série e objetivava, inicialmente, o estabelecimento de uma 

ponte salina entre o carboxilato e o grupo guanidínio do resíduo de aminoácido Arg737 ou 

Arg729. A segunda modificação, variável entre os ligantes propostos, é um grupo espaçador 

entre o ácido cinâmico e o anel fenila.  

 

Figura 38: Estruturas 2D dos ligante propostos na segunda série de otimização do ácido cinâmico 

A variação dos espaçadores tem duas justificativas: primeiro, a substituição do carbono 

ligado ao ácido cinâmico por um oxigênio facilita a rota sintética; segundo, para que a posição 

geométrica do carboxilato seja ideal para interagir com o grupo guanidínio, possivelmente, o 

espaçador deveria ser diminuído. 

Os resultados da segunda rodada de otimizações são apresentados na Tabela 7. 

Analisando, inicialmente, as pontuações da docagem, não há grandes variações. O 

pequeno aumento no caso do ligante 2d pode ser devido ao aumento do tamanho do ligante, 

fazendo, teoricamente, mais interações. Esse é um viés comentado anteriormente. Além disso, 

a previsão de que para realizar interações mais favoráveis seria necessário diminuir o tamanho 

do espaçador se confirma ao observar as entalpias de interação relativas dos ligantes 2c e 2d.  
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Tabela 7: Pontuações de docagem e entalpias de interação para os novos derivados do ácido m-fenil-etil-cinâmico. 

 Pontuação  

(ChemPLP) 

ΔH interação 

(kcal/mol) 

ΔH interação relativo 

(kcal/mol) 

Ácido m-fenil-etil-cinâmico 75,22 -82 0 

Fragmentos Otimizados    

2a 73,29 -94 -12 

2b 68,16 -87 -5 

2c 73,23 -63 19 

2d 75,31 -69 13 

 

Observando as interações estabelecidas para o ligante que teve melhor entalpia de 

interação, o ligante 2a manteve as mesmas interações na região do ácido cinâmico (Figura 40) 

O oxigênio do grupo éter do ligante não estabelece interações intermoleculares com nenhum 

resíduo de aminoácido, o que leva à análise de que o caráter do espaçador não é importante no 

ponto de vista de interações intermoleculares, mas sim seu tamanho. É interessante, porém, que 

a entalpia de interação melhore 7 kcal/mol ao trocar o metileno pelo oxigênio, talvez a 

explicação esteja no efeito de ressonância, de forma que o aumento da densidade eletrônica nos 

carboxilatos pela ação do oxigênio reforça as ligações de hidrogênio. 

O carboxilato ligado à fenila está, de acordo com a previsão da geometria otimizada 

pelo método PM7, envolvido em ponte salina com a Arg729, essencial para a catálise da RdRp, 

sendo esse resultado muito promissor. Ademais, ocorre uma ligação de hidrogênio com a cadeia 

lateral do resíduo de aminoácido Thr794.  Para o ligante 2b, as mesmas interações se repetem. 

As tabelas das interações e distâncias previstas pelo PLIP para os ligantes 2a e 2b estão nos 

anexos 11A e 11B.  
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Figura 39: Previsão de pose do ligante ácido (E)-3-(3-(2-carboxivinil)fenoxi)benzóico com carbonos em verde, 

resíduos de aminoácidos com carbonos em ciano. Nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho, enxofres em amarelo e 

hidrogênios em branco. (Figura gerada com o programa PyMol 0.99rc6) 
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5.6.3. Avaliação ADMET dos derivados propostos 

Um dos objetivos das modificações estruturais era obter propriedades farmacocinéticas 

mais adequadas. Os melhores colocados das séries 1 (1h e 1l) e 2 (2a e 2b) foram analisados. 

Na tabela 8 pode-se perceber que nenhum critério de Lipinski é violado. 

Os descritores ADMET calculados para os ligantes otimizados (Tabela 8) com o servidor 

Swiss-ADME, estão disponíveis nos anexos 13A a 13D. 

Tabela 8: Análise dos derivados selecionados pela regra dos cinco de Lipinski 

Código Critério I Critério II Critério III Critério IV 

1h 1 doador 2 aceptores 218,29 g/mol LogP: 3,48 

1l 1 doador 2 aceptores 252,31 g/mol LogP: 4,22 

2a 2 doadores 5 aceptores 284,26 g/mol LogP: 2,71 

2b 2 doadores 4 aceptores 282,29 g/mol LogP: 2,93 

 

 Das moléculas grandes anteriormente selecionadas e avaliadas (tópico 5.5.1), a maior 

preocupação era a previsão de inibição das CYPs. Nos fragmentos otimizados, o perfil de 

toxicidade também é aprimorado, de forma que, como pode ser observado na Tabela 9, com os 

ligantes 2a e 2b chega-se em moléculas sem previsão de inibição de nenhuma CYP, o que, 

inclusive, mostra aprimoramento em relação ao perfil dos próprios inibidores de referência, 27 

e 29. 

Tabela 9: Previsão de inibição das CYPs pelos ligantes selecionados, gerado pelo servidor Swiss-ADME. 

Código CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 

1h Não Sim Não Não Não 

1l Não Não Não Sim Não 

2a Não Não Não Não Não 

2b Não Não Não Não Não 
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6. Conclusões 

Neste trabalho, aplicaram-se estratégias de SBDD e FBDD combinadas, utilizando 

triagem virtual por docagem, otimização de fragmentos e cálculos semiempíricos para a 

identificação de potenciais inibidores da NS5, proteína-chave do vírus da dengue. A triagem 

inicial de 657 candidatos, oriundos de uma quimioteca inédita, não explorada por outros grupos 

e com grande quantidade de produtos naturais, levou à seleção de 17 fragmentos com massa 

inferior a 300 Da e 6 moléculas maiores. 

Os fragmentos foram otimizados por estratégias de crescimento e reavaliação por 

docagem. Os cálculos de entalpia de interação via MOPAC, utilizando o hamiltoniano PM7, 

revelaram que diversos derivados apresentaram valores mais favoráveis do que seus fragmentos 

de origem, indicando ganhos na interação proteína-ligante. Destacaram-se compostos que 

exibiram entalpias de interação significativamente negativas, como o ácido (E)-3-(3-(2-

carboxivinil)fenoxi)benzóico, com -96 kcal/mol, derivado do ácido cinâmico, produto natural 

abundante. O resultado sugere potencial competitivo em relação a inibidores descritos na 

literatura, de acordo com os fatores que aqui foram analisados. 

Quanto aos ligantes grandes, com suas estruturas completas, quando submetidos à etapa 

de avaliação in silico de propriedades ADMET demonstraram, em grande parte, perfis 

compatíveis com a biodisponibilidade oral, cumprindo critérios de Lipinski. Alguns candidatos 

também apresentaram potencial de toxicidade predita comparável a de inibidores conhecidos, 

reforçando sua viabilidade como pontos de partida para posterior otimização. Pela entalpia de 

interação, destaca-se o ligante (E)-3-((2S,3S)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(hidroximetil)-7-

metoxi-2,3-di-hidrobenzofuran-5-il)acrilaldeído, com -71 kcal/mol. Pelo perfil ADMET, 

destaca-se a série PPGQ2000701. 

As limitações inerentes às abordagens computacionais são reconhecidas, de forma que 

os compostos identificados fornecem um ponto de partida importante para síntese e ensaios 

biológicos, podendo servir como base para futuras otimizações guiadas por dados 

experimentais. 

Portanto, este estudo contribui para o avanço da busca por antivirais contra a dengue, 

reforçando o potencial das técnicas de SBDD e FBDD como uma abordagem ágil, de baixo 

custo e de alto impacto no desenvolvimento inicial de fármacos. 
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8. ANEXOS 

ANEXO 1A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o 

fragmento MPPGQ2004R0105 

 

ANEXO 1B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o 

fragmento MPPGQ2004R0106 
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ANEXO 1C: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o 

fragmento MPPGQ2004R0108 

 

 

ANEXO 1D: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o 

fragmento MPPGQ2004R0109 
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ANEXO 1E: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

MPPGQ2004R0110 

 

 

ANEXO 2A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ2010R0101 
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ANEXO 2B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ2010R0102 

 

 

ANEXO 3A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ201820209 
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ANEXO 3B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ201820210 

 

ANEXO 4A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ2016R0201 
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ANEXO 4B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ2016R0211 

 

ANEXO 5A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

MPPGQ2004R0302 
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ANEXO 5B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

MPPGQ2004R0303 

 

ANEXO 6A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ1998R0105 

 

ANEXO 6B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ1998R0108 
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ANEXO 7A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ200070110 

 

 

ANEXO 7B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ200070111 
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ANEXO 7C: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ200070130 

 

 

ANEXO 8A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ201920105 

 

 

 



125 

 

ANEXO 8B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o fragmento 

PPGQ201920108 

 

 

ANEXO 8C: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ201920109 
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ANEXO 9: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

PPGQ201430113 

 

 

ANEXO 10: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 

MPPGQ2003M0103 
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ANEXO 11A: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 2a 

 

ANEXO 11B: Interações previstas pelo PLIP (Adasme et al., 2021) para o ligante 2b 
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ANEXO 12A: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o ligante MPPGQ2003M0103 
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ANEXO 12B: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o ligante PPGQ200070110 
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ANEXO 12C: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

ligante PPGQ200070111 
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ANEXO 12D: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

ligante PPGQ200070130 
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ANEXO 12E: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o ligante PPGQ201430113 
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ANEXO 12F: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o ligante PPGQ201920105 
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ANEXO 12G: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o ligante PPGQ201920109 
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ANEXO 12H: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para 

o inibidor 27 
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ANEXO 12I: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

inibidor 29 
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ANEXO 13A: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

fragmento 1h 
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ANEXO 13B: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

fragmento 1l 
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ANEXO 13C: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

fragmento 2A 
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ANEXO 13D: Previsão ADMET pelo servidor Swiss-ADME (Daina et al., 2017) para o 

fragmento 2b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


