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RESUMO

Respirar é essencial a sobrevivéncia humana, tal que o trato respiratorio € alvo frequente
de patdgenos. O Virus Sincicial Respiratorio (RSV) causa bronquiolite e pneumonia,
especialmente em recém-nascidos e idosos, 0 que resulta em milhdes de mortes e
hospitalizagBes. Sua glicoproteina de superficie F — proteina de fusdo — é responsavel
pela fusdo do envelope viral a membrana celular. Diversos flavonoides demonstram
atividade anti-RSV por meio do mecanismo virucida. Assim, os objetivos desse trabalho
foram analisar a interacdo da proteina F modelada neste trabalho (RSVmF) com o
flavonoide quercetina, seu derivado pentacetilado (Q1) e um ligante-referéncia (JNJ-
2408068) por docking e dinamica molecular (DM). Ademais, elaboramos uma rede neural
artificial (ANN) assessorada pelo algoritmo genético para predizer a capacidade anti-
RSV de flavonoides. A modelagem da estrutura completa da proteina F, os dockings, a
DM, e a ANN foram realizados, respectivamente, no servidor I-TASSER, no Auto-
Dock/Vina 1.1.2., no Amber/14, e na plataforma Matlab®. Os experimentos de docking
indicaram que os trés ligantes preenchem a cavidade central de RSVmF e apresentam
energia de interacdo em torno de -6,5 kcal/mol. Anélises de DM revelaram tendéncia ao
escape da cavidade para quercetina, enquanto Q1 e ligante-referéncia permanecem
nela. Calculos de MM-GBSA mostraram AG (kcal/mol) dos complexos RSVmF-
guercetina= -4,92, RSVmF-Q1= -14,22, e RSVmF-inibidor = -22,78. Logo, a acetilacdo
da quercetina aumentou sua capacidade virucida por favorecer a interacdo com a
cavidade de RSVmF. Quanto a ANN, os resultados obtidos a partir de uma amostra
(n=240 dados, referentes a 70 flavonoides), indicaram trés possiveis modelos de
predicdo, dentre os quais ANN-g2 obteve uma acuracia de 90% para predicdo de
flavonoides “ativos” e 93,3% para “inativos”. O principal ganho referente ao nosso estudo
€ o respaldo a relevancia de um planejamento racional de procedimentos experimentais,

pela excluséo preliminar de flavonoides inativos e a pré-selegéo de ativos.

Palavras-chave: RSV. Quercetina. Derivado de quercetina. Proteina F. Docking.

Dinamica Molecular. Redes Neurais Artificiais.



ABSTRACT

Breathing is a basic requirement for survival of human life and the respiratory tract is
therefore a frequent target for pathogens. Respiratory syncytial virus (RSV) causes
bronchiolitis and pneumonia, mainly in newborns and the elderly, which results in millions
of deaths and hospitalizations. Its surface glycoprotein F — fusion protein — is responsible
for the fusion of the viral envelope to cell membrane. Several flavonoids were shown to
exert anti-RSV activity by virucidal mechanism. Thus, the aims of this study were to
analyze the interaction of the F protein modeled herein (RSVmMF) in complex with
flavonoid quercetin, with its pentacetylated derivative (Q1) and with a reference-ligand
(JNJ-2408068), by docking and molecular dynamics (MD). Moreover, we developed an
artificial neural network (ANN), assisted by the genetic algorithm to predict the anti-RSV
activity of flavonoids. The modeling of the complete protein F structure, dockings, DM,
and ANN were performed, respectively, on I-TASSER server, Auto-Dock/Vina 1.1.2.,
Amber/14, and Matlab® platform. Docking experiments indicated that the three ligands
fill RSVmF central cavity and present an interaction energy of about -6.5 kcal/mol. MD
analyses revealed an escaping trend from the cavity to quercetin, whereas Q1 and the
reference-ligand remain in it. MM-GBSA calculations showed AG (kcal/mol) for the
complexes RSVmF-quercetin= -4.92, RSVmF-Q1= -14.22, and RSVmF-inhibitor = -
22.78. Therefore, the acetylation of quercetin increased its virucidal activity by favoring
the interaction with RSVmF cavity. ANN results were obtained from a sample (n = 240
data, regarding 70 flavonoids) and indicated three possible predictive models, among
which ANN-g2 revealed an accuracy of 90% for prediction of “active” flavonoids and
93.3% for "inactive" ones. The major achievement of our study is that it has demonstrated
the relevance of rational planning of experimental procedures, by the preliminary

exclusion of inactive flavonoids and the pre-selection of active ones.

Keywords: RSV. Quercetin. Quercetin derivative. F protein. Docking. Molecular

Dynamics. Artificial Neural Networks.
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INTRODUCAO

1. INTRODUGCAO GERAL

“One is too many.” (UNICEF)

Respirar € quesito basico para sobrevivéncia e, por conseguinte, 0 sistema
respiratorio é também o mais comumente afetado por infec¢des. Dados da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) de 2015 mostram que a pneumonia € uma das principais
causas de mortalidade infantil [1]. Embora no Brasil e em outras nagdes em
desenvolvimento, o diagndéstico da causa das infec¢cdes respiratorias seja pouco
explorado, o agente viral pioneiro e desencadeador dessas infeccbfes nesses casos
pediatricos € o pneumovirus virus sincicial respiratorio (RSV — do inglés respiratory
syncytial virus) [2-9].

O RSV infecta vias aéreas superiores e pode se estender as inferiores de criancas,
adultos e idosos, sendo mais critico no primeiro e no terceiro grupo devido ao sistema
imune deficitario. O virus pode causar desde coriza evoluindo até bronquiolite e
pneumonia, 0 que pode levar a morte. A cada ano, estima-se que 34 milhdes de criancas
sejam infectadas ao redor do mundo [5]. Em 2010, houve cerca de 253 mil mortes, a
maioria em paises em desenvolvimento [10].

O tratamento atualmente disponibilizado adota o uso de ribavirina, um composto
com efeitos potencialmente toxicos e eficacia questionavel [3,4,11-13]. A prevencao €é
feita pela utilizacéo de palivizumabe, um anticorpo monoclonal (Synagis®), aplicavel em
casos restritos, devido aos custos intrinsecos. Sua eficacia, no entanto, também tem sido
questionada [9].

Desta forma, a busca por alternativas que substituam a ribavirina, e que também

reduzam o0s custos com a prevencdo dessa infeccdo continua patente. Tais compostos
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terapéuticos devem reunir caracteristicas desejaveis, tais como baixa toxicidade,
seguranca na administracéo, eficacia e, além disso, custo reduzido.

Estudos [12,14-18] mostram que o desenvolvimento da infecgéo por RSV depende
de sinalizacao celular regulada pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Os compostos fendlicos, provenientes de metabolismo secundario vegetal, possuem
capacidade neutralizante de EROS. Representam, portanto, uma alternativa para
modulacdo do processo inflamatério resultante de infeccado por RSV, e, possivelmente,
para reducao da carga viral.

Dentre a diversidade de compostos fendlicos se encontram os flavonoides e entre
as suas varias classes, os flavondis tipo quercetina sdo os mais conhecidos. A literatura
relata uma miriade de atividades sobre o potencial farmacolégico da quercetina, os quais
incluem desde propriedade antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria, até atividade
antibacteriana [19-23] e antiviral [24-29]. No entanto, os mecanismos moleculares
concernentes a tais atividades ainda ndo foram bem elucidados.

Visando compreender as intera¢des quimicas entre moléculas pequenas como a
quercetina e proteinas-alvo, diversas ferramentas e estratégias computacionais vém
sendo propostas e utilizadas. O intuito é suplantar limitacbes experimentais no que
concerne a observacéo das interacdes quimicas a nivel molecular e atbmico, além de
buscar de forma efetiva padrées de interesse presentes dentro desse universo quimico.
Assim, associadas a parte experimental essas ferramentas possibilitam um melhor
entendimento do fenbmeno em questao.

A proposta do presente trabalho foi investigar flavonoides inibidores da replicacao
do RSV através de ferramentas computacionais. Foram realizadas analises das
interacOes moleculares da proteina de fusao (proteina F) do RSV em complexo com a
qguercetina, pelo uso de ferramentas da biologia estrutural — docking e a Dinamica
Molecular. Ao mesmo tempo, procurou-se avaliar como uma modificacdo estrutural na
quercetina — a acetilagdo — poderia influenciar na capacidade de interagdo com essa
mesma proteina. Além disso, desenvolvemos uma rede neural artificial associada ao

algoritmo genético para categorizacao de flavonoides em “ativos” ou “inativos”, a partir
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de determinados parametros de entrada. Buscamos optimizar a investigacdo por
moléculas inibitérias pertencentes a essa classe por estabelecer um critério seletivo
anteriormente a experimentagdo na bancada, o que implica em maior funcionalidade

experimental, e reducao de custos e tempo.



21

1.1 Infeccbes do trato respiratorio

“Infancia — A vida em tecnicolor...” (Mario Quintana)

A respiragdo esté diretamente relacionada a capacidade do nosso organismo de
produzir energia e, portanto, € fundamental para nossa sobrevivéncia. Do latim respirare,
composto de re = outra vez, e spirare = exalar, aspirar, inalar [30], a acdo de espirar
continuamente, em uma atmosfera previamente oxigenada, permitiu-nos e nos permite a
permanéncia no planeta Terra. O radical spir ainda faz parte de uma gama de vocabulos
presentes ndo s6 na lingua portuguesa, como espirito, indicando, talvez, além de uma
guestao basica de sobrevivéncia, um elo transcendental da existéncia.

O sistema respiratério € dividido em trato respiratorio superior (vias aéreas
superiores) e trato respiratéorio inferior (vias aéreas inferiores).[Figura 1] O primeiro €
formado pela cavidade nasal, faringe e laringe. O segundo é representado pela traqueia,
a gqual se ramifica em brénquios e bronquiolos, e pelos pulmdes.

Esse sistema € revestido por tipos diferentes de epitélio, os quais atuam como
barreira contra patdgenos, alérgenos e quaisquer substancias estranhas ao organismo
[Figura 2]. A presenca de cilios na superficie das células do sistema respiratorio, bem
como a producdo de muco por estruturas especializadas visam dificultar a adeséao de
microrganismos e os degradar, tendendo, assim, a evitar as possiveis entradas de
patdgenos — infeccdo [31]. Ademais, as células do sistema respiratorio também sao
capazes de secretar moléculas sinalizadoras — as citocinas* — as quais assinalam para o
sistema de defesa — o sistema imune — de que uma possivel inflamacéo e/ou infeccéao

esta ocorrendo ali, e de que o reparo e/ou o0 combate ao agente infeccioso é necessario.

“As citocinas/citoquinas formam um grupo grande de proteinas secretadas que apresentam uma variada
gama de estruturas e de fungdes, e que regulam e coordenam muitas atividades das células do sistema
imune inato e adaptativo [...] Entre suas muitas fun¢des, as citocinas regulam crescimento e diferenciagao
das células imunes, ativacdo das fungdes efetoras de linfécitos e fagécitos, bem como o direcionamento
das células imunes do sangue para o tecido e dentro do tecido. As citocinas que regulam a migracgao celular
e 0 movimento sdo chamadas quimiocinas.” [31, tradu¢ao nossa]



Figura 1 — O sistema respiratorio
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O sistema respiratério pode ser dividido em vias aéreas superiores e inferiores. As primeiras incluem a
cavidade nasal, a faringe e a laringe. As segundas incluem a traqueia, ramificada em bronquios e
bronquiolos, e os pulmdes. Outra divisdo possivel é entre porcdo condutora (cavidade nasal, faringe,
laringe, traqueia, brdnquios e bronquiolos) e porcao respiratdria, na qual ocorrem as trocas gasosas

(bronquiolos respiratdrios, ductos alveolares, sacos alveolares e alvéolos).
Fonte: Adaptado [32].
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Figura 2 — Tipos celulares e epitélios do sistema respiratério — traqueia/brénquios,
bronquiolos e alvéolos
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O epitélio da traqueia/brénquios € do tipo pseudo-estratificado ciliado com a presenca de células de Goblet
(também chamadas de células caliciformes) responséaveis pela producdo de muco contendo mucinas e
outras enzimas, cuja funcéo € degradar alérgenos e alguns microrganismos. A producdo de muco neste
local tem papel fisiolégico. J& nos bronquiolos, o epitélio é do tipo simples colunar/cubico e ciliado com a
presenca de células de Clara (renomeadas células Club [33]), cuja funcdo € excretar glicoproteinas,
proteinas e enzimas, visando a defesa contra agentes estranhos, bem como auxiliando a evitar o
colabamento dos bronquiolos. Quanto aos alvéolos, ha a divisdo em dois tipos celulares: pneumdcitos |,
formando epitélio pavimentoso simples, e pneumdcito Il, compondo epitélio cubico simples. A secrecéo de
surfactantes aqui tem como fungdo diminuir a tensao superficial e, assim, evitar o colabamento do alvéolo.
Fonte: Adaptado [34].

A elaboracdo da resposta inflamatoria nas vias aéreas superiores e inferiores é
dependente de diversos fatores, dentre os quais idade, estado nutricional (as condi¢des
socioecondmicas do individuo), genética, exposicao a poluicéo e ao cigarro, dentre outros
[2] [Figura 3]. Assim sendo, individuos cujo sistema imune ainda n&o esteja bem formado
(idade), ou nos quais esse se encontre de alguma forma suprimido/deficiente (idade,

estado nutricional, genética, exposicdo a agentes toxicos, entre outros), apresentam
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organismos potencialmente mais vulneraveis as infeccées e aos danos causados por

essas no sistema respiratorio.

Figura 3 — Fatores intrinsecos e extrinsecos que interferem na resposta inflamatoria nas
vias aéreas
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Diversos fatores influenciam na elaboracdo da resposta inflamatéria nas vias aéreas. Alguns autores
[revisto por 65,73] defendem que a idade seja 0 aspecto mais determinante. Em recém-nascidos e criangas
até 1-2 anos, o sistema imune ainda ndo esta maduro o suficiente, tendendo a realizar uma resposta
inflamatéria mais alérgica, e nos idosos, o0 sistema esta em declinio. Os outros fatores podem atuar
sinergiscamente em um quadro de infeccdo, ora auxiliando o sistema imune (genética com menor
tendéncia alérgica, um bom estado nutricional, a ndo-exposic¢ao a poluicdo, auséncia de coinfec¢des e uma
microbiota com menor potencial patogénico) ou o prejudicando (genética tendencialmente alérgica, ma-
nutricdo, exposi¢ao constante a agentes toxicos, coinfec¢des, microbiota potencialmente patogénica).
Fonte: o autor

As infeccOes respiratérias representam a forma mais comum e facilmente
disseminada de infeccdo entre os humanos. Entre seus diversos tipos epidemiolégicos,
as de origem viral sdo notérias e frequentes. Quem nao se lembra dos surtos de gripe
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suina e aviaria de 2009 para ca? Ou também ao longo da historia, como a pandemia da
gripe espanhola de 19187 Isso porque o contagio ocorre, dentre outras formas, por meio
de inalacdo de particulas virais [35], as quais podem ser, por exemplo, provenientes de
um espirro de alguém contaminado que esteja préximo. Em épocas de inverno, nas quais
a tendéncia € a aglomeracdo em ambientes fechados, potencializa-se a transmisséo
desses virus. Além disso, em periodos secos, como é o0 caso do inverno na maior parte
do Brasil, a falta de umidade favorece o acimulo de particulas e poluentes no ar além de
também contribuir para o ressecamento das mucosas do trato respiratorio, 0 que propicia
a irritacdo nas mesmas. A transmissdo facilitada pelo agrupamento em ambientes
fechados, associada a irritacdo das mucosas devido as condi¢cdes climaticas e ainda a
um sistema imune ndo completamente formado ou deficitario, sdo fatores que
intensificam a propagacao das infec¢des virais, além de as agravarem.

Dentre os virus responsaveis pelas infec¢cbes respiratérias em humanos,
sobressaem adenovirus, enterovirus, coronavirus (CoV), metapneumovirus (MPV),
rinovirus (RV), influenza, parainfluenza e o virus sincicial respiratorio (RSV) [36]. Entre
0os mencionados, destacam-se influenza, RV e RSV. Os trés ocasionam infeccdes
respiratorias agudas (IRAs). O primeiro € a causa mais frequente de mortes relacionadas
a pneumonia nas nacdes desenvolvidas [36]. O segundo € o responsavel pelos resfriados
comuns, e também por boa parte da exarcebacdo dos sintomas concernentes a asma
[36]. E o ultimo, é o maior motivo de hospitalizacdo de criancas [36], predominantemente
recém-nascidos, acarretando uma alta taxa de morbimortalidade dentro desse grupo.

Apesar de todos os avancos da ciéncia e dos esforcos atingidos no setor da saude,
principalmente com o desenvolvimento da Epidemiologia [37] e, por conseguinte, do foco
no desenvolvimento de estratégias de prevencdo e de cuidados em um determinado
tempo e contexto histérico, as IRAs em criangas e recém-nascidos permanecem como
problema de saude publica, seja no Brasil [38-44] ou mundialmente [3-5,45-47]. Estima-
se que as doencas pulmonares obstrutivas crénicas e as infec¢cdes respiratorias estarao
entre as seis maiores causas de morte no ano de 2030 [48,49]. A alta taxa de

morbimortalidade infantil relacionada as IRAs em paises em desenvolvimento decorre,
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dentre outros fatores, de agravamentos conseguintes a elas, tais como infeccbes
bacterianas secundérias, além de infeccbes do trato respiratorio inferior (ITRI),
nomeadamente pneumonia clinica (bronquiolite e pneumonia). O Brasil figura entre os 15
paises com nameros expressivos de casos de pneumonia clinica em criangas menores
de 5 anos (1,8 milh&do), atingindo uma taxa estimada em 0,11 episodio/crianca-ano [41].
E o estado de Sdo Paulo aparece como lider nas taxas de 6bitos infantis por IRAs em
criangcas menores de 5 anos, segundo dados do Ministério da Saude [50], com uma taxa
de 454 6bitos para 0 ano de 2011.

E na infancia que se configuram grande parte das potencialidades de um individuo.
Assim, os distUrbios que acontecem nessa fase suscitam graves consequéncias nao sé
pessoais como também sociais, de forma que a saude da crianga representa uma
prioridade [51], justamente por caracterizar o capital humano de uma nagéo. O coeficiente
de mortalidade infantil além de ser um indicativo de saude, ainda mostra a eficacia das
politicas publicas de atendimento as maes e aos recém-nascidos [51,52]. A reducéo da
mortalidade infantil, € um dos objetivos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [53],
por meio da implementacao de politicas de saude. No Brasil, o Estatuto da Crianca e do
Adolescente (ECA) versa sobre o compromisso de bem-estar desse grupo, pelo qual a
familia, o estado e a sociedade tém responsabilidades [54]. Dados da OMS de 2015
mostram que, dentre as causas mais proeminentes de mortalidade de criancas, destaca-
se a pneumonia [1]. De acordo com o relatério do Fundo das Criancas das Nacdes Unidas
(UNICEF — United Nations Children’s Fund), uma a cada seis mortes de crian¢cas menores
de 5 anos em 2015 ocorreu devido a pneumonia [55]. Isso representa uma morte a cada
35 segundos [55]. Embora as ocorréncias sejam subnotificadas, especialmente em
nacdes em desenvolvimento, como o Brasil, o agente viral mais comumente encontrado

nesses casos pediatricos € o RSV [2-9].
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1.1.2 Ovirus sincicial respiratorio (RSV)

“... Porque pelo fruto se conhece a arvore...” (Mateus 12:33)

O RSV é um pneumovirus, isto é, infecta as vias respiratorias e foi recentemente
reclassificado pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee
on Taxonomy of Viruses — ICTV) [56]. Pertence a ordem Mononegavirale, familia
Pneumoviridae, género Orthopneumovirus e sua renomeacéo para Orthopneumovirus
humano foi proposta.

Foi descoberto em 1955 e isolado de chimpanzés de laboratorio [57]. Recebeu o
nome de agente da coriza do chimpanzé (Chimpanzee Coryza Agent — CCA) por ter sido
isolado de chimpanzés que apresentavam coriza. Posteriormente, em 1956, foi
identificado em um dos pesquisadores desse grupo, o qual trabalhava diretamente com
0S animais em questdo, além de em adolescentes e em adultos, cuja sintomatologia era
semelhante [57]. No entanto, a primeira suposta descri¢cao do virus data de 1826 [58,59],
embora se acredite que ele seja bem mais antigo, e apenas nao tenha sido descrito
anteriormente devido as limitagBes técnicas concernentes a diferenciacdo dos agentes
causadores de infeccdes respiratérias [58]. A patologia foi relatada em 1939 [60] e a
primeira exposicao clinica da doenca foi feita nos anos 40 [61,62]. A presenca de RSV
no organismo gera caracteristicas peculiares, tais como a fusdo das células, produzindo
células gigantes multinucleadas — o sincicio [63] — e, por isso, foi denominado virus

sincicial respiratorio [Figura 4 e Figura 5].
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Figura 4 — Formacé&o de sincicios pelo RSV

g Receptor na
| & célula hospedeira

Célula ndo-
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A fusdo de células infectadas com células vizinhas, através da expresséo de proteinas de fusdo (proteina
F) do virus na superficie da célula hospedeira e da interagcdo dessa proteina com receptores celulares, leva
a formacéao de aglomerados multicelulares, os sincicios.

Fonte: Adaptado [64].

Figura 5 — Formagéao de sincicios in vitro

Células epiteliais humanas (5x10%) do tipo 2 (HEP-2), derivadas de carcinoma de laringe, cultivadas em
meio minimo essencial de Eagle (MEM) 10% soro fetal bovino, anteriores a infeccdo por RSV (A) e
posteriormente a infec¢do (B) com multiplicidade de infec¢do (MOI) 0.1 (isto é, uma propor¢do de uma
particula viral para cada 10 células). Aumento de 20x.

Fonte: Fotos cedidas por MSc. Larissa Figueiredo Alves Diniz (2017).
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Ele infecta as células epiteliais das vias aéreas superiores, podendo se estender
as inferiores de criancas, adultos e idosos, sendo mais critico entre criancas e idosos
devido ao sistema imune deficitario [revisto por 65]. Além disso, existem os grupos de
risco, isto €, individuos com maior predisposicdo a desenvolverem uma infeccdo mais
exarcebada, devido a prematuridade e baixo peso, a ma-formacbes pulmonares e
cardiacas, a doencas de etiologia genética e cromossémica, como portadores de
sindrome de Down, ou também a imunossupressao que afeta individuos soropositivos
[66-70] e transplantados [revisto por 71]. Embora ndo sejam muito comuns, existem
registros de infeccdo ou de material genético viral em outros locais que ndo somente no
aparelho respiratorio, tais como fluido cerebral, musculo cardiaco e figado [2,72].

E um virus envelopado, com um diametro de aproximadamente 150 nm [73]. Suas
particulas infectantes, os virions, podem ser encontrados tanto na forma semi-esférica,
como também na forma de filamentos, sendo, portanto, um virus pleomorfico [Figura 6].

Ambas as formas séo infectantes [74].
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Figura 6 — Pleomorfismo do RSV

As particulas infectantes do RSV, os virions, sdo pleomérficos e suas formas podem variar desde semi-
esféricas (A e B) até a forma mais comumente encontrada de filamentos (C e D).
Fonte: Adaptado [74].

Seu material genético consiste de uma fita de RNA genémico ndo-segmentada de
sentido negativo, isto é, sentido 3’-5’, com aproximadamente 15.2 quilo-bases (kb — kilo-
base pair, logo, 15.222 nucleotideos), o qual codifica onze proteinas [Figura 7],
nomeadamente NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 (subdividida em M2-1 e M2-2) e L. Suas
proteinas se dividem em nao-estruturais (aquelas que néo sao parte da particula viral) —
NS1 e NS2 — e estruturais — todas as demais, as quais compdem a particula viral: N, P,
M, SH, G, F, M2-1, M2-2 e L. As cepas virais séo classificadas em dois grandes grupos
antigénicos A e B, os quais diferem principalmente quanto a variabilidade genética da
proteina G [75-77]. Por ser um virus cujo genoma € nao-segmentado, e, portanto, ndo

realiza mudanca antigénica (antigenic shift, em inglés) como o virus influenza, sua taxa
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de variabilidade € devida, principalmente, ao erro intrinseco a leitura de sua RNA

polimerase, a qual ndo conta com mecanismos de corregéo e edi¢ao [77].

Figura 7 — Representacdo esquematica do RSV, de suas proteinas e de seu genoma
A B
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A - O RSV possui trés glicoproteinas de superficie responsaveis pela mediagdo do processo de
reconhecimento celular com o hospedeiro e posterior adeséo e fusdo (respectivamente, proteinas G e F,
auxiliadas pela proteina SH). A proteina M age no processo de empacotamento de novas particulas virais,
enguanto que as proteinas L, N, P compdem o complexo ribonucleoprotéico (RNP), e juntamente com as
proteinas M2-1 e M2-2 atuam no processo de replicacdo e transcricdo do material genético viral. As
proteinas ndo-estruturais NS1 e NS2 desempenham papel importante nos mecanismos de evasao do
sistema imune. B - O material genético do RSV consiste de uma fita de RNA simples ndo-segmentado e
com polaridade negativa. Esse genoma é codificado em 11 proteinas, sendo que a proteina M2 se
subdivide em M2-1 e M2-2.

Fonte: Adaptado [78].

Pela ordem de leitura do RNA (3'-5’) [Figura 7], os primeiros genes a serem
codificados s@o os das proteinas nao-estruturais (NS — nonstructural) NS1 e NS2, as
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quais sao proteinas pequenas com 139 e 124 aminoacidos, respectivamente. Elas podem
formar complexos homomeéricos (NS1-NS1, NS2-NS2), como também podem se associar
em um complexo heteromérico (NS1-NS2). Podem atuar sinergisticamente [79,80], com
foco no bloqueio da resposta imune inata da célula epitelial através da inibicdo da
secrecao de interferon dos tipos | e lll (a e B, A). [79,80]

Na sequéncia, vem a nucleoproteina N, a qual € composta de 391 aminoéacidos e
possui uma estrutura helicoidal [Figura 8]. E responsavel por proteger (encapsular) o
material genético viral resultante dos processos de replicacdo (o antigenoma, ou seja, 0
genoma de polaridade positiva — (+)RNA) e transcricdo (sintese de RNA mensageiro —

MRNA — a partir do (+)RNA), a fim de evitar sua degradacédo por nucleases [81,82].
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Figura 8 — Estrutura resolvida da Nucleoproteina — Proteina N — do RSV

A nucleoproteina do RSV apresenta estrutura helicoidal e é responsavel por encapsular o material genético
resultante dos processos de replicagdo e transcricdo. Observa-se a visao superior da proteina. A estrutura
foi escolhida por critérios de completude, e ndo de resolucéo.

Fonte: Protein Data Bank [83] (Cédigo de Identificacdo PDB: 2WJ8). Edi¢cdes de imagem feitas no programa
Chimera [84].

Conseguinte a nucleoproteina, vem a fosfoproteina P, cuja estrutura contéem 241
aminodcidos. Ela é fosforilada em diversas serinas e treoninas, sendo que tal processo é
realizado em diferentes taxas entre as diferentes cepas, com papel importante na
regulacéo da replicacédo e do brotamento do virus [revisto por 85]. Interage tanto com a
proteina N, quanto com a proteina L, formando o complexo ribonucleoprotéico (RNP), e
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também interage com a proteina M. Ela atua como cofator e estabilizador do complexo
da polimerase [81].

A proxima proteina é proteina de matriz M, que € uma proteina ndo-glicosilada
[Figura 9]. Forma uma camada protéica embaixo do envelope viral, envolvendo o
nucleocapsideo e interagindo com a membrana viral [78]. Desenvolve papel fundamental
no empacotamento do virus bem como em sua liberacdo. Sua auséncia prejudica a
formacao dos virions [86]. Possui 256 aminoacidos e sua dimerizacao € fundamental para
exercer sua funcéo [87].

Figura 9 — Estrutura resolvida da Proteina de Matriz — Proteina M — do RSV

A proteina de Matriz é fundamental para o empacotamento e liberagdo do virus. Sua forma ativa € um
dimero e é uma proteina ndo-glicosilada. Observa-se a visao lateral da proteina. A estrutura foi escolhida
por critérios de completude, e ndo de resolucao.

Fonte: Protein Data Bank [83] (Cddigo de Identificacdo PDB: 2VQP). Edicbes de imagem feitas no
programa Chimera [84].

As proteinas seguintes séo as glicoproteinas transmembranicas SH, G e F. Elas
desenvolvem papel primordial na adeséo da particula viral e na fusdo de sua membrana
a membrana da célula que sera infectada. A proteina SH (SH — Small Hydrophobic,

proteina “hidrofébica pequena”) apresenta 64 aminoacidos, no subtipo A, e 65
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aminoacidos, no subtipo B [88], e € uma proteina transmembranica do tipo Il. Isto
significa, basicamente, que seu dominio C-terminal se localiza externamente a
membrana celular viral, enquanto que seu dominio N-terminal é citoplasmatico [89]. Sua
funcdo parece estar relacionada a formacéo de poros, com caracteristicas de canais
ibnicos, nas células infectadas, as quais, provavelmente, sofrem com alteracdo da
permeabilidade da membrana [90,91].

A glicoproteina de membrana G é responsavel por mediar o processo de adeséo
do RSV a célula hospedeira. E uma proteina transmembranica do tipo Il, assim como a
proteina SH. Contém em sua estrutura de 289 a 299 aminoéacidos, dependendo da cepa
[88], sendo extremamente glicosilada [revisto por 88,92]. Aproximadamente 60% do seu
peso molecular é carboidrato [88]. A proteina G é expressa em duas formas: uma forma
transmembranica (mMG) e uma forma secretada (sG), as quais diferem quanto a
presenca/auséncia dos dominios N-terminal e transmembranico [93], sendo que a
segunda nao os contém. A forma sG corresponde a quase 80% do total de proteina G
liberada durante os estagios iniciais da infeccdo por RSV [94], e auxilia a bloquear a
opsonizacao e neutralizacdo do virus por anticorpos anti-G especificos produzidos pelo
hospedeiro [95]. A parte externa da proteina G (seu ectodominio) contém dois dominios
caracteristicos de mucinas, ou seja, dominios altamente glicosilados. Entre eles, existe
uma regido altamente conservada de 13 aminoacidos, a qual contém tanto um CX3C
motif (sequéncia conservada de amino&cidos, a qual interage com o receptor de
guimiocina — CX3CR1 — na célula epitelial) e uma regido rica em cisteina (GCRR), a
altima formada por quatro residuos de cisteinas ligados por duas pontes dissulfeto
[96,97]. Tanto o motif CX3C quanto a GCRR séo importantes para modulacdo do sistema
imune do hospedeiro, sendo CX3C motif um dos fatores essenciais para adeséo da
proteina G nas células epiteliais [98-102]. A proteina G também interage com o0s
proteoglicanos de heparan-sulfato (HSPG - Heparan-Sulfate ProteoGlycans)
comumente encontrados nas superficies celulares, embora isso venha sendo contestado

como artefato de cultura in-vitro [73, 103].
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A glicoproteina de membrana F — proteina de fuséo — € responsavel pela fusdo da
membrana viral & célula epitelial do hospedeiro. Ela € uma glicoproteina do tipo I, isto €,
seu dominio N-terminal se localiza externamente a membrana celular viral, enquanto que
seu dominio C-terminal € citoplasmatico [89]. Possui 574 aminoacidos [104]. A proteina
F existe em dois estados de conformac&o principais: pré e pos-fusdo. Na superficie viral,
as duas possibilidades conformacionais sdo possiveis de serem encontradas [105].
Essencialmente, considerando o ciclo celular no hospedeiro, essa proteina é sintetizada
como um precursor FO na forma monomérica. Posteriormente a passagem pelo aparelho
Golgiense, os mondémeros séo clivados apos os aminoacidos 109 e 136 [106,107], por
uma protease celular do hospedeiro chamada furina [108,109], resultando em trés
polipeptideos. Os produtos finais da clivagem, ou seja, as por¢cdes N e C (-terminais) dao
origem as subunidades F2 e F1, as quais sédo interligadas por duas pontes dissulfeto

[110,111] [Figura 10, linhas em verde]. O trimero formado € exposto na superficie do

virion. No entanto, ele é meta-estavel, ou seja, ele ndo estd na conformacéo
termodinamica mais equilibrada, sendo que nessa configuracdo é denominado RSV-F
pré-fusdo [Figura 11A]. Por um estimulo ainda desconhecido [112], a proteina sofre uma
série de alteracBes conformacionais que culminam em seu estado de pés-fusdo [Figura
11B]. Ainteracédo de RSV-F com alguns receptores celulares tem sido sugerida, tais como
TLR4, ICAM-1 e nucleolinas [113-117]. A proteina F € o principal foco de desenvolvimento
de estratégias farmacéuticas de prevencao e de tratamento contra infec¢des por RSV,
por ser essencial a infeccao viral [118] e, além disso, por ser a principal proteina

responsavel pela formacéo de sincicios, caracteristicos dessa infecgéo [Figuras 4 e 5].
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Figura 10 — Proteina F: sua sequéncia e modificacdes
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A proteina de Fusdo do RSV. Representacdo esquematica da estrutura priméaria de um monémero de RSV
F, antes (A) e depois da clivagem pela protease furina (B).

Legenda: HR (Regido de repeticdo de padrao Heptad, isto é, sequéncia de 7 amino&cidos, nomeados
genericamente ab c d e f g, em que “a” e “d” sdo geralmente hidrofébicos e “b” “c” e “f” tendem a apresentar
cargas. A estrutura formada, nesse caso, é um coiled coil [119]) A e B sdo indicadas em laranja e vermelho,
respectivamente. As pontes dissulfeto sdo representadas pelas linhas verdes. SP - peptideo sinal; p27 -
peptideo 27; FP - peptideo de fusdo; HRA e HRB - regides de repeticdo heptad A e B; TM - dominio
transmembrana; CT - cauda citoplasmatica.

Fonte: Adaptado [112]
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Figura 11 — Estruturas resolvidas da Proteina de Fuséo — Proteina F — em seus estados
de pré e pos fusao

A proteina F do RSV possui dois estados principais de conformacgéo: pré-fusdao, um estado meta-estavel
(A), (B) e (C) e pbs-fusdo, um estado estavel (D), (E) e (F).

Em laranja, a regido HRA, em vermelho a regido HRB, e em cinza, reagaldo no formato de bolas o peptideo
de fusdo. Observam-se a visdo lateral da proteina em (A), (B), (D), e (E) e superior em (C) e (F). As
estruturas foram escolhidas por critérios de completude, e ndo de resolucgéo.

Fonte: Protein Data Bank [83] (CAdigos de Identificacdo PDB: 4JHW (A) e 3RRR (B)). Edi¢des das imagens
feitas no programa Chimera [84].

As ultimas proteinas a serem lidas séao as proteinas M2-1, M2-2 e a proteina L. As
proteinas M2-1 e M2-2 participam e regulam os processos de replicacdo e transcri¢cdo do
RSV. A M2-1, uma fosfoproteina de 190 aminoacidos [Figura 12], regula a transcrigdo
dos mRNA em conjunto com a proteina P, atuando como um fator de processividade e
antiparada, e contribuindo, desta forma, para o trabalho de leitura da proteina L [120].

Para exercer sua funcéo antiparada, a M2-1 necessita estar em sua forma tetrameérica
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[121]. Outra importante funcdo é que ela auxilia na interacdo da proteina M com o
nucleocapsideo (formado pelas proteinas L, N e P) para a liberacdo da particula viral
[121]. Ja a M2-2, uma proteina de 94 aminoé&cidos, medeia a transicdo da transcrigdo

para replicacdo, regulando negativamente a sintese de RNA (replicacdo) [122].

Figura 12 — Estrutura resolvida da Proteina M2-1 do RSV

A fosfoproteina M2-1 atua na transcricdo do virus como um fator de processividade e antiparada. Para
exercer sua fungdo antiparada, a M2-1 deve estar em sua forma tetramérica. Observa-se a visao superior
da proteina. A estrutura foi escolhida por critérios de completude, e nao de resolucéo.

Fonte: Protein Data Bank [83] (Cddigo de Identidade PDB: 4C3D). EdigGes de imagem feitas no programa
Chimera [84].

A Ultima e a maior proteina do RSV a ser lida € a proteina L (L — Large, “grande”).

Ela é composta de 2165 aminoacidos, e atua como a maior subunidade catalitica do
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complexo RNA-polimerase-RNA-dependente (RpRd). Sua principal funcdo € na
replicacéo e transcricdo do genoma viral, reguladas pelo complexo RNP [120].

O conhecimento das estruturas protéicas do RSV auxilia na elaboragéo de novas
estratégias de controle e prevencéo da patologia, o que é urgente. Estima-se que a taxa
de episodios de infeccdo por RSV em 2005 em todo mundo e em criancas menores de 5
anos foi de quase 34 milhdes, sendo que dessas, 3,4 milhdes requeriram hospitalizacbes
[5]. Considerando-se todas as idades, a taxa sobe para 64 milhdes. Em 2010, houve
cerca de 253 mil mortes, a maioria em paises em desenvolvimento [10]. Nos Estados
Unidos, de 11 a 17 mil adultos morrem devido a infec¢do por RSV anualmente [123].
Além da problematica de saude publica a nivel global, o0 RSV também representa um
peso em termos de gastos com as taxas de admissdes hospitalares e internagdes, e de
perda de produtividade e estresse por parte dos pais e cuidadores. Os gastos anuais com
internacdes relacionadas ao RSV em criancas menores de 5 anos foram estimados em
£54 milhdes no Reino Unido [124]. Um estudo publicado por pesquisadores do Canada,
estimou em $ 736,69 (dblares canadenses) 0s custos por internagcéo, sendo que o tempo
de permanéncia no hospital foi, em média, de 7 dias [125]. Esses gastos tendem a ser
maiores quando considerados os grupos de risco.

Para além da infeccdo por RSV estritamente, existe ainda o problema das
consequéncias da infecgdo per si. As IRAs virais no trato respiratorio inferior de neonatos
e criancas tendem a ocasionar sequelas graves, devido, principalmente, ao
remodelamento das frageis vias aéreas em resposta a presenca do patégeno. Uma das
consequéncias, que vem sendo relacionada a infec¢cdo por RSV na tenra idade € o
desenvolvimento de asma [126-129], a qual também € uma problematica de saude
publica a nivel global [revisto por 130]. No Brasil, no periodo de 2003 a 2013, ela foi
responsavel por 38% das interna¢des hospitalares [131].

Portanto, prevenir infec¢cdes por RSV ou elaborar estratégias mais eficientes de
tratamento, significa ndo so6 fazer jus ao compromisso de bem-estar das criancas, como
também reduzir gastos publicos e particulares concernentes ao tratamento do estado

patolégico causado pelo virus. Além disso, diminuir a possibilidade de desenvolvimento
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de doencas respiratdrias crbnicas como a asma, desonera 0 sistema publico de saude.
A elaboracdo de novas estratégias perspassa o entendimento ndo s6 da estrutura do
virus, como também da interacdo com o hospedeiro por meio de seu ciclo replicativo, ou

seja, de seu ciclo de multiplicacao.
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1.1.2.1 Ciclo do RSV

“To be or not to be, that is the question.” (William Shakespeare)

Virus séo parasitas intracelulares obrigatorios. Se por um lado eles existem como
entidades bioldgicas por apresentarem uma estrutura organizada, embora acelular, e um
material genético que codifica para proteina, por outro, no entanto, eles dependem de
uma magquinaria celular para executar todos 0s seus processos metabdlicos. Ou seja,
eles s6 “sao” dentro de uma célula. A dicotomia do “ser ou nao ser” abrange do micro ao
macro. E o0 RSV nao foge a ela.

O primeiro passo em direcdo a infeccdo de uma célula é superar as barreiras
quimicas e fisicas que se interpdem no caminho. N&o é facil. No caso do RSV, as células
a serem “conquistadas” (ou talvez “invadidas”, a depender do ponto de vista) séo as
células epiteliais do aparelho respiratorio superior e inferior. O RSV tem preferéncia por
infectar a superficie apical dessas células [132], ou seja, 0 topo delas. Para obter sucesso
nessa infeccao, ele precisa primeiramente resistir a presenca de substancias tais como
muco, surfactantes e peptideos antimicrobianos, 0os quais sao produzidos por células
especializadas no tecido epitelial como mecanismo de lubrificacdo e de defesa [33,39,
Figura 2], ndo s6 contra o RSV, mas também contra quaisquer outros patdégenos. Além
dessas substancias, existe ainda o movimento dos cilios, o qual tende a dificultar a
adesdao do virus as células, como também a favorecer o transporte de microrganismos,
eventualmente presos no muco, para o ambiente acido do estdmago.

Se superadas as barreiras quimicas e fisicas, 0 RSV deve aderir a célula, para
entdo poder adentra-la e iniciar seu ciclo replicativo. Portanto, &€ necessario haver uma
interacdo entre suas proteinas de superficie e os receptores celulares. Ademais, €
fundamental que a célula seja susceptivel e permissiva a infecgéo, isto é, seja infectada
e ofereca as condi¢cOes para que o virus se multiplique. Isso é chamado de tropismo [133].
As proteinas do RSV responsaveis pelo processo de adeséo e fusdo a célula epitelial séo



43

as glicoproteinas de membrana G e F. A proteina G medeia o processo de adesao, pela
interagcdo com heparan-sulfatos e o receptor de quimiocina CXC3R1 [98-102]. E a
proteina F realiza o processo de fusdo da membrana do envelope viral com a membrana
celular, por meio de alterac6es conformacionais na sua prépria estrutura, como também
por estimulos desencadeados pela interacdo com receptores celulares tais como TLR-4,
nucleolina e ICAM-1 [113-117]. Um modelo de fusdo bem elucidativo, a partir da interacéo
da proteina F com o receptor nucleolina foi proposto por Griffiths e colegas [73] [Figura
13]:
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Figura 13 — O processo de fusdo entre o envelope do RSV e a membrana celular

A B
" Trimero Pre-fusdo

Sitios Antigénicos @ © 0 © RSV-F

¢ D
A ligacdo do receptor a RSV-F1 pode levar 2 liberacéo A mudanca conformacional de F1 aproxima os
da porcdo N-terminal do peptideo de fusdo, o qual se dominios N e C-terminais de F1, forcando as
insere na membrana celular do hospedeiro membranas viral e celular a se contatarem.

E

F1-pos-fusdo estavel e a formacdo do poro de fusdo

O envelope do RSV contém vérias RSV-F proeminentes, ancoradas via seus dominios transmembranas.
(A) RSV-F no estado de pré-fusdo, com a maior parte dos epitopos de neutralizacdo do peptideo de fusao
localizados na regido N-terminal. O maior sitio antigénico @ existe apenas na conformacgéo de pré-fuséo e
é perdido ap6s a fuséo. A interacdo entre o trimero de RSV-F e o receptor pode causar uma mudanca
dramética na conformacdo de RSV-F pré-fusdo (B) o que leva a insercao do peptideo de fusdo na
membrana celular da célula do hospedeiro (C) forcando o contato entre o envelope viral e a membrana
celular (D). Apesar de apenas dois monémeros de RSV-F serem simplificadamente mostrados aqui, é
necesséria a forca combinada de multiplas mudancas de conformacdo de RSV-F para superar a barreira
termodinamica em mesclar as membranas, para assim estabelecer um poro de fusdo que possibilite a
liberagdo do nucleocapsideo viral no citoplasma da célula hospedeira.

Fonte: Adaptado [73].
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Além da fusdo, o RSV também é capaz de adentrar a célula por outro mecanismo
chamado macropinocitose, embora ainda ndo seja bem estabelecido o papel dos
receptores e de quais deles atuem nesse sistema [134].

Apés o processo de fusdo, ou de macropinocitose, o nucleocapsideo viral é
liberado no citoplasma celular e a replicacéo deve ser iniciada. No caso do RSV, os sitios
de replicacao viral sdo conhecidos com corpusculos de incluséao (CI) [73]. Embora o papel
dos corpusculos de inclusdo ndo seja completamente elucidado, eles tém participacdo
na sintese de RNA viral e na modulacdo das respostas imunes do hospedeiro [73]. A
formacdo de Cl em células infectadas se inicia quase que ao mesmo tempo em que se
comeca a sintese de proteinas virais (ao redor de 6 horas apds a infec¢do), e seu
tamanho aumenta gradativamente conforme o processo de replicagéo continua [135].

O RNA viral liberado no citoplasma € entdo coberto pela proteina N, de forma a
evitar seu reconhecimento por nucleases e, assim, impedir sua degracdo [81,82]. O
posicionamento da proteina N sobre o RNA viral possibilita o trabalho do complexo RpRd
(proteina L acessorada pelas proteinas P, N, M2-1 e M2-2), o que constitui o centro do
sistema de replicacdo do RSV [120]. A relacdo complexa de interacdo entre as proteinas
do complexo RpRd resultara na alternancia entre os processos de replica¢do do material
genético viral ((-)RNA->(+)RNA) e transcricdo do mesmo, produzindo assim suas
proteinas e possibilitando o empacotamento e a geracdo de novos virions [Figura 14].
Apenas as proteinas N, P, M e F sdo estritamente essenciais para a formacédo de novas
particulas virais [136].
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Figura 14 — Sintese do ciclo replicativo do RSV

Fuséo viral e liberagéo.
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O modelo de replicagdo do RSV em células epiteliais das vias aéreas (AEC — airway epithelial cells ). 1- O
RSV se liga e entra na célula epitelial, como descrito na figura 13. 2- O complexo RNP se dissocia do
restante da estrutura de revestimento viral e é liberado no citoplasma. 3- Uma vez dentro do citoplasma, o
complexo RNP inicia o processo de replicacdo-transcricdo do genoma viral, o qual ocorre principalmente
dentro dos corpusculos de inclusdo. As principais proteinas atuantes no complexo sdo as proteinas L, N e
P, acessoradas pelas proteinas M2-1 e M. 4- Nos estagios iniciais da infecgdo, a proteina M migra para o
nucleo, possivelmente para bloquear a transcricao de genes do hospedeiro. Nas etapas finais da infec¢éo,
a proteina M se localiza novamente no citoplasma através de um sinal de exportacéo nucleo dependente
de Crm-1. 5- A proteina F se desloca aos lipidios de superficie para mediar a formacéo de filamentos para
0s virions que sairéo na superficie da célula hospedeira. Ali, a proteina F recruta outras proteinas virais,
tais como as proteinas G, SH, N, P e M para formar um complexo na superficie das células infectadas e
unir as proteinas do RSV. No virion, a proteina M se liga a proteina M2-1 no complexo RNP, recrutando
essa estrutura para a membrana celular a fim de possibilitar a montagem do virion. Nesse estagio, a acédo
da actina facilita a montagem e liberacdo do virion. Além disso, a proteina de choque térmico (HSP90 —
heat shock protein) liga a actina as proteinas virais. Finalmente, o brotamento do virion ocorre na superficie
apical da célula AEC através do endossoma de reciclagem, o que envolve a participacdo da proteina
Rab11-FIP-2.

Fonte: Adaptado [137].
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Para ter sucesso na infeccdo, o RSV necessita driblar os mais variados
mecanismos de defesa do organismo. Assim que ocorre a interacdo das proteinas G e F
com a superficie celular, seja em células epiteliais, como também em células dendriticas
e macrofagos residentes no tecido epitelial, as particulas virais sdo reconhecidas por
receptores especificos. Esses receptores especificos de sinalizacdo incluem receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs), receptores do tipo Toll (TLRS), receptores de gene
induziveis pelo acido retindico (RIG-1) e receptores do tipo Nod (NLRs) [138]. Eles
promovem, entdo, o desencadeamento de uma cascata de sinalizacdo na célula
infectada, a qual impulsionard um estado antiviral nas células vizinhas ainda néo-
infectadas, e recrutara células de defesa para combaterem o virus.

O reconhecimento das particulas virais leva a producdo de véarias quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias, tais como IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, RANTES, IL-1B, IL-
6, IL-8 e TNF-a [139,140], o que estimula o recrutamento de células do sistema imune
inato tais como mondcitos, macréfagos, células NK, neutrofilos e células dendriticas.
Além disso, a célula infectada também passa a produzir interferons (IFN) do tipo | (a e B)
e libera-los no meio extracelular. Isso induz as células vizinhas néo-infectadas ainda, a
transcreverem genes estimulados por interferon (ISG — interferon stimulated genes),
proporcionando a essas um estado antiviral caracteristico, 0 que ja as prepara para uma
eventual infecgao.

Ademais, as células do sistema inato, interagem com as células do sistema
adaptativo — linfécitos T e B — de forma a tentar otimizar a defesa do organismo contra o
patdgeno, como também a gerar memaria a partir da producéo de anticorpos. Entretanto,
a producao de anticorpos contra RSV (IgA e IgG) é marcadamente descrescente com o
passar do tempo. Apés um ano de infeccdo, os anticorpos IgG anti-RSV néo foram
detectados em 25-50% em criangas pequenas, e apresentaram uma taxa de deteccéo
de apenas 25% em quase 75% dos adultos [141-143]. Isso evidencia que a produgéo de
anticorpos nao gera memoria de longa duracéo contra RSV, o que favorece re-infeccoes.

Os principais mecanismos desenvolvidos pelo RSV para escapar do sistema

imune sao mostrados na Figura 15.
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Figura 15 — O RSV e seus mecanismos de evasao do sistema imune
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O RSV prejudica a elaboracdo de uma resposta imune efetiva, por interagir com a imunidade do hospedeiro
por meio de diversos mecanismos. 1- A proteina NS2 se liga a RIG-1 e dificulta a resposta imune inata via
MAVSs. 2- A proteina NS1 bloqueia a ligagédo de IRF3 ao promotor de IFN-B; a proteina G e a proteina N
também inibem a producéo de interferon do tipo I. 3- As proteinas NS1 e NS2 aumentam a taxa de
degradacdo de STAT2. 4- A proteina F se liga a TLR4 e pode causar dessensitizacdo da via de sinalizagéo
de TLR. 5- A proteina G secretada (sG) pode se ligar a CX3CRL1 nas células dendriticas e 6- em alguns
linfécitos, ocasionando alteracdo da quimiotaxia e reducdo de fungéo. 7- sG pode atuar como uma “isca”
para anticorpos de neutralizacdo. 8- A proteina N pode desfazer a sinapse imunolégica formada por
linfécitos TCD4+ e TCD8+. 9- As proteinas NS1-NS2 reduzem a maturacdo de células dendriticas,
atenuando a eficacia delas em apresentar antigenos. Abreviagdes: cDC - células dendriticas
convencionais; ISG — gene estimulado por interferon; pDC — célula dendritica plasmocitoide; TLR — receptor
do tipo Toll.

Fonte: Adaptado [65].
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Resumindo, o ciclo replicativo do RSV envolve as etapas de adesédo e entrada,
desnudamento e liberacdo do material genético, replicacdo e transcrigdo,
empacotamento da particula viral e, por fim, o brotamento e a liberacdo do virus. Apesar
de em alguns desses passos, uma ou duas proteinas serem protagonistas, é a atuacao
conjunta de todas elas que propicia o sucesso da infeccdo, justamente pela juncdo de
diversos mecanismos de modulacao do sistema imune. Desenvolver estratégias antivirais
requer ndo s6 o entendimento desses passos e da estrutura e atuacdo das proteinas
virais, como também a compreensdo de que existe uma delicada rede de interacdes
qguimicas, fisicas e bioldgicas estabelecidas entre o virus e a célula. As estratégias podem
focar diferentes proteinas virais ou celulares em uma ou diferentes etapas, como também

se fixar em uma enzima ou proteina especifica de uma etapa. Vamos a elas.
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1.1.2.1.2 Estratégias Antivirais contra RSV

“.. Mas onde se achara a sabedoria?
E onde esta o lugar
do entendimento?...” (J6 28:20)

Elaborar estratégias antivirais, assim como antibacterianas e antifingicas requer
lidar com um desafio pertinente e persistente nesses casos: 0 surgimento de mutantes
resistentes. Devido a alta taxa de erros intrinseca ao processo de replicacao-transcricéo
viral, no caso do RSV ligada a falta de mecanismos de reparo e edicdo em sua RNA-
polimerase [77], a resisténcia é um fator crucial, o que pressupfe a necessidade
constante de elaboracédo, aprimoramento e combinacao de estratégias anti-RSV.

Diferentes etapas do ciclo reprodutivo do virus na célula podem ser exploradas,
na tentativa de inibir a replicacéo viral [Figura 16]. Focar na inibicdo da entrada do virus,
por exemplo, apresenta a vantagem de haver uma quantidade menor de virus com a qual
se deve lidar. Nas etapas posteriores, de replicacdo, brotamento e liberacdo do virus, a
aposta € na especificidade do composto em questéo, de interagir especificamente com
0S processos e proteinas do virus, de forma a ndo causar maleficios a célula hospedeira.
Neste caso, cabe mencionar o antiviral acyclovir, um analogo de guanina, pela sua alta

seletividade e eficiéncia na inibicdo da replicacao do virus do herpes [144].
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Figura 16 — O ciclo viral do RSV e algumas estratégias de inibicao
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O passo-a-passo do ciclo do RSV e as estratégias mais comuns de interven¢éo, as quais consistem no
blogueio da fusao e/ou da sintese de RNA.
Fonte: Adaptado [3].

Os Unicos antivirais disponiveis atualmente contra RSV sdo o palivizumabe
(Synagis®) para prevencdo e a ribavirina para tratamento. Além desses, medidas
paliativas de cuidado também sao utilizadas.

O palivizumabe (MEDI-493) é um anticorpo monoclonal humanizado [Figuras 17 e
18, 145], direcionado a proteina F nas conformacdes de pré e pés fusdo [146]. Logo, sua
acado consiste em se ligar a proteina F em seu respectivo sitio (sitio Il — aminoacidos 254
a 277 [Figura 19, 146,147]) e inibir a fusdo do virus a célula [148]. Ele deve ser aplicado

em cinco doses mensais, durante a temporada de infec¢cdo por RSV, na concentracéo de
15 mg/kg e intramuscularmente em criangas pertencentes aos grupos de risco — aquelas
com ma-formacdo pulmonar, com doencas cardiacas, prematuras, acometidas por

desnutricdo, imunocomprometidas pelo virus da imunodeficiéncia humana (do inglés
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human immunodeficiency virus — HIV), dentre outras [149]. Sua eficacia, no entanto, tem
sido questionada entre os diferentes grupos de risco [41]. Além disso, j& foram
identificados mutantes resistentes ao palivizumabe, tanto em modelos experimentais,
como também clinicos [150-152]. Os custos de tal profilaxia dificultam sua aplicacdo em
larga escala (1 mililitro da solucéo intramuscular a 100 mg/mL custa em torno de $2.960

(dois mil, novecentos e sessenta dolares americanos) [153]).

Figura 17 — A engenharia dos anticorpos
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O palivizumabe é um anticorpo humanizado, isto €&, resulta da combinacdo, por meio de tecnologia de
engenharia genética, de anticorpos humanos e de camundongos.
Fonte: Adaptado [154]

Figura 18 — Palivizumabe (MEDI-493)

A estrutura resolvida do anticorpo Palivizumabe (codigo de identificacdo PDB:2HWZ). Edig&do da imagem
feita no programa Chimera [84].
Fonte: o autor.
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Figura 19 — Os sitios antigénicos da proteina F
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A proteina F é o principal foco de desenvolvimento de estratégias de anticorpos e de inibidores pequenos.
Seis sitios antigénicos tém sido descritos, sendo que desses, o palivizumabe se liga ao sitio Il (em amarelo)
presente em ambas conformagdes.

Fonte: Adaptado [112].

A ribavirina [Figura 20] € uma molécula andloga ao nucleosideo guanosina,
disponivel no mercado para ser usado sob a forma de aerossol. No entanto, apresenta
efeitos potencialmente téxicos (mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos),

dificuldades na administracao e eficacia questionavel [3,4,11-13].
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Figura 20 — A Ribavirina
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A ribavirina (A) € um antiviral de amplo-espectro utilizado no tratamento de infec¢fes por RSV, pelo virus
da hepatite C e pela febre hemorragica viral. Sua acédo consiste em bloquear a sintese de RNA e o
encapsulamento de mRNA virais. Por ser um analogo do nucleosideo guanosina (B), um dos mecanismos
sugeridos para acao antiviral da ribavirina é que ela seja incorporada ao RNA e, por ndo possuir o fosfato
que liga um nucleotideo ao outro lateralmente, compromete a integridade desse. Moléculas (A) e (B)
elaboradas no servidor Swiss Model [155].

Fonte: Adaptado [156, 157]

As medidas paliativas consistem no uso de suporte respiratorio por meio de
ventilacdo (fornecimento de oxigénio) e de broncodilatadores, e estes ultimos tém sido
guestionados quanto a sua eficacia [4,12,158].

E importante salientar que criancas recém-nascidas e idosos s&0 0s grupos mais
acometidos pela infeccdo por RSV, devido ao seu sistema imune ndo completamente
formado ou debilitado. Até aos 2 anos de idade, virtualmente todas as criancgas ja foram
infectadas e aproximadamente 50% delas seréo infectadas ao menos duas vezes pelo
RSV [159,160]. Logo, a prevencao dessa infeccéo e seu tratamento devem prezar pelo
uso de compostos terapéuticos com caracteristicas como baixa toxicidade, seguranca na

administracéo, eficacia e, além disso, custo reduzido. Embora a elaboracdo de uma nova
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vacina contra RSV tenha entrado em fase 1 de testes clinicos em adultos saudaveis [161],
a problematica da resisténcia justifica o fato de que a busca por compostos ativos
continue. Esses compostos devem prevenir a infec¢do, reduzir a sua gravidade, diminuir
o tempo de internacéo, a taxa de admissao hospitalar bem como os gastos intrinsecos.

Diversas estratégias tém sido estudadas como alternativas ao uso de ribavirina e
palivizumabe [para revisdo 73,162,163]. Essas abarcam desde a proposta de utilizacao
de cisteinil-leucotrienos para o tratamento de bronquiolite [164], como também o uso de
citocinas [165], o desenvolvimento de vacinas [161], outros anticorpos [166], nanobodies
[167] até a descoberta de pequenas moléculas inibidoras de entrada, fusdo ou da
replicacdo desse virus [3,168-179].

O principal foco das pesquisas, no entanto, € o bloqueio da alteracdo
conformacional de RSV-F. Isso representa uma obstrucdo a infec¢do logo em sua etapa
inicial. Ainda que o RSV possua o mecanismo de macropinocitose [134], a restricdo
oferecida por uma proteina F imobilizada configura um grande revés para o0 sucesso da
infeccéo.

A vista disso, vérias regides de RSV-F tém sido candidatas a alvo de intervencdo
farmacoldgica, como sitios antigénicos [257,259], sitios de N-glicosilacdes [260], residuos
de cisteina [261], assim como diferentes residuos de RSV F os quais podem interagir

com peptideos e moléculas pequenas capazes de inibir a entrada do virus [256,258,262].

Battles e colegas [256] descreveram um mecanismo desenvolvido por moléculas
pequenas capazes de inibir a entrada do virus via proteina F. Eles sugerem o inibidor
JNJ-2408068 e relatam que sua atividade se deva a ligacdo com alta afinidade a um
bolséo trissimétrico dentro da cavidade central da estrutura de pré-fusdo da RSV-F, e,
portanto, ocasione a estabilizacdo da regido, devido a restricdo da movimentacao dela.
Por conseguinte, mantém o estado meta-estavel de conformacéo pré-fuséo [Figura 21],

0 que evita a alteragdo conformacional para pds-fuséo.
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Figura 21 — RSV-F modelada neste trabalho e o bolsdo trissimétrico dentro de sua
cavidade central

A) Trimero de RSV-F modelada neste trabalho (RSVmF), no formato de esferas. B-D) Diferentes
visualizagbes da estrutura de RSVmF, com o bolséo trissimétrico em realce. Em (B), exibe-se uma vista
frontal da proteina, sob formato de new cartoon. Em (C), uma vista superior, ainda sob esse mesmo
formato. Em (D), vista lateral, sob formato de esferas. Em (E), o bolsdo trissimétrico e negativamente
carregado isolado da estrutura RSVmF, sob formato de esferas. Esse bolsédo é formado por residuos de
fenilalanina (488, em verde, nas cadeias A, B e C), de aspartato (486 e 489, em vermelho, nas cadeias A,
B e C) e glutamato (487, em azul, nas cadeias A, B e C). As distancias entre as fenilalaninas séo exibidas,
e equivalem a 5,474 A entre cadeia A (direita abaixo) e B (esquerda abaixo), 5,497 A entre cadeia B e C
(acima, no meio), e 5,491 A entre cadeia C e A. O VMD [239] e o Chimera [84] foram usados para
elaboracao e edicao da imagem.

Fonte: o autor.

Dentre as muitas moléculas que vém sendo testadas e, a despeito de todo
desenvolvimento da quimica sintética, os produtos naturais continuam representando um
expoente estratégico de exploragédo [180-183]. Garofalo e colegas [12] e outros [14-18]
mostram que o desenvolvimento da infeccdo por RSV depende de sinalizagéo celular


https://drive.google.com/file/d/1cYPSLkMq3wai5U7QMzj8-9TsRrpSKOjE/view?usp=sharing
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regulada pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs ou, em inglés, Reactive
Oxygen Species — ROS). Os compostos fendlicos, provenientes de metabolismo
secundério vegetal, possuem capacidade neutralizante de EROS sendo, portanto, uma
alternativa para modulacéo do processo inflamatorio resultante de infeccéo por RSV, e,
possivelmente, para reducdo da carga viral. Alem de sua capacidade antioxidante, os
compostos fendlicos interagem com membranas e, por conseguinte, podem interagir com
proteinas ali presentes [266-271], sendo que muitas dessas interacdes explicam seus
efeitos farmacolégicos. Vejamos algumas dessas moléculas.
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1.2 Flavonoides

“.. Metafisica? Que metafisica tém aquelas arvores? ...” (Fernando Pessoa)

A histéria da humanidade perspassa o paradigma saude-doenca e, intrinseco a
ele, a forma como a cura é buscada e a doenca encarada. Desde os primérdios das
civilizacbes, os registros histéricos mostram que, para 0s povos antigos, as moléstias
eram como castigos dos deuses, ao passo que o estar-bem era visto como uma relacéo
harmoniosa para com 0s mesmos. Se a doenga era causada por um desentendimento
com as divindades, a cura também deveria ser buscada nelas e no que por elas foi criado,
a natureza. Os egipcios inauguram uma medicina mais empirica através nao so do
desenvolvimento de técnicas de mumificacdo, como também do uso de ervas medicinais
[184].

Assim, os vegetais foram e continuam sendo fontes expressivas de compostos
com atividades farmacoldgicas significativas. Podemos mencionar as civilizacdes
orientais e milenares e seu vasto conhecimento floristico e medicinal. Além disso, o poder
‘curativo’ de alguns chas, os quais, em certas épocas, foram até chamados de “pocdes
magicas”. De igual forma, o “néctar dos deuses” ou simplesmente “vinho”, tdo comumente
citado em muitas literaturas, ndo sé como um estimulante mas também como remédio: o
primeiro milagre de Jesus foi converter agua em vinho; Paulo recomenda a Timéteo que
tome vinho como remédio para o estbmago; os gregos tinham até um deus consagrado
a ele — Dionisio — convertido pelos romanos ao deus Baco. E dessa maneira chegamos
a um comprimido de aspirina tdo popular atualmente. A producdo de compostos com
atividades farmacoldgicas relevantes nada tem a ver com nossas necessidades
humanas, mas sim com o custo de sobrevivéncia requerido daqueles organismos.

Os vegetais sao seres fixos. Isso significa que, independente de como o ambiente
ao seu entorno se encontra, eles ndo possuem como estratégia de sobrevivéncia a
locomocéo. Dessa forma, € patente a necessidade de producdo de moléculas as quais

0s possibilitem resistir desde aos raios solares, como também a ataques de
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microrganismos, de nematddeos e a herbivoria, e, além disso, a poderem garantir seu
pedacinho-de-terra. “Cada um no seu quadrado”.

Dentre a mais variada gama de compostos produzidos pelos vegetais, assumem
proeminéncia os compostos flavonoidicos. Flavonoides sdo moléculas pertencentes ao
metabolismo secundario [185] vegetal, isto é, ao conjunto de reacdes quimicas que
ocorrem no interior das células vegetais com a finalidade de produzir substancias que
auxiliem na adequacdo ao ambiente e as suas exigéncias. A importancia desse tipo de
metabolismo n&o se reduz, ainda que classificado como secundéario, por ndo se relacionar
a nutricao, respiracdo ou a sintese de moléculas estruturais, tais como proteinas, lipidios
e carboidratos. Ele se destaca, entretanto, por ser essencial para assegurar uma maior
chance de competicdo e sobrevivéncia. Em sua maioria, os flavonoides compartilham
uma estrutura quimica semelhante (esqueleto de difenil propano com dois anéis
benzénicos), como mostrado na parte central [Figura 22].

Entre as suas varias classes, os flavondis tipo quercetina sdo os mais abundantes
entre os flavonoides conhecidos. Podem ser encontrados em uma variedade de
alimentos comuns como magcas, uvas, tomates, cebolas, chéas, entre outros. A quercetina
corresponde a cerca de 90% da ingestdo humana diaria de flavondides (50-500mg/dia)
[186].
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Figura 22 — Estrutura basica dos flavonoides e alguns de seus grupos
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Os flavonoides diferem entre si, em termos de classes, pelo grau de oxidagao do anel “C”. Dentro de cada
classe, as diferencas residem na presenga de radicais e/ou agucares nos anéis “A” e “B”. Moléculas de
aclcares (carboidratos) ligadas aos carbonos 6 e 8 (anel A), sdo classificadas como C-heterosideos. Se
estiverem em outros carbonos que ndo esses dois, exclusivamente, a molécula é classificada como O-
heterosideo. A quercetina possui radical -OH nas posigdes 3, 5, 7, 3’, 4’ (figura central) e uma dupla ligagao
com oxigénio na posicdo 4.

Fonte: Adaptado [267].
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A quercetina é um flavonoide bastante controverso na literatura. Alguns
concordam com o seu potencial, enquanto outros ndo. E os argumentos de ambos os
lados s&o persuasivos.

A literatura relata uma miriade de atividades sobre o potencial farmacologico da
quercetina. Estudos in-vitro descrevem propriedades antioxidante, hepatoprotetora,
antitumoral, anti-inflamatéria, nefroprotetora, imunomodulatéria, anti-histaminica,
regulatéria da pressao arterial, antifibriogénica, gastroprotetiva, entre outras. Além disso,
possui atividade antibacteriana contra Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Micrococcus luteus, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis [19,20],
Staphylococcus aureus [21], contra a formacéo de biofilmes em patégenos presentes nos
alimentos [22] e inibicAo parcial da DNA girase de Escherichia coli [23]. Também
apresenta atividade antiviral contra Herpes simplex tipo 1, parainfluenza tipo 3, rinovirus,
influenza A, hepatite C, dengue, contra a transcriptase reversa do HIV e outros retrovirus
[24-29].

No entanto, essa vastiddo de atividades tem sido questionada quanto a sua
efetividade, confiabilidade e validade, por certos autores que a classificam, junto a outros
compostos e produtos naturais (natural products — NP) como composto de pan-
interferéncia em ensaios (Pan-assay interference compounds — PAINS [186]), panaceia
metabdlica invalida (Invalid Metabolic Panaceas — IMPs [187]) ou inibidor promiscuo
(Promiscuous Inhibitors — P1[188]). As criticas residem justamente no fato de a quercetina
apresentar uma vastidao de atividades, o que revelaria inespecificidade. Além disso,
menciona-se que tal enormidade de efeitos se deve a propenséo da molécula em formar
agregados entre si e com proteinas celulares, e, portanto, devido a agregacao, causar
multiplos impactos nas diversas atividades celulares. E relatada também a
susceptibilidade a interferéncia com reagentes de ensaios baseados em reacdes de
oxirredugao e luminescentes, justamente devido ao seu potencial antioxidante bem como
de absorcéo luminosa [186-189].

Muito vem sendo especulado quanto a especificidade de moléculas candidatas a

elaboracao de novas drogas, especialmente antivirais, sem que ainda se tenha chegado
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a um consenso. Alguns relatam que a abordagem mais valida seria a da polifarmacologia,
ou seja, drogas com multiplos alvos (multitarget drugs), enquanto outros defendem a
vertente da especificidade (one target drug), a qual, enquanto antivirais, tem sido a
predominantemente empregada. Esta ultima vertente, embora seja bastante eficaz em
um primeiro momento, tem produzido medicamentos de alto-custo, ocasionado aumento
da resisténcia viral associado ao baixo indice de resposta em determinados grupos, além
de potencializar sua toxicidade na interagdo com outras drogas [182]. Na verdade, mais
recentemente, as nomenclaturas relacionadas a essas duas abordagens vém sendo
revistas, dado que até mesmo compostos tidos “especificos”, como por exemplo,
nucleosideos, ndo sado tdo especificos assim. Logo, vém sendo adotadas as referéncias
broad-spectrum e narrow-spectrum (amplo e pequeno espectro) [304].

Martinez e colaboradores [182] e outros [190-196] defendem a abordagem
polifarmacolégica e mostram que, dada a complexidade do organismo em responder as
infeccbes ou mesmo as inflamagdes, uma abordagem mais abrangente traria como
vantagens o combate a diversos patdégenos, diminuindo o nivel de desenvolvimento de
resisténcia, a0 mesmo tempo que seria eficiente para combater coinfec¢gbes. Ademais,
compostos com multiplos alvos seriam ideais como uma primeira linha de tratamento ou
profilaxia para infeccdes virais agudas, como aquelas que afetam o trato respiratério. E
importante enfatizar que, dadas as diversas possibilidades de interagcéo e alvos, o ideal
seria que a proteina pela qual o composto tivesse mais afinidade fosse a responsavel
pelo seu efeito terapéutico, enquanto que as interacdes prejudiciais fossem minimas
[193], o que estaria correlacionado com a dose terapéutica [192].

Diferentes estudos tém focado em mostrar a relacdo entre a estrutura de um
flavonoide e sua atividade, baseando-se na avaliacdo das diferentes posi¢coes de radicais
no esqueleto dessas moléculas, e também na analise do impacto de algumas
modificacdes — glicosilagdes ou substituicdo de radicais hidroxila por radicais metil, acetil,
dentre outros — sobre sua respectiva atividade [197-213]. Nesse sentido, Danihelova e
colaboradores [209] fazem uma revisdo basica, mas interessante, sobre o impacto da

lipofilizacdo de flavonoides em algumas de suas atividades farmacologicas, o que inclui,
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por exemplo, o aumento da permeabilidade do flavonoide pela membrana. A mesma
autora também expde que a acetilagdo da quercetina diminui seu efeito citotdxico sobre
células de cultura Hela [208]. Um exemplo de acetilagdo da quercetina pode ser visto na
Figura 23 abaixo. Ainda nessa linha de pensamento, Gusdinar e colegas demonstram
que a acetilacdo da quercetina aumenta seu efeito anti-inflamatorio em um modelo de
edema de pata de rato induzido por carragenina [210]. Park e colaboradores também
mostram que a acetilacdo do resveratrol ndo afetou a eficiéncia na inibicdo de
melanogénese celular [211]. Outros pesquisadores, em um estudo combinado de relacao
estrutura-atividade — SAR — [203] com Ressonancia Magnética Nuclear, UV-vis e
cromatografia mostram que a a monoacetilagdo de um glicosideo aumenta a capacidade

de inibic&do sobre a enzima colinesterase.

Figura 23 — Acetilacdo da quercetina

A figura ilustra a pentacetilacdo da quercetina, ou seja, a substituicdo dos radicais -OH por radicais acetil.
Fonte: o autor.

Finalmente, Harvey e colegas [181] mostram que o0 espaco biologicamente
relevante, isto €, 0s potenciais sitios para ligacdo em proteinas, é bem mais coberto por
screenings (triagens) de bibliotecas baseadas em moléculas de produtos naturais do que
em bibliotecas de compostos sintéticos. Os mesmos autores argumentam que 0S
principais desafios referentes as moléculas naturais dizem respeito as suas massas

moleculares e a sua lipofilicidade, as quais devem ser menores que 350 daltons e
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apresentarem um coeficiente de particdo (log P) que varie de -1 a 3, respectivamente.
Moléculas naturais que se encaixem nessa categoria devem ser usadas como um
esqueleto, a partir do qual, modificacdes estruturais possam ser feitas com intuito de
optimizar sua respectiva atividade biolégica e aumentar sua especificidade. A validade e
o impacto dessas modificacbes podem ser preliminarmente mensurados via uso de
ferramentas computacionais, o que torna a experimentacao na bancada menos laboriosa

e mais seletiva. Adentremos, ent&o, nesse universo computacional...
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1.3Estratégias Computacionais

“El hombre es un milagro quimico que suefia.” (Alfredo Conte)

Apesar de muitas vezes ser um pouco dificil acreditar nisso, nos, seres humanos,
somos seres pensantes. Descartes, um dos fundadores do método cientifico (junto a
Francis Bacon) e da geometria cartesiana (ou analitica) que entremeia este trabalho, diria
gue a confirmacado da existéncia vem através da duvida. Porque quando duvido, penso.
E se penso, existo. O famoso “Cogito ergo sum.” Assim, o critério basico para existéncia,
e posteriormente aplicado ao desenvolvimento da Ciéncia seria duvidar.

A duavida nos leva ndo s6 a (ousar) questionar, como também a buscar respostas
e, talvez na auséncia dessas, a imaginarmos, a sonharmos ou a ansearmos por algo
diferente. Diversos foram os personagens que sonharam com algo diferente, ou mesmo
aqueles mais “fora-da-casinha”, com algo, porventura, inconcebivel para o momento. Os
egipcios sonhavam com a imortalidade, e, por isso, desenvolveram as técnicas de
mumificacdo e construiram piramides. Nesse mesmo sentido, muitos povos da
antiguidade sonharam em eternizar seus impérios e isso se traduziu arquitetonicamente
em algumas construgcbes que até hoje desafiam nossa engenharia moderna. Os
atenienses, ainda que nao plenamente, ousaram ao implementar um projeto de
sociedade democratica. Leonardo da Vinci, um daqueles totalmente “fora-da-casinha”
planejava protétipos de avides e helicopteros, numa época em que nem carros, Como
concebemos hoje, existiam. Galileu Galilei atreveu-se a desafiar a logica predominante
do geocentrismo, ainda que ndo com a intrepidez de Giordano Bruno. Joana D’arc, Marie
Curie, Ada Lovelace, Katherine Johnson, Dorothy Vaughan, Cecilia Payne, Mary Jackson
e Comandante Grace Hopper prodigalizaram o papel da mulher na sociedade. Martim
Lutero quebrou paradigmas ao questionar o abuso da fé, ao escrever e publicar suas 95
teses e ao comecar a traduzir a Biblia para que as pessoas comuns a pudessem ler. Por

outro lado, John Lennon, em um contexto de guerra, com sua cangéo “Imagine”, sonhou



66

com uma sociedade alternativa, sem religibes. Um outro Martim, desta vez Luther King,
com sua politica pacifista e seu célebre discurso “I have a dream”, também insuflou
animos que se opuseram a um sistema de 6dio racial.

Tantos sdo 0s nomes e tantos 0s sonhos, as causas e 0S questionamentos
advogados por eles... Continuamos (ousando, talvez) a sonhar com uma sociedade mais
equilibrada como preconizaram tantas revolu¢cées no passado, e com um Brasil mais
educado e, quicd, menos corrupto... No entanto, certas questfes mais elementares
atravessam a histéria da humanidade: o que somos? Para onde vamos? Por que estamos
agui? Se quando pensamos, existimos, qual o sentido da existéncia? Talvez néo
encontremos respostas para todas, mas ao menos algumas jA comecaram a ser
solucionadas. E as contribuicdes sdo inumeraveis e inominaveis.

O desenvolvimento da filosofia, ou seja, do “amor ao conhecimento” é
impulsionado pelos gregos na Antiguidade. Filésofos como Platdo discorrem, dentre
outras coisas, sobre modelos de governo e de sociedade, enquanto alguns como
Demdcrito e Leucipo estabelecem 0s conceitos iniciais de “atomos”, minusculas
particulas indivisiveis que comporiam a matéria, ou seja, aquilo do que é feito o universo.
Esse conceito foi sendo aprimorado ao longo do tempo, por contribui¢cdes significativas
de personagens como Dalton, Thomsom, Rutherford, Bohr, Heisenberg, Schrodinger,
Chadwick e alguns outros. O progresso conceitual sobre do que seria feita a matéria nao
impediu que outras areas se expandissem também, como por exemplo, o entendimento
das “leis” que regulam a matéria, no espaco e no tempo. Um outro grego, Arquimedes, ja
versava sobre as propriedades da dinamica dos corpos na agua, em 250 a.C.
Contribuicdes significativas relacionadas a astronomia foram feitas por povos antigos
como maias, mesopotamicos e egipcios. Nesse sentido, cabe mencionar o aporte
proporcionado pelas pesquisas de Copérnico, Galileu Galilei, Kepler e Newton. As
maiores contribuicBes de Newton se referem ao estabelecimento das bases da mecéanica
classica sobre o estudo dos movimentos dos corpos, bem como da gravitag&do universal

e da decomposicéo luminosa que impactariam os estudos desde entéo.
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Muitos outros cientistas, o que iria muito além da mencdo no escopo deste
trabalho, colaboraram para estabelecer o que hoje temos como a quimica, a fisica, a
biologia e suas interfaces. Hooke, a partir de um pedaco de cortica estabelece que a
unidade funcional do corpo humano seria a “célula”. Pasteur e Koch dao inicio aos
estudos microbioldgicos. Mendel contribui com os conceitos de heranca genética. Darwin,
com a relacdo evolutiva de desenvolvimento entre os seres vivos. Pauling, Watson, Crick,
Wilkins e Rosalind Franklin desvendando a estrutura tridimensional de moléculas
fundamentais para a vida [Figura 24]. Sanger inaugura a era dos sequenciamentos com
0 primeiro sequenciamento de uma proteina. Dayhoff cataloga as sequéncias protéicas
até entdo existentes, desenvolve o sistema de uma letra para caracterizar os aminoacidos
e estabelece algumas das bases para algo que seria equivalente ao “Blast” atual. E a
matematica entdo? O que dizer? Ela acompanha todo o desenrolar civilizatério. Medidas,
musica, contagem do tempo, trocas, comércio... De mesopotamicos e sumerios, aos
computadores atuais e a nossa realidade virtual, dos quais ndo abdicamos... Quem hoje
imaginaria fazer pesquisa sem o “oraculo” google? Ou se aventurar em uma coleta, ou
mesmo uma viagem sem gps? Ou ter de estar fisicamente presente para conversar com
alguém, ou comprar produtos que deseja? Ou ainda, ndo poder ver a pessoa com quem
se esta falando? Ou talvez, ndo poder socializar com pessoas de qualquer lugar do
mundo e “vender” seus dados em troca de ‘likes”? Computador, maquina de fazer
cOmputos, ou seja, calculos, funcdo essa inicialmente desenvolvida por mulheres, por ser
considerado um servico bracal. Para todo esse desenvolvimento foi necessario,
entretanto, o estabelecimento de um sistema numérico padréo e que abarcasse o zero.
Isso foi propiciado pelas rotas de comércio entre Europa-Asia (0 nosso sistema numeérico

é indo-arabico).
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Figura 24 — Do DNA a Proteina - fluxograma simplificado
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Do &cido deoxirribonucléico a proteina. Embora a figura acima exibida seja mais ilustrativa do que
explanativa, o intento é ter uma viséo global do processo, ou seja, a sequéncia de passos DNA->RNA-
>Proteina (A e B), bem como como os niveis de organizacdo dessa estrutura protéica (C). Os trabalhos
pioneiros de Linus Pauling com cristalografia, propiciaram o entendimento da estrutura secundaria das
proteinas e forneceram as bases para que Watson e Crick também desvendassem a estrutura
tridimensional do DNA. Ha controvérsias sobre a originalidade do trabalho de Watson & Crick, quanto a
possivel participacao colaborativa, mas néo inclusa, de cientistas como Wilkins e Franklin. A estrutura linear
de uma proteina (C), ou seja, a sequéncia de aminoacidos da qual ela é composta foi desvendada,
primeiramente, por Sanger no sequenciamento da insulina bovina (1958). Margaret Dayhoff auxiliou no
estabelecimento de um sistema de uma Unica letra para catalogar os aminoécidos, bem como em propor
matrizes matematicas para o processo de alinhamento dessas sequéncias. A relagdo entre a sequéncia
linear de aminoacidos de uma proteina (estrutura primaria) e a determinacdo de sua estrutura
tridimensional continua representando um desafio, ndo s6 para area experimental quanto também para
area computacional, em que algoritmos combinados a célculos biofisicos e estatisticos vém sendo
aprimorados com este intuito.

Fonte: Adaptado — (A) [272], (B) [273], (C) [274].

Se outrora o progresso cientifico foi marcado, majoritariamente, por contribuicoes
individuais, a partir do século XX e, principalmente, com o desmembramento dos

diferentes campos cientificos e do aprofundamento do conhecimento, as pesquisas se


https://drive.google.com/file/d/1n90tLyLiX6gFH-J20AD7n6lG7Vw582iM/view?usp=sharing
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tornaram mais coletivas e voltadas para a sociedade. Isso é impulsionado pela aplicacéo
dos conhecimentos cientificos, ou seja, a tecnologia, voltada as invencgdes: carros,
telefone, rédio, rede elétrica, eletrodomésticos, avides, vacinas, medicamentos....O que
antes era sonho, comeca, gradativamente, a se tornar mais e mais palpavel, a facilitar a
vida do homem contemporaneo, e a prolonga-la, esta dltima devido,
preponderantemente, as descobertas e praticas preventivas na area de saude.

Contudo, ainda ha muito o que descobrir e explorar. Mesmo o desenlace do
material genético humano a partir do Projeto Genoma Humano, o qual supostamente
desvendaria todo o mistério para cura das doencas que afligem a humanidade, na
verdade trouxe muito mais questionamentos do que respostas. Embora os conceitos
primitivos de atomos tenham sido estabelecidos ha mais de 2000 anos, ainda hoje € algo
desafiador entender as interagdes atdbmicas e moleculares em uma escala experimental.
Dentre tantas areas e aplicacdes, o desenvolvimento de farmacos, na atualidade, &
imprescindivel. Nao so6 porque isso nos possibilitou melhorias na qualidade de vida, como
por exemplo, tratar doencas como cancer, alzheimer, parkinson, diabetes, como também,
porque, a medida que tentamos controlar infeccdes com antibidticos, antimicéticos e
antivirais, teremos de lidar com o surgimento constante de mutantes resistentes. Para
isso, € necessario compreender 0s principios pelos quais moléculas de interesse
interagem ou com os alvos celulares ou com os alvos no microrganismo em questao,
nesse caso, proteinas ou enzimas. Todo esse conhecimento é elementar para o
desenvolvimento de novas drogas. As principais técnicas utilizadas para essa finalidade
incluem Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Ressonancia Paramagnética Eletrbnica
(RPE) e Cristalografia, as quais apresentam limitacdes, ndo sO por serem laboriosas e
frequentemente custosas, como também por apresentarem dificuldades de
representacdo no que concerne a dindmica de alteragbes estruturais dos sistemas
bioldgicos [214].

Como alternativa as limitacbes das técnicas experimentais, diversas ferramentas
e estratégias computacionais vém sendo propostas e utilizadas, assistidas pela constante

atualizacao e aperfeicoamento de seus algoritmos-base. Essas ferramentas incluem a o
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uso de metodologias baseadas em equacbes fisicas e 0 uso de metodologias
fundamentadas numa aprendizagem informética. Cabe ressaltar, entretanto, que o fato
de essas metodologias serem baseadas em um ou noutro principio, ndo ha a exclusao
da possibilidade de que elas possam ser combinadas.

As primeiras abordagens sdo chamadas de simulacbes e embasadas,
principalmente, em calculos biofisicos de estrutura protéica, bem como na utilizacdo de
equacdes provenientes da mecanica classica, ou seja, em equacdes de Newton. As
segundas, sdo chamadas aprendizagem automatica e data-mining e se caracterizam pela
extracdo de dados de uma amostragem definida e pela busca por padrbes, através de
inferéncias estatisticas [215].

Tanto as simula¢des quanto as abordagens de aprendizagem e extracédo de dados
tém sido extensivamente utilizadas no processo de descoberta de novas drogas [195-
200,202-207,220-222]. Dentro dessa categoria se enquadram a modelagem

computacional, o docking (“Atracamento”/ “Acoplagem”) e a dinamica molecular (DM). A
proposta da modelagem computacional de proteinas é a de oferecer uma alternativa ao
uso de Cristalografia e RMN, e possibilitar que simulemos a estrutura tridimensional (3-
D) de uma proteina para o qual temos interesse e cuja estrutura ndo tenha sido resolvida
experimentalmente. Ela pode ser realizada através de métodos independentes de
estrutura-molde (template free — predicéo ab initio e de novo) e aqueles baseados em
estrutura-molde (template based — modelagem comparativa e threading) [275, 276]. A
adocdo de cada uma dessas abordagens diz respeito a qualidade de alinhamentos da
sequéncia priméaria (a sequéncia linear de aminoacidos) de uma proteina desejada contra
um banco de dados de sequéncias, bem como a presenca de estruturas 3-D de alta
qualidade as quais correspondam e representem essas sequéncias no banco de dados
de proteinas (PDB) [275, 276], podendo, ou ndo, haver relacdo evolutiva entre essas
sequéncias. Se ha relacdo evolutiva, diz-se que a modelagem é por homologia; em nao

havendo relacdo evolutiva, & por enovelamento (threading) [Figura 25].
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Figura 25 — Resumo das principais técnicas de modelagem de proteinas
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A modelagem nos possibilita simular a estrutura de uma proteina, de uma enzima ou sitio ativo para os quais ndo existam estruturas tridimensionais
resolvidas experimentalmente. A importancia da técnica se deve justamente a essa possibilidade, ja que experimentalmente tal determinacao € um processo
laborioso e custoso. A partir da sequéncia de aminoacidos de uma proteina, é possivel verificar se, nos bancos de dados disponiveis (principalmente o
“Blast”) existem sequéncias similares aquela de interesse, o que pode indicar alguma relagédo evolutiva entre elas (modelagem comparativa), e/ou para as
quais constem estruturas tridimensionais resolvidas. No Uniprot também é possivel averiguar se uma proteina de interesse ja foi completamente
sequenciada. O Protein Data Bank (PDB), por outro lado, € o banco de dados mais utilizado para consulta das estruturas tridimensionais de proteinas
resolvidas (Biblioteca de estruturas-moldes). A partir do alinhamento e da possivel similaridade entre as sequéncias, a modelagem a ser feita pode ser por
homologia ou threading (os dois “basicamente” representados na parte superior de (B), pois o threading pode relacionar a sequéncia a um enovelamento
para o qual ndo exista relagdo evolutiva) ou, em ndo havendo estruturas 3D disponiveis, a modelagem é feita mais artesanalmente — parte inferior de (B),
e envolve expertise nos calculos (Monte Carlo) e refinamentos (bio)fisicos, mas também implica em reducdo da dimensédo do tamanho das estruturas
estudadas.

Fonte: A [b4], B adaptado [275].


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.uniprot.org/
https://www.rcsb.org/
https://drive.google.com/file/d/1yd5-CY_80d_7IILbvLXFKLfKLpC8i-Ke/view?usp=sharing
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Ja quanto ao docking e a DM, a proposta é representar macroscopicamente um
evento microscopico, isto €, o conjunto de interacdes interatbmicas e intermoleculares
entre estruturas tridimensionais (3D) de macromoléculas (proteinas, também chamadas
receptores) com pequenos compostos (ligantes), ou de macromoléculas com
macromoléculas, através de estratégias como docking [Figura 26] e DM. O que mantém
e estabiliza esses complexos proteina-ligantes/proteina-proteina sdo as interacdes
intermoleculares, também chamadas de interacbes ndo-covalentes. As ligacdes de
hidrogénio sdo um exemplo e sdo bem conhecidas, devido ao seu papel na formacéo da
estrutura secundaria de proteinas. Além dessas existem, basicamente, as interacdes

hidrofébicas, eletrostaticas e de van der Waals [220].

Figura 26 — Representacao basica de um Docking Molecular

Proteina Alvo/Receptor Ligante Docking Molecular

O docking possibilita visualizar a orientacéo preferencial de interacéo entre uma proteina alvo e um ligante,
ou mesmo entre duas proteinas, através da formagéo de um complexo. A afinidade dessa ligag&o pode ser
mensurada por meio de fun¢des de pontuacéo.

Fonte: Adaptado [217].

O Docking e a Dinamica Molecular fazem parte de uma estratégia de
desenvolvimento de novas drogas conhecido como “Modelagem de Drogas Baseada na
Estrutura” (Structure-Based Drug Design — SBDD, em inglés). O propoésito desse tipo de
pesquisa é entender a estrutura de macromoléculas, em termos fisico-quimicos, e, assim,

realizar buscas sistematicas por ligantes, os quais exibam uma alta afinidade de ligacao
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com, por exemplo, o sitio ativo dessas macromoléculas [215]. O foco aqui € na estrutura
da macromolécula (proteina/receptor). O intuito do docking € predizer qual a conformacao
de um determinado ligante dentro de um sitio de interesse na macromolécula [223], de
forma a estabelecer qual € o modo de ligacdo nesse caso, bem como correlacionar isso
com a atividade bioldgica do ligante. A afinidade dessa interacao € traduzida em energia
de ligacédo, ou em diferentes funcbes de pontuacéo, as quais variam de acordo com o
tipo de algoritmo utilizado. Um exemplo de funcdo de pontuacdo é representado nas

seguintes equacodes (1 e 2) de constante de ligacao:

—-AG

— e RT @)

Kligag:éio

Em que R = 8,314 J*mol*K-1;
T = temperatura em Kelvin;
AG= energia livre de Gibbs (J*mol?)

E AG equivale a:

AG = AH — TAS @

Em que AH = entalpia (J);
T= Temperatura (Kelvin)
AS= Entropia (J*K-**mol?)

Frequentemente, o que difere a constante de ligacdo entre alguns tipos de
algoritmos voltados a Docking é justamente o calculo da energia livre de Gibbs. Esse
calculo pode variar de forma a considerar diferentemente os tipos de interacdes nao-
covalentes, como também a ponderar a presenca ou néo de solvente, e, além disso, dos

efeitos entropicos [215, 220]. Ademais, outros critérios diferenciam os algoritmos: o tipo
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de busca em termos do espaco conformacional que o ligante em questédo pode ocupar —
dividindo-se em estocatico ou sistematico — bem como o critério a ser utilizado no
ranqueamento das funcdes de pontuacdo — os quais podem ser fundamentados na
utilizacdo de um campo de forcas, empiricos (como o da equacdo 1) ou baseados no

conhecimento [revisto por — 215, 220, 223]. Alguns softwares de Docking bastante

utilizados séo Gold [224] — estocastico e baseado em campo de forcas —, Glide [225] —
sistematico e empirico — e o Autodock [226] — estocastico, e podendo ser baseado em
campo de for¢as ou empirico.

Diferentemente da estratégia do docking, o qual tende a considerar uma
conformacao mais rigida, tanto do receptor quanto do ligante, a DM surge com intuito de
ultrapassar essa limitacdo ao conceder flexibilidade ao complexo proteina-ligante
[214,216,221,222,227]. A ideia por tras dessa estratégia é a aplicacdo da mecéanica

Newtoniana (22 lei de Newton) a um sistema molecular. Consiste no estudo do
comportamento de um determinado conjunto de atomos (podendo ser uma proteina, ou
um complexo proteina-ligante, ou uma proteina em uma membrana, dentre outros)
durante um periodo de avaliacdo. Para isso, essa proteina ou complexo € colocado
dentro de uma caixa com agua, cujo formato depende desse conjunto de atomos e
moléculas em questdo, formando um sistema (proteina/complexo proteina-ligante +
agua). Apds passar por um processo de minimizacdo de energia, 0 sistema €
gradativamente submetido a um aquecimento até uma temperatura desejada. Isso gera
movimento nos e dos atomos, isto €, transforma a energia potencial em energia cinética.
Ou seja, as coordenadas espaciais e as velocidades dos atomos vao gradativamente se
alterando em funcao do aquecimento do sistema e do tempo, até a temperatura desejada.
Alcancada essa temperatura, o sistema € nela simulado sob determinados parametros
até atingir o equilibrio. O comportamento desse sistema € mensurado a partir da
resolucdo da equacdo de movimento (2) para cada atomo do sistema. Além disso, a
interac&o entre esses atomos e suas energias, a0 mesmo tempo, € sistematizada a partir
de um determinado campo de forgas. A resultante do movimento e das forcas atuantes

no sistema € atualizada a cada intervalo de tempo, durante um determinado namero de
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passos. Os calculos, em relacdo a equacdo de movimento (3) e ao campo de forcas
[Figura 27] séo representados abaixo, bem como uma figura esquematica simples de um
procedimento de DM classica [Figura 28]:

F =ma
(3)

Em que F= forga (N);
m= massa (kg);
a = aceleracao (m*s2).
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Figura 27 — Célculos envolvidos no campo de forcas
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Em A, estdo representados os termos mais comumente calculados pelos Campos de Forgas.
Em que esses representam variacdes na energia em funcéo:

do alongamento das ligages (1), de acordo com a lei de Hooke — O parédmetro k define a rigidez
da mola de ligacdo. b, representa a distancia de equilibrio entre dois atomos. Logo, apenas
pequenas alteragfes em i sdo permitidas, ja que um valor alto implica em quebra da ligacao;

dos angulos (a), ou energia de flexdo, também baseada na lei de Hooke. O parametro k controla a
rigidez da mola de angulo, enquanto ao,i € 0 angulo de equilibrio;

das torsbes nos angulos diédricos (8), ou energia de torsdo, modelada por uma fungéo periddica.

V representa a barreira torsional (ou amplitude, isto é, o intervalo de oscilagédo), 8 € o angulo de
torsdo ao redor do eixo de ligagdo, e n é a periodicidade. Esses parametros sdo fundamentados
no tipo de ligagcéo entre quatro atomos (e.g. C-C-C-C, C-O-C-N, H-C-C-H, entre outros).

De forcas de van der Waals, ou potencial de Lennard-Jones, em que € € a “profundidade” da curva
no grafico (energia x distancia do Potencial de Lennard-Jones) e representa também uma medida
de quéo fortemente as duas particulas se atraem; o é a distancia em que o potencial intermolecular
entre as duas particulas é zero, o que possibilita analisar quéo perto duas particulas ndo-ligadas
podem chegar e é, portanto, referido como o raio de van der Waals; r é a distancia de separagéo
entre ambas as particulas (medida do centro de massa de uma particula para o centro de massa
da outra particula)

e as interacdes eletrostaticas, baseadas na lei de Coulomb, em que g representa as cargas parciais
de dois atomos ndo-ligados A e B, r € a distancia entre eles, e € € a constante dielétrica.

Os termos “ligagdes”, “angulos” e “torgdes” representam os termos ligados, isto é, existe uma ligagao
intramolecular entre os atomos. Ja os dois termos “pares” respondem pelos termos nao-ligados e
constituem os célculos das interagdes intermoleculares.

Em B ha a representacéo dos termos vistos em A. As esferas verdes representam nuicleos dos atomos, e
as linhas pretas representam a existéncia de ligagéo intramolecular entre eles. No caso dos dois Ultimos
termos, ndo ha ligacdo intramolecular estabelecida, apenas as intera¢gfes intermoleculares.

Fonte: Adaptado B [227].
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Figura 28 — Fluxograma simplificado de Simulacdo de Dinamica Molecular
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A — esquema basico dos passos envolvidos e dos tipos de arquivos de entrada numa simulacdo de
Dinamica Molecular.

B — Visualizacdo da proteina F do RSV modelada neste trabalho, imersa em uma caixa cubica com
solvente, preparada pelo médulo tleap do Amber.

Fonte: Adaptado A [216], B - o autor.

7z

Fica claro que a simulacdo de DM é baseada em calculos complexos,
fundamentados na resolucdo da equacédo de movimento e do campo de forgas, a cada
passo determinado por um intervalo de tempo. Assim, mesmo para um sistema pequeno,
os célculos para cada atomo e para todos os tipos de interacdo possiveis (especialmente
as forcas de van der Waals) se tornam um problema consideravel. Logo, esquemas de
aproximacodes sao necessarios. Isso inclui o uso de “cutoff”’, isto &, estabelecer um limite
de distancia para as interacfes consideradas, bem como de outras abordagens, por
exemplo, PME (particle-mesh Ewald) [214]. Os principais pacotes de programas de DM
incluem AMBER (www.ambermd.org), GROMACS (www.gromacs.org), CHARMM

(www.charmm.orq), NAMD (www.ks.uiuc.edu/Research/namd/), Desmond

(www.deshawresearch.com/) e Hyperchem (www.hyper.com/) .

Enguanto a DM e o docking séo estratégias de desenvolvimento de novas drogas

voltadas a estrutura, e nesse caso, a estrutura representada é de uma proteina alvo,


file:///C:/Users/mirian/Documents/qualificacao_phd/www.ambermd.org
file:///C:/Users/mirian/Documents/qualificacao_phd/www.gromacs.org
http://www.charmm.org/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
http://www.deshawresearch.com/
http://www.hyper.com/
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existem outras estratégias voltadas aos ligantes. Essas estratégias sdo chamadas
“Triagens virtuais baseadas nos ligantes” (LBVS — Ligand-Based Virtual Screening, em
inglés). Elas se fundamentam no conhecimento de propriedades fisico-quimicas de
ligantes ativos, de forma a obter um padrdo de atividade biologica fundamentada nas

caracteristicas moleculares desses ligantes ativos [215,228,229]. A partir disso, realizam-

se buscas sistematicas por moléculas que apresentem propriedades semelhantes, das
quais se espera obter resultados de atividade biologica equivalentes. As ferramentas de
aprendizagem informatica e data-mining sao expressivamente importantes nesse
aspecto. E uma dessas ferrramentas séo as Redes Neurais Atrtificiais.

A proposta das Redes Neurais Atrtificiais (ANN — Artificial Neural Network, em
inglés) € de simular o complexo sistema neuronal humano, representado pelo cérebro,
cujo conhecimento se baseia em um processo de aprendizagem. Um neurdnio possui em
sua estrutura os dendritos, por onde o impulso nervoso (ou a informacéo) entra, o corpo
celular, por onde a informacéo € processada, o axénio, por onde a informacéo passa, e
0s terminais sinapticos, por onde a informacédo sai [Figura 29, (A)]. Da mesma forma, a
ANN possui a sua camada de entrada, a(s) sua(s) camada(s) de processamento e a
camada de saida [____, (B)]. Na ANN, os neurbnios sdo chamados de nds, ou de
elementos de processamento [230]. Os n6s podem ser interconectados entre si, de forma

a gerar multicamadas. A importancia dessas multiplas conexdes é mensurada através de

um fator peso [230] | , (O)].



79

Figura 29 — Redes Neurais
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Estrutura de um neurénio o

O principio das redes neurais é o0 estabelecimento de um sistema interconectado de mdltiplos neurdnios
(neurdnios artificiais), os quais operam em paralelo, pelo ajuste (treinamento) dos pesos a eles dados, o
que resulta em uma saida com a resposta a alguma questéo.

Fonte: Adaptado A e B [218], C [219].

As ANN representam uma estratégia computacional atrativa, ndo sé por possuirem
atributos de néo linearidade, alto paralelismo, robustez, como também por sua tolerancia
a falhas, por sua capacidade de aprendizado, habilidade em lidar com imprecisées, e por
sua competéncia em generalizar solucdes [277]. Esses atributos propiciam um melhor
ajuste aos dados, uma predicao adequada ainda que com algum grau de incerteza, além
da possibilidade de aplicacéo de dados novos ao modelo gerado.

Para que uma ANN possa ser utilizada para resolucdo de algum problema,
principalmente aqueles que envolvam sistemas nao-lineares (ou seja, nos quais nao ha
uma relacao de causalidade direta), € necessario que ela seja treinada. Neste processo
de treinamento, ocorre aprendizagem e, entdo, a rede deve ser capaz de generalizar
solugdes para o referido problema. Esse processo de treinamento pode ser dividido em
duas categorias principais: treinamento supervisionado e treinamento néo-
supervisionado. O primeiro consiste no conhecimento a priori das entradas e das saidas
da rede, de forma que os pesos da ANN possam ser corrigidos, para que 0 erro entre a
resposta gerada pela rede e aquela desejada seja minimo. E como resolver equacdes e
depois checar as respostas. Se vocé errou, vocé tem de repetir o processo, até que vocé

se torne apto a resolver e acertar o maior numero possivel de equacdes. Por outro lado,


https://drive.google.com/file/d/1Mai-IDLBBH6Z_uUJNgynaZ1TapRg8XTu/view?usp=sharing
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no treinamento nao-supervisionado ndo existem respostas a priori, e, portanto, a rede
deve se auto-organizar de forma a identificar caracteristicas comuns entre os elementos
do conjunto em questdo e categoriza-los. E como organizar o guardarroupa. Podemos
separar as roupas por cor, por tipo, por tecido, por tamanho... Ou seja, algum critério de
classificacdo pode também ser estipulado.

Um treinamento supervisionado pode ser dividido em trés etapas: uma fase de
treinamento concomitante a uma de validacdo, e uma de teste, sendo que essas podem
seguir a proporcdo 70:15:15 [278-281]. Para a fase de treinamento é reservada a maior
parte da amostragem. A cada ciclo que a rede roda, os resultados esperados sao
mostrados a ela, de forma que o algoritmo ajuste os pesos (camada por camada) e corrija
0s erros (camada por camada) [231]. O algoritmo que faz esses ajustes é conhecido
como retropropagacao de erros (backpropagation) [282,283]. A fim de evitar que a rede
memorize o conjunto de treinamento, a0 mesmo tempo em que esse ocorre, acontece
também o processo de validacao. A validacéo é feita com 15% do conjunto amostral. Ou
seja, uma parte dos dados os quais nao foram mostrados para rede no treinamento, sao
mostrados e as respostas produzidas pela rede sdo comparadas com as respostas
desejadas, e o0 erro quadratico dessa comparacao também € mensurado. I1sso possibilita
visualizar se a rede é capaz de generalizar solu¢cbes, uma vez que um erro quadratico
muito alto na validacdo indica que ndo ha capacidade de generalizacdo. Os outros 15%
restantes da amostra sdo utilizados para o teste, ou seja, apdés o treinamento e a
validacdo. Eles nos possibilitam verificar a qualidade final em prover solucbes
generalizadas da rede. Assim, a rede treinada pode entdo ser usada para avaliacdo de
um conjunto de dados ndo-conhecidos.

Entretanto, um dos fatores cruciais para se obter uma boa acuracia para predicao
executada por uma ANN diz respeito a sua arquitetura (nimero de camadas e neurénios,
bem como os pesos) [284]. Uma das estratégias que tem se provado extremamente
eficaz em optimizar a arquitetura de ANN é a adoc¢ao de algoritmos genéticos (AG). Os
AGs sdo métodos computacionais 0s quais combinam principios de evolucéo e genética

(hereditariedade, mutacdo, selecdo natural e recombinagdo ou crossing over) para
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buscar solucdes de acordo com operadores probabilisticos [285]. Essa abordagem
consiste em produzir uma vasta gama de solugdes potenciais e “evoluir” uma solugéo
para o problema. Assim, primeiramente uma populacdo formada por um conjunto
aleatério de individuos é gerada. Logo, a definicdo de individuos se refere a uma
codificacdo das variaveis relacionadas a arquitetura da rede. Essa populacéo representa
possiveis solugcbes para um dado problema. Durante o processo evolutivo, essa
populacdo é avaliada, e, portanto, cada individuo recebe uma nota, de acordo com sua
habilidade de adaptacdo ao ambiente. Uma parte dos mais adaptados sdo mantidos,
enguanto o restante € descartado. O grupo mantido pela selecdo pode sofrer alteracdes
através de mutacbes ou recombinacdo e gerar descendentes para proxima geracao.
Esse processo de reproducdo é mantido até que uma solucéo 6tima, de acordo com
algum critério matematico, seja encontrada.

Redes Neurais Atrtificiais, Docking, Dinamica Molecular e Modelagem Molecular
sao ferramentas computacionais utilizadas no intento de optimizar estudos, tecnologias,
investigagdes, bem como a descoberta de novos medicamentos, pois, apesar de todos
0s avancos cientificos, a pesquisa contemporanea vem passando por um momento
peculiar. A despeito da miriade de desafios a qual o mundo esta enfrentando, alguns dos
quais incluem explosdo populacional, imigracdo, pobreza, seguranca alimentar, crise
humanitaria, surgimento de microrganismos super-resistentes, reaparecimento de
doencas outrora erradicadas, dentre outros, cortes de investimentos cada vez maiores e
mais frequentes tém sido anunciados. Ha ainda o fato de que, a exigéncia de solucdes
proficuas mine toda curiosidade advinda de um resultado malogrado. Erros devem ser
considerados como resultados na pesquisa cientifica? Como lidariamos hoje com um
monge que faz experimentos com ervilhas? Em um artigo, recentemente publicado, os
autores revisam que, atualmente, os custos para a producédo (do primeiro estudo
laboratorial até a liberacdo no mercado) de uma Unica droga beira os US$2.6 bilhdes de
dolares, em um tempo estimado de 14 anos [221]. Os gastos se devem principalmente a
guestdes de seguranca na administracdo dos compostos candidatos a drogas, bem como

a uma baixa atividade numa fase final de avaliagcéo (teste em humanos). Ainda que n&o
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seja possivel diminuir todos os custos, essas ferramentas computacionais colaboram no
aprimoramento desse processo, ao proporcionarem maior racionalidade, melhor
direcionamento, funcionalidade e uniformidade aos procedimentos experimentais, por
previamente ranguearem 0s compostos e excluirem os inativos, o que leva a um aumento
de eficiéncia, e, assim, reduz custos, tempo e favorece maior aproveitamento das

pesquisas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa foi 0 uso de estratégias computacionais na busca
por flavonoides inibidores da replicacdo do RSV. Assim, avaliou-se 0 comportamento da
quercetina e do seu derivado pentacetilado (Q1) em complexo com a proteina de fuséo
do RSV por docking e Dinamica Molecular. Além disso, desenvolveu-se uma Rede Neural
Artificial assessorada pelo Algoritmo Genético para discriminar a atividade anti-RSV de
flavonoides.

Os obijetivos especificos incluiram:

¢ A modelagem da estrutura completa da proteina de fusdo do RSV (RSV-F) em seu
estado de pré-fusao;

e A dindmica molecular da proteina RSV-F modelada (RSVmF) (200
nanossegundos);

e A avaliagdo da energia de interagdo da quercetina, do Q1 e do inibidor JNJ-
2408068 com RSVmF por meio de Docking Molecular;

e A formagédo dos complexos de RSVmF-quercetina, RSVmF-Q1 e RSVmF-JNJ-
2408068 e avaliacdo do comportamento desses ligantes no complexo formado ao
longo da trajetéria de simulagcdes curtas de Dinamica Molecular (20
nanossegundos);

e A elaboracdo de uma base de dados de flavonoides (BD1) para consulta e
posterior treinamento da Rede Neural Artificial (ANN);

e A elaboragcdo de uma base de dados de flavonoides (BD2) com a descricdo de
suas atividades anti-RSV, bem como a descricdo das moléculas e de suas
propriedades para a implementacdo da ANN;

e O desenvolvimento de uma Rede Neural Artificial assessorada pelo Algoritmo
Genético na plataforma Matlab®, para discriminar a capacidade anti-RSV de

flavonoides em “ativos” ou “inativos”.
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3. METODOLOGIA

“Nada é organico, é tudo programado...” (Pitty)

3.1 Modelagem Molecular da Glicoproteina F do RSV

O Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank — PDB) contém mais de 20
estruturas cristalizadas da Glicoproteina de Fusdo do RSV em complexo com anticorpos
ou inibidores em alguns sitios de ligacdo. No entanto, essas estruturas ndo possuem as
trés hélices que formam a espiral na regido C-terminal e a maior parte de regides do tipo
mucina. Visando obter a estrutura completa da proteina, foi realizado um procedimento
de modelagem, através da submissdo da sequéncia correspondente a Glicoproteina F
(UniProtKB: P03420, residuos 1 ao 574) no servidor I-TASSER, utilizando como template
o cristal PDB ID: 4JHW. O servidor I-TASSER , que combina procedimentos de
modelagem threading e ab-initio, e que tem sido avaliado como o melhor programa de
modelagem threading pela comunidade de experimento CASP [232], fornece uma
bancada de trabalho on-line para a modelagem de alta resolugdo de estruturas de
proteinas e fungdes (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). No final do

procedimento, I-TASSER gera 5 modelos com diferentes estruturas e C-score. O C-score
representa uma pontuacéo de confianca para estimar a qualidade dos modelos propostos
pelo I-TASSER e é calculado com base na significancia do alinhamento threading com o
template e os parametros de convergéncia das simulacdes de montagem de estrutura. O
C-score varia tipicamente de -5 a 2 e valores superiores significam um modelo 3D com
um alto grau de confianca e vice-versa [232]. Os modelos 3D produzidos por iTASSER
(5 modelos) assemelhavam-se a estrutura cristalina 4JHW e o C-score mais alto (igual a
0,08) foi escolhido para realizar a modelagem final. A estrutura modelada foi em seguida
importada no UCSF Chimera [84], onde foi triplicada e sobreposta por meio da ferramenta
MatchMaker para a montagem da estrutura biolégica 4JHW de modo a obter o modelo

final.


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

85

3.2 Preparacéo do modelo para simulacdo de Dinamica Molecular (MD)

A topologia do sistema e as coordenadas, usadas como entrada para a versao
habilitada de GPU do pmemd, bem como o mecanismo de MD incluso no pacote
AMBER12, foram obtidos atraves do médulo AmberTools 14 tLeap [233], estabelecendo
os padrdes para as estruturas através do campo de forca AMBERFF14SB [234]. O campo
geral de forcas AMBER (gaff) foi usado para parametrizar os ligantes usando o
antechamber. As estruturas foram entdo imersas numa caixa retangular, preenchida com
moléculas de agua TIP3P [235], impondo uma distancia minima entre o soluto e a caixa
de 14 A, ao passo que as cargas foram neutralizadas com a adi¢cdo de ions Cl -, ao

sistema solvatado, em posicdes favoraveis.

3.3 Protocolo de dinamica molecular (MD)

Uma minimizacdo foi realizada por 5000 passos usando o método steepest
descent, impondo um constraint harménico de 50 kcal-mol  -A -2 para remover qualquer
interacdo desfavoravel introduzida pelo procedimento de modelagem. O sistema foi
gradualmente aquecido pelo ensemble NVT de OK a 300K por um periodo de 500 ps
usando o termostato Langevin [236], com o coeficiente de acoplamento de 1.0 ps e um
constraint fraco de 15 kcal-mol ** -A -2 . No ultimo passo de equilibrac&o, o sistema foi
sujeito a uma simulacéo de equilibracdo por 1 ns removendo todos os constraints. O
sistema optimizado foi entdo simulado usando o ensemble isobarico-isotermal NPT por
200 ns (proteina apenas) e 20 ns (proteina com ligantes), usando condi¢cfes de contorno
periédicas, um intervalo de tempo entre cada passo de 2.0 fs, um cut-off de 9 A para
avaliacdo das interacbes nao-covalentes de curto alcance e o método PME para
interacOes eletrostaticas de longo alcance. O algoritmo SHAKE foi usado para restringir
ligagBes covalentes envolvendo atomos de hidrogénio. A temperatura foi fixada em 300K
usando a dinamica de Langenvin, enquanto que a pressao foi mantida constante a 1 atm,

através do método de Langenvin piston. As posi¢des atdmicas foram salvas a cada 500
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passos (1.0 ps) para as analises. Todas as simulacbes foram totalmente realizadas
usando 2 NVIDIA TESLA C2075 GPUs.

3.4 Andlises da simulacédo de MD

O desvio quadratico médio (RMSD), a flutuacdo quadratica média (RMSF), a
estrutura secundaria, os eigenvalues da matriz de covariancia, e a analise dos clusteres
da trajetéria da proteina modelada foram avaliados pelos mddulos g rms, g_rmsf,
do_dssp [244], g_anaeig [242,243] e g_cluster [329] do pacote MD GROMACS 4.6.7
[237]. A distancia e as ligacdes de hidrogénio entre a proteina e os ligantes foram
avaliadas usando os médulos g_dist e g hbond do mesmo pacote. As energias de
interacdo foram avaliadas através do médulo MMPBSA do pacote Amberl2 usando a
abordagem gbsa [238]. As imagens das estruturas foram obtidas usando os programas

VMD [239] e UCSF Chimera [84], enquanto que os graficos foram obtidos através da

ferramenta Grace plotting tool (plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/).

3.5 Procedimento de Docking Molecular

Os dockings proteina-ligantes foram executados com o programa Auto-Dock Vina
1.1.2, usando o plugin AutoDock/Vina PyMOL [240]. Os arquivos SDF da quercetina, da
guercetina penta-acetilada (Q1) e do inibidor JNJ-2408068 foram obtidos da base de
dados PubChem, sendo convertidos a arquivos de PDB e completos com hidrogénios
usando o programa Open Babel program [241]. O programa SYBYL 6.0 (Tripos Inc. 1699,
South Hanley Road St. Louis, Mo, USA) foi usado para minimizar as estruturas dos
compostos. Os procedimentos de docking foram realizados usando como receptores 0s
clusteres centroides da proteina obtidos pela clusterizagdo prévia da trajetéria de MD. A
simulacdo de docking foi realizada usando o algoritmo genético como gradiente local de
optimizacdo. Para cada simulacao de docking, uma caixa de 75 x 75 x 75 (grid points nos


http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/
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eixos X, Y, Z) foi centralizada no sitio de ligacao correspondente a cavidade vazia gerada

pelos residuos PHE 488, 1060, 1636. A afinidade dos compostos dockados foi expressa

em termos de energia de ligacéo (kcal/mol). Cada simulacdo de docking levou cerca de

10 minutos em uma estacéao de trabalho Intel i7 CPU.

3.6 Elaboracédo da base de dados de flavonoides para Rede Neural Atrtificial

b)

A etapa de elaboracdo da base de dados foi dividida nos seguintes passos:
Primeiramente, uma base de dados de flavonoides (BD1) foi elaborada, a partir de
revisao de literatura, como também de informacdes experimentais provenientes do
banco de dados publicos Pubchem®, e, além dessas, moléculas da base de dados
ChemFaces (www.chemfaces.com). A BD1 contém 690 flavonoides.

Para selecionar os flavonoides com atividade anti-RSV ja descrita (BD2), uma
revisdo sistematica e extensa de literatura foi realizada. Foram considerados
apenas 0S manuscritos cuja parte experimental era bem descrita e consistente, e
dos quais se foi possivel extrair os dados referentes aos parametros estipulados
COmOo necessarios para compor as entradas da rede, a saber: classe do flavonoide,
tipo (aglicona ou glicosideo), auséncia/presenca de glicosilacdes e suas posicoes,
férmula molecular (C-H-O), peso molecular, coeficiente de particdo octanol/agua
— LogP, a area de superficie topolédgica polar (Topological Polar Surface Area —
TPSA), concentragcédo do flavonoide (ug/mL), o tipo viral classificado entre Long,
A2 e B e a quantidade de virus em Unidade Formadora de Placas (Plaque Forming
Units — PFU). O tipo celular foi definido como Hep-2. A BD2 contém 240 dados,
referentes a 70 flavonoides.

O banco de dados publicos Pubchem® foi utilizado para consulta das informacdes
concernentes a estrutura do flavonoide, como também para obtencéo dos arquivos
.sdf. A matriz das coordenadas atbmicas descritas no arquivo .sdf representa a

estrutura 3D do flavonoide e foi extraida.


http://www.chemfaces.com/
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d) Parte dos dados, principalmente quanto as moléculas inativas, foram obtidos por
meio de comparagdo entre a base de dados de flavonoides por nés elaborada
(BD1) e o banco de dados de um screening de alta performance [44], através do
uso de um programa in-house desenvolvido na plataforma Matlab®. Todos os
parametros de entrada da ANN referente aos flavonoides da BD2, foram
devidamente padronizados e as informacdes textuais receberam numeracdes
afins. A matriz das coordenadas atdémicas proveniente do arquivo .sdf de cada
flavonoide foi trabalhada na plataforma Matlab por um programa in-house de forma
a concatenar os dados e escrever um vetor-coluna para cada flavonoide. O
tamanho dos vetores foi padronizado, a partir do acréscimo de um valor arbitrario
de “-100”. Posteriormente, os dados referentes a cada flavonoide (mencionados
no item “b”), receberam numeragdes afins e foram adicionados ao final desses
vetores.

e) Os flavonoides cujas estruturas 3D ndo constavam no Pubchem®, foram obtidos
pela utilizacdo do software Swiss ADME [155] para extracdo do arquivo smiles e
caracterizacdo da molécula, para, em seguida, realizar-se a confeccdo do arquivo

.sdf no software OpenBabel [241]

3.7 ANN

Para o processo de aprendizado da ANN, foi utilizado o algoritmo Backpropagation
[282,283]. O banco de dados (n = 240 dados, referentes a 70 flavonoides) foi dividido em
treinamento, validacdo e teste, com, respectivamente, 70, 15 e 15% dos dados e
seguindo um padrédo de validacdo ja estabelecido [278-281]. Diversas funcdes de
transferéncia que realizam a passagem de informacdes entre os neurénios foram usadas
(logsig, purelin, tansig, hardlim, tribas, radbas e satlin [286], funcGes de treinamento
(trainrp, trainscg, traincgf, traingdx e traingdm [286], camadas ocultas (entre 1 e 3) e 0
namero de neurénios em cada camada (entre 10 e 120, ref 287).
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A precisdo da ANN obtida foi verificada de acordo com o erro r? entre os valores
reais (a saida desejada para rede, convertida em “0” e “1”, de acordo com o critério de
“ativo” ou “inativo”) e os valores obtidos pela ANN [282, 287, 288, 289].

No entanto, ndo existe um método padrdo para obter a melhor arquitetura (o
namero de neurénios em cada camada, numero de camadas, funcdes de treinamento e
transferéncia) da ANN para a solucdo de um problema [290]. Assim, a técnica de
Algoritmo Genético foi usada para melhorar a eficiéncia em determinar a melhor

arquitetura de ANN para 0 nosso problema [290].

3.8 Algoritmo genético (AG)

Neste estudo, consideramos que a populacao a ser estudada pelo AG foi formada
por diferentes ANNS, e o objetivo foi obter redes que apresentassem 0 menor erro na
classificacdo de flavonoides em “ativos” ou “inativos”. A técnica de AG desenvolvida em
nosso estudo considerou a criagdo de uma populacao inicial de ANN com diferentes
arquiteturas (individuos), que foi gerada aleatoriamente e composta por 100, 200 ou 300
individuos.

Cada um foi definido por um “codigo genético”, ou seja, uma especificagado por 9
genes diferentes (0 nimero de neurbnios na primeira, segunda e terceira camadas
ocultas; a funcao de transferéncia para a primeira, segunda e terceira camadas ocultas;
funcdo para a camada de saida, a funcao de treinamento a ser usada e a quantidade de
camadas ocultas a serem usadas). Cada ANN foi treinada e testada, e seu percentual de
sucesso para o grau de classificagao foi avaliado. Portanto, a arquitetura da ANN foi
definida em termos de sua precisdo. Um fluxograma do AG é mostrado na Figura 30.

Na etapa seguinte, foi utilizado um processo de selecéo de acordo com o elitismo.
Nesse processo, os individuos foram organizados com base na preciséo obtida pela ANN
na classificacdo dos dados dos testes. Apos a etapa de sele¢éo, 10% dos individuos mais
aptos (ou seja, com menor classificacdo incorreta) foram usados na proxima geragao.

Na etapa de replicacdo e substituicdo, além dos 10% dos individuos mais aptos

da geracao anterior, 60% da populacdo consistia em novos individuos adicionados a
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partir da aplicacdo da técnica de crossing-over e mutacdo entre os individuos da
populacdo (o que rendeu maximo de 5% para o efeito de mutacdo). Os individuos
restantes (30%) foram gerados aleatoriamente, respeitando as condi¢gdes que resultaram
da populacado inicial. Apos a selecdo, replicacdo e substituicdo, houve uma nova
populacao a partir da qual as melhores ANNs foram salvas. Este ciclo foi denominado
uma geracao.

Em média, foram produzidas 1000 gerac¢des para cada populacao criada. Quando
determinamos o numero de individuos na populacao inicial (100, 200 ou 300 individuos),
esse numero de individuos permaneceu inalterado até o final das 1000 geracdes. Todo

o procedimento foi realizado 500 vezes diferentes para 100, 200 e 300 individuos.

Figura 30 — Algoritmo genético
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A metodologia aplicada neste trabalho, pode ser sumarizada na Figura 31 abaixo:

Figura 31 — Resumo metodologia

FLAVONOIDS - VERIFY ANTLRSY ACTITY

5 7

Este trabalho pode ser sintetizado em sete eixos principais: 1. Modelagem Completa Proteina de Fusdo do RSV no seu estado de pré-fusao
(RSVmF); 2. Selecao dos ligantes quercetina, seu derivado acetilado e JNJ como controle; 3. Docking dos ligantes com cavidade central RSVmF;
4. Dindmica Molecular (DM) cavidade central RSVmF com os ligantes; 5. Elaboracdo de base de dados de flavonoides (BD1); 6. Elaboracédo de
base de dados de flavonoides para a Rede Neural Atrtificial (ANN) e 7. Implementacdo da ANN.

Fonte: o autor.


https://drive.google.com/file/d/1wAIxI1Wx7hpMt15UqMfx8YyZl6Zc3Wx-/view?usp=sharing
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

“Eppur si muove!” (Galileu Galilei)

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios e, ainda que néo sejam produzidos com
fins de garantir cura as moléstias humanas, suas caracteristicas quimicas e estruturais
os conferem de uma vastidao de atividades farmacoldgicas, devido a sua capacidade de
interacdo com biomoléculas humanas e/ou de outros (micro) organismos. Entender o
modo como essas interagdes acontecem, possibilita-nos propor modificacdes estruturais
com objetivo de refinar determinada atividade. Outra consequéncia advém da
possibilidade de se desenvolverem ferramentas que auxiliem a predizer a capacidade
inibitoria dessas moléculas.

Visamos avaliar a capacidade virucida da quercetina e do seu derivado quercetina
pentacetilada (Q1) nos complexos RSVmF-quercetina e RSVmF-Q1 por meio de Docking
e Dindmica Molecular (DM), e verificar a influéncia da acetilagdo nessa interacdo. Além
disso, estabelecer uma Rede Neural Artificial — ANN — para predizer flavonoides com
capacidade anti-RSV. Os resultados apresentados seguem, portanto, a seguinte ordem:
Modelagem, DM e analises da proteina F; Docking e DM de RSVmF-quercetina/RSVmF-
Q1 e analises; ANN: elaboracao e implementacéo.

4.1 Modelagem de RSVmF, dindmica molecular e analises

O primeiro passo foi elaborar a modelagem de RSV-F, a qual foi realizada com
intuito de se obter uma estrutura mais completa da proteina. O PDB 4JHW foi escolhido
devido ao fato de, no momento da elaboracdo da modelagem, ser o cristal mais completo,
ou seja, aguele com maior representatividade estrutural da proteina F, a despeito de sua

resolucdo razoavel (3,6 A). O mondémero da estrutura obtida — RSVmF — contém 574
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residuos, e seu trimero 1722. O mondmero-molde 4JHW possui 449 residuos resolvidos
(sequéncias 26-97, 137-513), e o seu trimero 1347 residuos. RSVmF apresenta a
sequéncia inicial dos aminoacidos de 1-25, os quais representam o peptideo sinal, o
peptideo 27 o qual engloba a sequéncia de aminoacidos 109-137, além dos dominios

transmembranicos (530-550) e a cauda citoplasmatica (551-574). Ela é reproduzida na

Figura 32:

Figura 32 — RSV-F pré-fusdo modelada (RSVmF)

RSVmF foi modelada a partir do PDB 4JHW (A), utilizado como molde, e, a partir do qual foram adicionadas
as regides transmembranica e C-terminal, além da inclusdo do peptideo sinal (PS). O monbémero de
RSVmF é visualizado em (B). Em (C) apresenta-se a sobreposicao de (A) e (B), e, em (D), visualiza-se o
trimero de RSVmF.

Em (A) e (B) as disposi¢cBes das cores sdo as mesmas: em cinza, peptideo de fusdo; em laranja, a regido
de repeticdo de padréao “Heptad” HRA; em vermelho a regido de repeticdo de padrdo “Heptad” HRB; em
azul, o dominio transmembranico e, em branco, aparecem a cauda citoplasmética, a sequéncia dos
aminodcidos 513-530, o peptideo 27, e o peptideo sinal (sequéncia de 1 a 25). Os dois ultimos séo clivados
pela furina protease. Em (C), visualiza-se a sobreposi¢cdo dos monémeros: em amarelo, o0 mondémero de
RSVmF, e, em roxo, o mondmero de 4JHW. Finalmente, em (D), a coloracdo varia conforme a disposi¢édo
de estrutura secundéria. Em laranja estao as hélices, em lilas as folhas-8, e em cinza os random coils ou
alcas. RSV-F é uma glicoproteina do tipo I, isto é, seu dominio N-terminal se localiza externamente a
membrana do virus, enquanto que seu dominio C-terminal é citoplasmético (evidenciado em (B)).

Fonte: o autor.
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A modelagem de uma estrutura completa de RSV-F implica em um sistema
relativamente grande — 1722 residuos de aminodacidos — distribuidos em uma estrutura
de trimero. Uma primeira analise que pode nos fornecer um parametro de qualidade da
modelagem diz respeito a posicao correta dos angulos de diedros, ou seja, os angulos
phi e psi, calculados pelo mapa de Ramachandran, fornecido pelo servidor online

Procheck [291] e resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Andlise de Ramachandran para RSVmF e 4JHW

Regibes Cristal 4JHW (449 res) RSVmMF (574 res)
Mais favorecidas 79,80% 84,60%
Adicionalmente permitidas 18,50% 10,20%
Generosamente permitidas 0,50% 3,10%
Nao permitidas 1,20% 2,10%

Fonte: O autor.

A andlise dos angulos phi e psi nos possibilita inferir que, a despeito de RSVmF
possuir um maior nimero de residuos, seus angulos em regides mais favorecidas
apresentam um percentual acima de 80%. Por outro lado, a adicdo das regides
transmembréanicas, da porcdo C-terminal, bem como do peptideo sinal (por¢cdo N-
terminal) e do peptideo 27, significam a inclusdo de hélices e alcas, e essas podem
colaborar para o aumento na inclusdo de regibes generosamente permitidas e nao
permitidas, devido, entre outros fatores, a flexibilidade das ultimas, bem como a presenca
de eventuais “clashes” (erros e impedimentos estéricos) provenientes do processo de
modelagem.

Assim, avaliar a qualidade da modelagem, considerando cada residuo
particularmente € importante, e nos revela informac¢des mais apropriadas. Tal avaliacdo

pode se basear em diferentes abordagens, as quais séo possiveis de serem combinadas.
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De funcdes de energia a potenciais estatisticos baseados em aprendizagem, cada
abordagem apresenta suas vantagens e desvantagens. Aqui, utilizamos o servidor online
Qmeans (“Qualitative Model Energy ANalysis” — Andlise de energia baseada em modelo
qualitativo) [292], o qual combina célculos de potenciais estatisticos com estratégias

fisicas de avaliacdo de estrutura secundéaria e acesso ao solvente. O resultado é

apresentado na Figura 33.



Figura 33 — Avaliacdo de RSVmF por residuo
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As analises do servidor online QMEANS [292] se referem a qualidade da proteina modelada, em fungao da qualidade apresentada por cada um de
seus residuos componentes. O software considera tanto parametros estatisticos para elaboracéo de seus calculos, como também analisa estrutura

secundaria em funcédo de energia (no caso de se optar por utilizar os célculos por DSSP) ou por predicdo baseada em algoritmos de redes neurais
(no caso do PSIPRED). Em (A), (B) e (C) aparecem os resultados referentes ao cristal utilizado para modelagem — 4JHW — enquanto que em (D),

(E) e (F), aqueles relativos a RSVmF. Em (A) e (D), no eixo X estdo listados os residuos da proteina em ordem numérica, e no eixo Y, revela-se a

qualidade desses residuos em fungéo da estrutura tomada como “referéncia/molde”. Normalmente, residuos que evidenciam uma pontuacgéo abaixo
de 0,6 podem ser classificados como de baixa qualidade. Em (B) e (E), a mesma andlise de qualidade é feita, no entanto dessa vez
inicial de cada atomo. A pontuacgdo varia de 0 a 1, sendo O (laranja) um indicativo de qualidade baixa e 1 (azul), boa qualidade. Em (C) e (F),
apresentam-se as estruturas monomeéricas de 4JHW e RSVmF, coloridas conforme disposicao de qualidade mensurada em (B) e (E).

Fonte: o autor.

é exibida a


https://drive.google.com/file/d/1BxTMaZP4iwMACKZ2_LhhyZlvpnVBV4so/view?usp=sharing

97

A avaliacao do software QMEANS permite visualizar aquelas regides para 0s quais
0 processo de modelagem é mais critico. Essas regides, evidenciadas na Figura 33,
principalmente em (B), (C), (E) e (F) sao, justamente, aquelas que foram adicionadas no
processo de modelagem (sequéncia 1-25 — o peptideo sinal; sequéncia de 109-137, o
peptideo 27; sequéncia 530-550, os dominios transmembranicos; sequéncia 551-574, a
cauda citoplasmatica).

O software I-Tasser utiliza um procedimento de modelagem chamado de
“Threading” (Predicdo de Enovelamento de Proteinas), o qual se configura como um tipo
de modelagem intermediaria, a partir da combinacdo de diferentes algoritmos que
abarcam uma gama de estratégias. Dentre essas, o alinhamento de multiplos fragmentos
com uma biblioteca de estruturas tridimensionais (3D) conhecidas, o agrupamento
desses fragmentos, sob determinadas restricdes, o que gera possiveis modelos, e 0
posterior refinamento desses modelos [293-297]. No entanto, existem limitagcdes no que
tange a qualidade dos modelos preditos. A presenca de multiplos dominios na estrutura
protéica de interesse, a quantidade de residuos, a existéncia de bibliotecas com
estruturas 3D resolvidas e de boa qualidade (alta resolucdo ~2 A) para alinhamento com
a sequéncia, o tipo de estrutura ao qual a sequéncia se refere, a posicdo da sequéncia
na proteina, dentre outros.

Assim, € inevitavel que, para uma boa modelagem, seja necessaria a combinacéo
de bons alinhamentos de sequéncia com bons modelos estruturais. A combinacao de
dominios extracelulares, transmembranicos e citoplasmaticos, no caso de RSV-F
representa um gargalo para isso, ndo so por serem regides distintas, como também pelo
fato de se encontrarem em meios distintos. Isso influencia o processo de enovelamento,
e, consequentemente, de modelagem. Ademais, o procedimento de cristalizacdo de toda
essa estrutura protéica é complexo [297,298], de forma que, normalmente, apenas 0s
dominios extracelulares sdo alvos dele. Isso dificulta a disponibilidade de estruturas
tridimensionais (3D) para o alinhamento, principalmente no que tange aos dominios
transmembréanicos e a cauda citoplasmatica. Além disso, a inclusao de regibes N e C-

terminais representam um aumento de distancia e, portanto, tendem a diminuir a precisao
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dos algoritmos envolvidos. Logo, existe perda de precisdo tanto para as funcdes de
estimagdo de entropia, as quais tendem a favorecer as regides centrais, onde
normalmente se localizam os sitios ativos, quanto no processo de clusterizagdo pelo
algoritmo de Monte Carlo, o qual confere mais peso nos calculos as regides de maiores
dominios [293-295], nesse caso, os dominios extracelulares, representados pela
sequéncia de 27-529.

Uma maneira de refinar os resultados da modelagem, é submeter o modelo a
simulagdo por dinamica classica (DM), a fim de observar o comportamento da proteina
guando em solucdo aquosa. A presenca de solvente tende a acomodar melhor a proteina
e a melhorar a disposicdo de angulos desfavoraveis no mapa de Ramachandram.
RSVmF foi submetida a uma simulacdo de DM de 200 nanossegundos (ns) e as analises
visaram ponderar sua estabilidade conformacional e alteracéo de estrutura secundaria
com o passar do tempo, bem como investigar se as regifes problematicas da modelagem
se manteriam instaveis. De posse desses dados, entdo, podemos estipular a importancia
da participacao dessas regides na etapa seguinte, de interacdo com os ligantes.

Assim, foram realizadas as analises de desvio quadratico médio [Figura 34], de
flutuacdo quadratica média [Figura 35], de estrutura secundaria [Figura 36], bem como
dos engeivalues (autovalores) da matriz de covariancia [Figura 37], as quais Sao

apresentadas a seguir:
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Figura 34 — Desvio Quadratico Médio (RMSD) de RSVmF
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Legenda:

hl: rmsd da hélice lateral, ou seja, o peptideo sinal;

pForiginal: rmsd da proteina original;

pF_stc: rmsd de RSVmF sem o triple call, isto &, a regido transmembréanica e C-terminal;
pFmod: rmsd de RSVmf completa;

tc: rmsd do triple-coil, isto é, a por¢cdo transmembranica e a cauda C-terminal.

Fonte: o autor.

O RMSD (Root-mean-square deviation — desvio quadratico médio) mede a
distancia entre duas estruturas superimpostas de proteinas, no caso, a proteina
modelada e a proteina-molde, o cristal 4JHW. Foi calculado a partir do modulo g_rms do
Gromacs 4.6.7 [237]. A analise do RMSD possibilita visualizar o quanto a estrutura da
proteina modelada se distanciou da estrutura molde, bem como avaliar a estabilidade da
proteina modelada ao longo do tempo.

Para avaliagdo do RMSD foi utilizado o desvio relativo ao carbono-alfa, pois esse

atomo representa a maior taxa de variacdo planar do aminoacido. Assim, é possivel
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observar que RSVmF, no grafico referida como “pFmod” (curva vermelha) apresentou
maior desvio da estrutura molde (“pForiginal”’, curva em azul) isto €, do cristal 4JHW, nos
primeiros 40 nanosegundos (ns), atingindo um valor de desvio de, aproximadamente, 0,3
nm. A instabilidade da proteina volta a subir apds 110 ns, o que se mantém até 200 ns.
Em busca de um maior entendimento dessa variacdo, fragmentamos a analise, incluindo
a observacdo das regifes adicionadas durante o processo de modelagem, isto €, o
peptideo sinal (sequéncia de 1 a 25, “hl”), e a porgao final de RSVmF que engloba os
aminoacidos 516-574, 1090-1148, e 1664-1722 (a estrutura caracteristica de triple coiled
coil, e, por isso, denominamo-no “tc” ). A fragmentac&o nos possibilitou visualizar que, de
fato, as regides adicionadas pela modelagem, ou seja, “hl” e “tc” compdem as maiores
fontes de variagdo conformacional da proteina. Uma vez que se exclui “tc” da andlise de
RMSD (“pF_stc”, curva amarela), a taxa de desvio diminui para 0,1 nm. Visando confirmar
a influéncia das diferentes partes na estrutura conformacional de RSVmF ao longo da

trajetoria de simulacao, foi realizada a analise de flutuacdo quadratica média (RMSF):
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Figura 35— Flutuacdo quadratica média (RMSF) de RSVmF
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Legenda:

pF_original: proteina F molde;
pF_mod: RSVmF.

Fonte: o autor.

O RMSF (Root-mean-square fluctuation — flutuacdo quadratica média) evidencia a
flutuacdo do movimento dos atomos no decorrer da trajetoria de Dindmica Molecular, a
partir da superimposicao da proteina modelada sobre a proteina-molde, o que mostra a
flexibilidade do sistema.

O moédulo g _rmsf do Gromacs 4.6.7 [237] foi usado para o célculo a partir da
flutuacdo dos carbonos-a. A leitura do grafico nos permite observar que, na proteina
modelada — RSVmF — os residuos de maior flutuacdo se localizam nas sequéncias 1-30,
516-600, 1090-1200, e, ao final, 1650-1722. E possivel observar também que, esses

residuos nao estado inclusos na estrutura da proteina usada como template, sendo essa
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a razao da existéncia de uma linha diagonal na “curva” correspondente a sua taxa de
flutuagéo (curva vermelha). As sequéncias correspondentes aos maiores RMSF se
referem as regides “tc” (516-674, 1090-1148, 1664-1722), como também “hl” (1-25, 575-
601, 1149-1175).

Verificar a taxa de desvio e flutuacdo, quer seja em termos de tempo ou de
localizacdo de residuos de aminoacidos, de uma proteina modelada em relacdo a
proteina-molde € importante. Isso nos possibilita ndo so visualizar o comportamento em
termos de estabilidade da proteina ao longo do tempo, como também verificar quais
residuos colaboram com maior ou menor énfase nesse sentido. Mas, embora a avaliagdo
do RMSD e do RMSF nos fornecam esse panorama de desvio e flutuacdo-residuo sobre
a proteina modelada, somente esses parametros nido sdo suficientes. E necessario
garantir que a estrutura secundaria da proteina se mantenha integra, isto €, folha-p
continue sendo folha-B e a-hélice continue sendo a-hélice, basicamente. Afinal, a
interacdo de cadeias polipeptidicas e o enovelamento protéico corretos ocorrem a partir
do arranjo tridimensional determinado pela estrutura secundaria. Nesse sentido, a
variagcdo da estrutura secundaria de RSVmF foi avaliada [Figura 36].
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Figura 36 — Estrutura secundaria RSVmF
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A variacdo da conformacao da estrutura secundaria em RSVmF. Em (A), avaliagdo pelo médulo DSSP
(Definition of Secondary Structure of Proteins — Definigdo de Estrutura Secundaria em Proteinas); em que
0 eixo X representa 0 tempo em ns, e 0 eixo Y representa o nimero de residuos. Em (B), a anélise pelo
mapa de Ramachandran; o qual verifica a mudanca (rotacéo) dos angulos phi (no que seria um “eixo X”) e
psi (no que seria um “eixo Y”) em torno do plano representado pelo carbono alfa. Em (C), exibe-se a formula
de célculo da ligacao de Hidrogénio, baseada na Lei de Coloumb e utilizada pelo software DSSP, no qual
os termos “q1” e “q2” se referem as cargas dos atomos envolvidos, em coloumbs, e “r" se refere a distancia
entre os &tomos, a qual comumente é expressa em angstrons (1A = 10-1°m) ou nanémetros (Lnm= 10°m).
Em (D), aparece o principio utilizado pelo mapa de Ramachandran, isto €, o calculo dos angulos diedrais,
também chamados de angulos de tor¢édo/rotagcdo W e @. (C) foi adaptado [301] e (D) [302].

Fonte: o autor.

O moddulo do_dssp [244] foi empregado na avaliagdo da estrutura secundéria, com
base na cadeia principal. Ele caracteriza a estrutura secundaria em funcéao do padrao das
ligagOes de hidrogénio, baseado em termos eletrostaticos, como mostrado na Figura 30
(C). Assim, existem oito tipos de estruturas secundarias, hierarquizadas em trés
categorias principais: hélices (A-helix, 5-helix e 3-helix), folhas (B-sheet e B-bridge) e

loops (Turns, Bends e Coils), as quais diferem entre si por questdes energéticas e de


https://drive.google.com/file/d/16HE0-JFxvCWITA93uFRAPyuTSUvGASGo/view?usp=sharing
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distancia. A analise do grafico nos mostra que em RSVmMF existe um predominio de
conformagao a-hélice, devido a inclusdo do peptideo sinal e dos dominios
transmembréanicos, os quais possuem esse tipo de estrutura secundéria. Além disso,
também € possivel visualizar uma pequena alternancia entre a conformacéao de coll
(curva vermelha) e folha-beta (B-sheet, curva verde). Essa alternancia se deve ao
movimento da proteina durante a DM, uma vez que a conformacéo de coil implica em
interacdes eletrostaticas de alcance mais curto, enquanto que as interacées de folhas-
beta sdo de alcance maior [299,300], o que provavelmente é causado pelo efeito
hidrofébico no interior da proteina. A andlise do grafico de Ramachandran evidencia que,
aproximadamente, 88% dos residuos da proteina se encontram dentro das regides
favoraveis e/ou permitidas.

Consecutivamente, foi realizada a analise dos componentes principais (Principal
component Analysis — PCA), baseando-se no movimento dos Carbonos-a, e pela

utilizacado dos modulos g_covar e g_anaeig do Gromacs 4.6.7 [243,244,237] .
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Figura 37— Eigenvalues da matriz de covariancia de RSVmF

Figenvalues of the covariance matrix
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Legenda:

hl: eigenvalue referente as “hélices laterais”, isto €, o peptideo sinal (=looplat);

pF_mod: eigenvalue referente & RSVmF,;

pF_original: eigenvalue referente & proteina-molde;

pF_stc: eigenvalue referente a RsmF sem o triple coil;

tc: eigenvalue referente ao triple coll, isto €, a porgdo transmembrénica e a cauda C-terminal
Fonte: o autor.

A PCA constitui um conjunto de técnicas matematicas de transformacdes lineares
para reducéo de grandes volumes de dados a volumes menores, 0s quais sejam capazes
de descrever as caracteristicas essenciais daquele sistema. No caso da Dinamica
Molecular, a trajetéria de uma proteina se reflete em um conjunto de coordenadas
atdmicas em 3 dimensdes, provenientes da resolucdo de equagfes de movimento da
mecanica classica ao longo do tempo de simulacao. Para execucéo da PCA, € necessario
remover 0s movimentos de rotacao e translacédo dos atomos, e, para isso, realiza-se uma
normalizacdo dos dados, baseando-se na estrutura da proteina template (o cristal) [245].

Apés a normalizagdo, uma matriz de covariancia da média das posi¢cfes de x, y e z de
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todos os atomos do sistema ao longo da trajetéria € construida. A partir dessa matriz de
covariancia, métodos mateméaticos de diagonalizacéo (isto €, constru¢cdo de uma matriz
na qual os elementos nao-nulos se encontrem apenas na diagonal principal) podem ser
aplicados. Esses métodos se baseiam no principio da ortonormalizacao (vetores unitarios
e ortogonais), de forma a gerar uma matriz diagonalizada com intuito de reduzir a
covariacdo e a hierarquiza-la, tornando apenas as grandes variagbes como ‘principais’
[246]. As colunas dessa matriz diagonalizada representam 0s eigenvectors, 0s quais
correspondem ao deslocamento dos atomos no espaco e estdo associados aos
engeivalues, os quais mostram a magnitude desse deslocamento em nm?. Logo, a PCA
reduz o movimento dos atomos de RSVmF ao longo da simulagcdo de DM a alguns
vetores principais — eigenvectors — 0s quais podem ser mensurados por seus valores
correspondentes, os eigenvalues.

A andlise dos eigenvalues evidencia que a trajetéria da simulacédo de DM pode ser
reduzida a 20 eigenvectors, sendo que desses, 0S quatro primeiros sdo 0S mais
significativos. Fragmentando essa avaliagao, é possivel observar a colaboragao de “hl” e
“tc” na dimensao dos eigenvalues, e o ultimo, se removido for, reduz a magnitude do
deslocamento (eigenvalue) do primeiro eigenvector de 200 para 100 nm?. Os dados de
eigenvalues corroboram os achados do RMSD e RMSF, indicando que as regides de
maiores flutuacdes sdo aquelas abarcadas pelo peptideo sinal, o que inclui as sequéncias
(1-25, 575-601, 1149-1175) e também pela regido caracteristica de triple coil (516-674,
1090-1148, 1664-1722).

A primeira descricao cristalografica da proteina F no seu estado de pré-fuséo foi
feita por McLellan e colegas em 2013 [247] associada ao anticorpo D25, e depositada no
Protein Data Bank sob os cddigos de identificagcdo PDB 4JHW (proteina + anticorpo) e
4JHA (anticorpo). Essas descri¢cfes cristalograficas primaram em descrever o modo de
ligac@o do anticorpo a proteina. Outrossim, a proteina em seu estado pré-conformacional
€ meta-estavel, isto €, ndo esta equilibrada termodinamicamente, e, portanto, altera seu
estado pré-conformacional para pés-conformacional facilmente. Elaborar o cristal com o

anticorpo foi a estratégia encontrada por esses pesquisadores para buscar estabilizar a



107

proteina, de forma a reproduzir seu estado pré-conformacional, o que nao
necessariamente implica em um cristal de alta resolugdo, devido as dificuldades
intrinsecas ao procedimento e as caracteristicas peculiares da proteina. Desde entéo,
diversas versbes de proteina F pré-fusdo, associadas aos mais variados tipos de
anticorpos e pequenos ligantes tém sido depositadas nesse mesmo banco de dados. No
entanto, todas elas, até o momento da escrita desta tese, apresentam-se incompletas,
principalmente no que tange a porcéo final da proteina F, isto €, a por¢cao que abrange
dos aminoécidos 513-574 e inclui o dominio transmembranico e a cauda citoplasmatica.
Nosso objetivo na modelagem, foi entdo, completar a estrutura com essa parte além da
inclusédo do peptideo sinal, e do peptideo 27, e, com auxilio da dinamica molecular, tentar
estabilizar a proteina como um todo.

Os nossos achados evidenciam que 200 ns n&do foram suficientes para estabilizar
a estrutura completa da proteina F, principalmente no que tange a regido inclusa, relativa
ao dominio transmembranico e a cauda citoplasmatica. A regido transmembranica, cuja
caracteristica estrutural de a-hélice e de alternancia descontinua entre aminoacidos

hidrofébicos e aminoacidos polares, assemelha-se a estrutura de um (triple) coiled coil

[Figura 38]:
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Figura 38 — Porcéo final de RSVmF e seus aminoacidos principais

A

A estrutura caracteristica de (triple) coiled coil de RSVmF, representativa da sequéncia de amino&cidos —
LHNVNAGKSTNIMITIVIVILSLIAVGLYC —. E possivel observar que sua orientagdo é paralela. Em
vermelho estéo representadas as leucinas, em amarelo as isoleucinas, em verde as serinas, em rosa as
asparaginas e em azul as treoninas. O VMD [239] foi usado para elaboracéo e edicdo da imagem.

Fonte: o autor.

Além dessa regido existem também as regibes HRA e HRB, as quais se
caracterizam como coiled coil. Regides de coiled coil consistem em um desafio peculiar
para simulacdes de DM, apesar de sua relativa simplicidade estrutural [248-250]. A
alternancia de residuos hidrofobicos e polares confere ao coiled coil uma caracteristica
anfipatica, isto é, a possibilidade de interaces hidrofébicas e polares [251]. No contexto
da DM, a adicdo de solvente (em nosso caso, 4gua) e de contra-ions (CI) para a
simulagéo, pode ter causado efeitos consideraveis sobre essa estrutura, desestabilizando
as interacdes hidrofobicas da parte central do coil.

Diversos trabalhos tém trazido um maior entendimento sobre o comportamento da
estrutura de coiled coils durante as simulagbes. Um estudo recente de 2017 [248] foca
especificamente no papel do amino&cido asparagina (ASN) com relacdo a manutencao

e a estabilidade da conformacéao da estrutura de um dimero paralelo de coiled coil, a partir
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da combinacéo de analise experimental por Ressonancia Magnética Nuclear e DM. Esse
estudo mostra que a conformacdo da ASN muda em uma escala de milisegundos, com
sua cadeia lateral apontando para dentro ou para fora da estrutura do coiled coil. Outro
estudo [249] indica que a orientacdo mais favoravel na formacdo de homodimeros de
coiled coil é a antiparalela. Nesse mesmo estudo, a estabilidade dos coils € atingida com
10 ns de simulacdo. No entanto, cabe enfatizar que nesses dois estudos, sdo analisados
apenas pequenos peptideos.

Em um outro estudo, desta vez com a proteina F do RSV [252] os pesquisadores
propdem o processo de modelagem da proteina, abarcando a transicdo de sua
conformacao do estado de pré-fusédo para pos-fusdo. Para isso, utilizam um protocolo de
DM-orientada a fim de estabilizar a estrutura da proteina. A estabilidade do fragmento
referente ao coiled coil nesse estudo € obtida ap6s 12 ns de simulagdo, em um modelo
mais simplistico cujo parametro principal € forca mecanica.

A DM torna possivel a visualizacdo de um panorama atémico, energético e
estrutural de todo processo de mudancas e conformacdes protéicas, 0s quais 0s
experimentos de bancada s6 vislumbram. Ela facilita a visualizagdo de que uma proteina
NAo possui uma estrutura, mas sim um conjunto de conformacdées. Entretanto, apesar de
toda robustez do método, ele também possui falhas. Seja pelas inUmeras aproximacdes
que tornam os calculos de trajetéria possiveis, seja pela capacidade computacional
requerida, seja pelo tempo. Quanto maior um sistema, maiores os calculos, maior
capacidade computacional é requerida e, consequentemente, mais tempo de simulacao
€ exigido. Isso pode ser simplificado, pelo uso de sistemas coarse-grained, nos quais
agrupamento de atomos sao representados por beads, ou pela remocédo do solvente
[253,254]. NOs optamos por manter todos os atomos e o0 solvente justamente para
podermos obter uma melhor acurécia da analise. Entretanto, a regido transmembranica,
como 0 nome sugere, é uma regido que fica imersa em uma membrana, e, no caso do
RSV, essa membrana € proveniente da célula, logo, € uma bicamada lipidica. Isso exigiria
a combinacdo de simulacdes coarse-grained para a membrana e a regido

transmembréanica, e atomistica (todos os &tomos) para o restante da proteina, o que, por



110

ora, estaria um pouco além do escopo do trabalho. Seria incomum se a regido
transmembréanica estabilizasse em um meio aguoso. Como a regiao transmembranica e
a cauda citoplasmética ndo tém implicacbes diretas no processo de mudanca
conformacional de pré para pés-fuséo, nds escolhemos manté-la na estrutura da proteina

e prosseguirmos com as analises.

4.2 Docking e Dinamica Molecular RSVmF-quercetina, RSVmF-Q1 e analises

O efeito anti-RSV da quercetina e de seu derivado quercetina penta-acetilada (Q1),
e, principalmente, a capacidade de inibicdo dessas moléculas no protocolo virucida*?,
sugere gque elas possam interagir com as proteinas de superficie do RSV, dentre as quais,
e, especialmente, a proteina F. Assim, em nosso segundo passo decidimos investigar a
interacdo da quercetina em complexo com a cavidade trissimétrica de RSVmF por meio
de Docking e DM. Posteriormente, verificamos o efeito da acetilacdo da quercetina, o que
resultou no Q1, na interacdo do complexo RSVmMF-Q1. O complexo RSVmMF-JNJ-
2408068/R170591 foi usado como controle.

Os experimentos de docking indicaram que tanto a quercetina, quanto o Q1 e o
inibidor preenchem completamente a cavidade previamente descrita [Figura 39]. e foram
caracterizados basicamente pela mesma energia de interagdo (em torno de -6.5
kcal/mol).

2Existem basicamente trés tipos de protocolo para avalia¢io preliminar de atividade antiviral de uma
molécula:
a) Protocolo de pré-tratamento: As células sdo incubadas com a molécula antes de serem
infectadas pelo virus.
b) Protocolo de pés-tratamento: As células sao infectadas pelo virus, e posteriormente incubadas
com a molécula.
¢) Protocolo virucida: O virus é incubado com a molécula, antes da infec¢éo das células.
A combinacao desses trés protocolos permite uma avaliacdo inicial do mecanismo pelo qual ocorre a
acdo antiviral de uma molécula de interesse.
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Figura 39 — Docking molecular dos complexos RSVmF-quercetina, RSVmF-Q1 e
RSVmMF-JNJ

A
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RSVmF em complexo com a quercetina; B) RSVmF em complexo com Q1; C) RSVmF em complexo com
inibidor JNJ- 2408068. Todos os ligantes foram alocados no bolsao trissimétrico e negativamente carregado
dentro da cavidade central da RSVmF para os experimentos de Docking Molecular e obtiveram
aproximadamente a mesma energia de interacao ~-6,5 Kcal/mol.

QRC = quercetina, Q1= quercetina pentacetilada e INI = inibidor JINJ2408068.

Fonte: o autor.

A fim de superar as limitacdes do docking e explorar o panorama conformacional
exibido por cada um dos ligantes, os complexos RSVmF-quercetina, RSVmF-Q1,
RSVmMF-JNJ2408068 foram simulados através de DM por um tempo total de 20 ns,
conforme ilustra a Figura 40:
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Figura 40 — Simulacédo de DM: RSVmMF-QCT, RSVmF-Q1, RSVmMF-JNJ

A DM nos possibilita visualizar o comportamento de 1— quercetina, 2 — Q1, e 3 — JNJ2408068 (inibidor,
usado como controle) ao longo de uma trajetoria de simulagdo de 20 ns. A figura ilustra os trés ligantes e
suas posi¢des mais representativas na cavidade, formada por residuos de fenilalanina (488, em verde, nas
cadeias A, B e C), de aspartato (486 e 489, em vermelho, nas cadeias A, B e C) e glutamato (487, em azul,
nas cadeias A, B e C). Para todos os trés, tanto em (A) quanto em (G), podemos observar a alteracdo de
seu posicionamento em relagdo a cavidade — apenas nesses casos (A) e (G), tomada como “estatica”, isto
€, o modelo inicial, anterior a DM, sem modificagcBes de movimento, apenas para enfatizar a movimentacao
do ligante — sob uma vis&o superior e frontal, respectivamente. Em (B) aparecem todos os primeiros frames
(conformac®es, para t=1ns). Em (C), estao discriminadas as cadeias da proteina, em letras azuis. Em (D),
séo representadas as moléculas em duas dimensdes (2D) de cada um dos ligantes. As conformacgdes
exibidas em (C), (E) e (F) sao referentes a andlise de cluster da trajetoria. Assim, estéo representados 0s
trés primeiros frames, equivalentes aos trés primeiros clusteres hierarquizados da simulagdo. Logo, (C)
retrata a primeira conformacg&o mais representativa, (E), a segunda, e (F), a terceira.

QRC = quercetina, Q1= quercetina pentacetilada e INI = inibidor JNJ2408068.

Obs. As imagens acima ilustradas podem ser vistas com maiores detalhes nos apéndices 11, Il e V.
Fonte: o autor.
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A avaliacao da Figura 40 nos possibilita enxergar comportamentos distintos para
os trés ligantes. Além da evidente diferenca na abertura da cavidade, em relacdo nédo so
as varias conformacdes representadas, como também as moléculas em questdo, €
notorio 0 comportamento evasivo da quercetina. Além disso, é possivel visualizar que
apesar do distanciamento da cavidade, ha uma interacdo mais estabelecida da
guercetina com uma cadeia, isto é, a cadeia B. Apés a realizacdo da analise de cluster e
hierarquizagcdo dos principais frames, fica evidente que a principal conformacdo da
quercetina € aquela apresentada em (C), ou seja, quando ela praticamente saiu da
cavidade. Quanto ao Q1, ainda que seu comportamento ao longo da trajetéria nao reflita
uma total insercéo dentro da cavidade, ele permanece ali, e também interage mais com
a cadeia B. A andlise do inibidor JNJ2408068 mostra que ele se conserva dentro da
cavidade. E possivel observar também que a quercetina favorece a abertura da cavidade,
enquanto que o Q1 e o inibidor JNJ2408068 a mantém mais fechada. Em relacdo ao
frame inicial, exibido em (B), nota-se que o inibidor JINJ2408068 é 0 que causa um maior
contraste na estrutura da cavidade em sua conformacdo mais representativa (C).
Ademais, constata-se 0 movimento dos trés ligantes, evidenciando a maior flexibilidade
do Q1 e do inibidor INJ2408068.

Embora uma imagem valha mais do que mil palavras, calculos sdo necessarios
para explicitar o que pode ser visualizado na Figura 40. Assim, foram realizadas
investigacOes de trajetéria das simulacbes de DM dos complexos RSVmF-quercetina,
RSVMF-Q1 e RSVmMF-JNJ2408068 para averiguacdo de distancia, de ligacdes de
hidrogénio e de energia.

A avaliacdo da distancia ilustra a evolucao tempo-dependente da distancia entre o
centro-de-massa dos trés ligantes e o centro-de-massa dos residuos da cavidade central,
isto é, os residuos de fenilalanina, de aspartato e de glutamato. Ela é exposta na Figura
41



Figura 41 — Variacdo da distancia RSVmF-ligantes
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Variacao da distancia entre o bolséo trissimétrico, formado pelos residuos de aspartato, glutamato e fenilalanina dentro da cavidade central de RSVmF e
os ligantes quercetina, Q1 e o inibidor JINJ-2408068, ao longo de uma simulacdo de 20 ns. Nessa analise as cadeias ndo foram renumeradas, entao os
residuos 486-489 na cadeia A equivalem aos residuos 1060-1063 na cadeia B e a 1634-1637 na cadeia C, seguindo a mesma ordem: ASP-GLU-FEN-ASP.
A distancia exibida é referente aos residuos componentes de cada cadeia. Em (1), (2) e (3) séo representadas as cadeias A, B e C, respectivamente. Em

(A) aparecem as distancias referentes a quercetina, em (B), ao Q1, e em (C), ao inibidor JNJ-2408068.

Fonte: o autor.

Obs. As imagens acima ilustradas podem ser vistas com maiores detalhes nos apéndices V, Vl e VII.
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A analise de distancia ratificou o comportamento das trés moléculas, representado
na Figura 40. A guercetina continua a revelar uma clara propensdo ao escape daquela
cavidade. No entanto, esse célculo nos permitiu ir um pouco além. A quercetina se afasta
mais pronunciadamente da cadeia A e da cadeia C, em relacéo aos residuos de aspartato
e glutamato (486.A, 487.A) e de todos os residuos da cadeia C (1634.C-1637.C). E
interessante notar que a quercetina se distancia da cadeia B, porém com uma menor
intensidade para o glutamato (1061.B). Por outro lado, ela praticamente ndo se distancia
dos residuos de aspartato e fenilalanina (1062.B, 1063.B). Quanto a movimentacéo do
Q1, existe uma tendéncia similar de distanciamento para as trés cadeias, e, assim como
a guercetina, esse afastamento € mais notorio para A e C. Cabe notar que a variacdo na
distancia do Q1-fenilalanina é sempre a menor, comparada aos outros residuos. No que
concerne ao inibidor JNJ2808068, h4 uma maior distanciacdo em relacdo aos residuos
asparto e glutamato da cadeia A (486.A e 487.A, respectivamente). Essa tendéncia de
afastamento diminui na cadeia B. Quanto a cadeia C, existe pouca variagao para todos
os residuos pertencentes a ela (1634.A-1637.A). Ainda com relacdo a esse inibidor, a
distancia JNJ2808068-fenilalanina é também a menor, relativa aos outros residuos da
cavidade.

Avaliadas as posicdes, conformacfes e distancia, a préxima andlise foi a
investigagdo das ligagbes de hidrogénio. Ela nos revelou que a quercetina realiza
somente uma ponte de hidrogénio com essa cavidade da proteina, a qual, sem grandes
surpresas, € estabelecida justamente com o aspartato (1063.B), para o qual o
afastamento na andlise de distancia foi minimo. Com relacao ao inibidor JNJ-2408068,
ha o estabelecimento de trés ligacdes de hidrogénio com as cadeias A e B, e uma dessas
ligacdes se manteve por mais de 73% do tempo da simulacao (Tabela 2). Nao foi possivel
verificar ligacdes de hidrogénio entre o Q1 e os residuos da cavidade, o que sugere outros

tipos de interagbes como forcas de Van der Waals.
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Tabela 2 — Persisténcia das ligacbes de hidrogénio entre RSVmF e quercetina/ligante-
referéncia para uma simulacéo de 20 ns

Residuo da Proteina Ligante Persisténcia
AS5P489 cadeia B QARC 2415
GLU487 cadeia A JNJ-2408068/R170591 41.95
ASP486 cadeia A JNJ-2408068/R170591 73.29
L Y5498 cadeia B JNJ-2408068/R170591 29 43

ASP= Aspartato; GLU= Glutamato, LYS = Lisina; QRC = Quercetina .
Fonte: o autor.

Por fim, o método de MM-GBSA foi empregado nos calculos de energia envolvidos
na interacdo dos ligantes com a proteina. A estratégia e os calculos abordados pelo

método de MM-GBSA sao brevemente explanados no Apéndice VIII. Os resultados

referentes a analise de MM-GBSA das trajetorias de simulagdo dos complexos RSVmF-
Quercetina, RSVmMF-Q1 e RSVmF-JNJ sdo apresentados no Grafico 1.
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Grafico 1 — MM-GBSA: Quercetina, Q1 e JNJ-2408068
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Avaliacao dos diferentes tipos de energia envolvidos na interacdo da Quercetina, do Q1 e do inibidor INJ-
2408068 com a cavidade central de RSVmF.Os indices apresentados no grafico correspondem aos valores
obtidos pela subtracao das energias (complexo — receptor — ligante), que representam a média da interagéo
das energias entre RSVmF-ligantes.

VDW = interacdes de Van der Waals entre proteina-ligante;

EEL = interagfes eletrostaticas entre proteina-ligante;

EGB = a contribui¢éo eletrostatica para a energia livre de solvatacéo calculada por GB;

Esurf = a energia da &rea de superficie - SA (energia de solvatacdo nao polar),

AGgas = energia livre de Gibbs na fase gasosa;

AGsoiv = EGB + Esurf;

Avwtal = resultado do célculo envolvendo todos os termos acima (apéndice VIiI)

Unidade de todos os termos acima = kcal/mol.

Fonte: o autor.

Respostas adicionais foram obtidas pelos calculos do método de MM-GBSA. Ele
nos permite estimar as contribuicbes em termos energéticos para a interagao proteina-
ligante, e correlacionarmos com o que ja sabemos. Vimos que a quercetina apresenta
uma tendéncia ao escape da cavidade, confirmada pelo calculo de distancia. Vimos
também que a tendéncia de afastamento do Q1 e do inibidor, no entanto, sdo menores.
Ademais, a quercetina forma uma ligacéo de hidrogénio e o inibidor trés, embora para o
Q1 esse tipo de interagdo com a cavidade n&o tenha sido constatada. Aqui, podemos
observar que para o complexo RSVmF-quercetina, as interacdes eletrostaticas (EEL)
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sobressaem ( -31,9703 kcal/mol), embora existam contribuicbes menores de Van der
Waals (VdW) (-18,1968 kcal/mol). J& o complexo RSVmF-Q1 revela uma tendéncia
oposta, com maiores contribuicdes VdW (-35,9254 kcal/mol) e menores contribuicdes
EEL (-21,0945 kcal/mol). O inibidor JNJ-2408068 apresenta um equilibrio entre esses
dois tipos de interacdo (-38,8372 kcal/mol VdW e -37,8727 kcal/mol EEL). Pela
comparacdo entre os termos AGsov € AGgas € possivel observar que a quercetina
apresenta uma afinidade levemente maior pelo solvente em relacdo ao Q1. A avaliacéo
do termo Awtal NOS revela a energia livre total de Gibbs obtida para formagéo dos
complexos RSVmF-quercetina, RSVmF-Q1 e RSVmF-JNJ-2408068. A energia livre de
Gibbs representa uma medida de quao favoravel ou também espontaneo a formacéo de
um complexo ou uma reacdo possam ser. Quanto menor o valor, mais esponténea e
favoravel a reacao/formacdo do complexo €. Os resultados indicaram que RSVmF-
quercetina apresenta um Aiwta -4,92 Kcal/mol. RSVmF-Q1 exibe um At de -14,22
kcal/mol e, o inibidor, um Attal -22,78 kcal/mol.

As informacdes obtidas pelo método de MM-GBSA corroboram a analise visual da
Figura 40, bem como os calculos de distancia e a investigacdo das ligacdes de
hidrogénio. A despeito de o Q1 apresentar menores contribuicdes eletrostaticas, e ndo
realizar ligacdes de hidrogénio com os residuos formadores da cavidade, nota-se que,
no modelo ora proposto, hd uma melhor interacdo da cavidade de RSVmF com essa
molécula, em relacdo a quercetina. Ao examinarmos a Figura 42 podemos esbocar

algumas inferéncias a respeito disso.
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Figura 42 — Quercetina, Q1 e inibidor JNJ-2408068

A
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A figura ilustra as estruturas da quercetina, da quercetina pentacetilada (Q1) e do inibidor JNJ2408068, os
guais formam o complexo com RSVmF. Em (A), (B), (C), (D), (E) e (F) é possivel visualizar a imagem em
duas dimensdes (2D) desses ligantes, com a diferenca de que, nos trés primeiros (A, B e C), a qualidade
do tipo de ligacdo entre os &tomos é discriminada, enquanto que nos outros trés (D, E, e F), preza-se mais
por uma representacdo espacial. Em (G), (H) e (I), pode-se ver o perfil em 3 dimensdes (3D) dessas
moléculas, evidenciando suas respectivas capacidades de tor¢des e, portanto, seus graus de liberdade de
movimento. Na primeira coluna (A, D e G) sdo representadas as estruturas referentes a molécula
quercetina. Na segunda coluna (B, E, e H), aparecem as estruturas relativas ao derivado pentacetilado da
quercetina, 0 Q1. E, por fim, na terceira coluna (C, F e I), exibem-se as estruturas alusivas ao inibidor usado
como controle, 0 INJ-2408068. Todos os arquivos foram extraidos da base de dados Pubchem, e a edigao
das imagens das segunda e terceira linhas foram realizadas no Chimera. Em azul aparecem os nitrogénios;
em vermelho os oxigénios; em branco os hidrogénios; em bege claro os carbonos.

(A), (D) e (G) = quercetina, (B), (E) e (H) = Q1; (C), (F) e (I) = inibidor INJ2408068. As propriedades fisico-
quimicas dessas moléculas se encontram no apéndice IX.

Fonte: o autor.
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A quercetina é um flavonoide com varios grupamentos hidroxila em sua estrutura.
A presenca desses grupos confere a molécula ndo s6 uma alta capacidade antioxidante,
como também um carater mais hidrofilico, em virtude do momento dipolar do grupo OH.
Por outro lado, a sua acetilacdo (Q1) e, por conseguinte, a troca de radicais, ocasiona
uma diminuicdo desse momento dipolar. Isso torna a molécula mais hidrofobica.
Ademais, a saida de um grupo hidroxil para entrada de um grupo acetil tem
consequéncias também para o anel benzénico. O OH & um forte ativador do anel, o que
colabora para o aumento da densidade eletrbnica dessa estrutura e, por conseguinte,
para aumento de sua reatividade. O acetil diminui essa reatividade por induzir um
deslocamento de elétrons. Logo, o nucleo aromatico fica menos reativo e a estrutura mais
estavel, o que possibilita interacdes via stacking aromatico com outras estruturas
possuidoras de anéis benzénicos ricos em elétrons. J& o inibidor JNJ2408068 é um
derivado de benzoimidazol e, apesar de ter nitrogénios, € mais hidrofébico do que a
quercetina. Para além da questdo de hidrofobicidade, a quercetina contém apenas uma
torcdo em sua estrutura, ao passo que o Q1 e o inibidor possuem 11 e 6 torcdes,
respectivamente [Figura 42, (G), (H), (1)]. As tor¢des atribuem maiores graus de liberdade
as moléculas, logo, maiores possibilidades de movimentacdo, conformacéo,
acomodacao, e, consequentemente, interacao.

A mudanca da molécula quercetina para quercetina pentacetilada implica,
portanto, em alteracdo no grau de hidrofobicidade, em mudanca na reatividade do anel
aromatico, em aumento de torcédo e flexibilidade, e também em diferenca no padrédo de
ligacdes de hidrogénio a serem realizadas. A troca dos grupos significa a mudanca no
perfil de “doacéo/acepgao” de hidrogénios para apenas “acepg¢ao”. Este fendbmeno pode

ser visualizado na Figura 43:
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Figura 43 — Acetilacao da quercetina

A figura ilustra o processo de acetilacdo da molécula quercetina, a qual se converte em quercetina
pentacetilada (Q1).

A= aceptor de hidrogénios; AD = aceptor/doador de hidrogénios.

Fonte: o autor.

O modelo proposto neste trabalho considera uma cavidade formada por residuos
de aspartato, glutamato e fenilalanina. Asparto e glutamato sdo aminoacidos com cadeias
laterais negativas. A fenilalanina é um aminoacido apolar, com um nucleo aromatico.
Logo, € desejavel que o ligante que va interagir com essa cavidade combine devidas
caracteristicas hidrofilicas e/ou ibnicas, e hidrofobicas.

O inibidor JNJ-2408068 interage com esse bolsdo via stacking aromatico com as
fenilalaninas e por interacdes eletrostaticas com aspartato e glutamato [256]. A presenca
de nitrogénios na molécula favorece interac6es eletrostaticas com os residuos negativos,
bem como a formacédo de possiveis ligacbes de hidrogénio. A hidroxila presente na
molécula também propicia o estabelecimento de ligacées de hidrogénio e de interacdes
eletrostaticas. Os anéis colaboram por fornecerem hidrofobicidade e por favorecerem a
interacdo de stacking aromatico com as fenilalaninas. Logo, esse inibidor reuniria
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas desejaveis para interacdo com a cavidade. No
entanto, em testes in vivo, a molécula apresentou um tempo de retencao tecidual bem
elevado (principalmente devido a por¢cdo amino-etil-piperidina) para diversas espécies de
animais testadas, e, consequentemente, nao foi aprovada para as etapas posteriores de
validacéo clinica [303].
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A quercetina, com seus cinco grupamentos hidroxila, ligados ao anel benzénico,
também deveria interagir com a cavidade de forma satisfatoria, jA& que agrega
caracteristicas hidrofilicas (grupos OH) e hidrofébicas (anéis). No entanto, isso acontece
bem timidamente, o que se revela por seu Awtal -4,92 Kcal/mol. Uma possivel explicagéo
€ que o efeito de solvatacdo da molécula diminua sua possibilidade de interacéo via
ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos aspartato e glutamato. Devemos lembrar que
o grupo OH apresenta capacidade de doacdo/acepcdo de elétrons, 0 que vai ser
condicionada ao tipo de interagdo realizada. Outra possibilidade € que a ligacédo do grupo
OH ao anel aumente sua reatividade, e diminua a interacdo via stacking aromatico com
a fenilalanina, a qual possui um anel aromatico também rico em elétrons. Por outro lado,
0 Q1, por ser mais apolar, interage menos com o solvente, e exibe maior participacéo na
interacdo com as fenilalaninas, possivelmente via stacking aromético, o que o mantém
na cavidade. Os cinco grupamentos acetil da molécula, por sua vez, retratam sua
capacidade aceptora de elétrons. Como a cavidade é formada por residuos de aspartato,
glutamato e fenilalanina, ndo ha possibilidades de interacdo via ligagdo de hidrogénio
com as cadeias laterais desses aminoacidos, o que reduz o panorama desse tipo de
interacdo para esse ligante.

Um trabalho recentemente publicado por Raschka e colaboradores [304] aponta
paradigmas de interagdo proteina-ligante, principalmente focado nos padrées de ligacdes
de hidrogénio estabelecidas nessa interface. Os autores expdem que o reconhecimento
proteina-ligante exige a combinacado de certos perfis por parte da proteina e por parte do
ligante. A partir da analise de 136 complexos de proteinas ndo-homolégas com trés
classes de ligantes (analogos de nucleotideos, peptideos e ligantes organicos),os autores
observaram alguns dos seguintes perfis de interacdo: a proteina tende mais a se
comportar como um doador de elétrons e os ligantes como aceptores de elétrons; as
cadeias laterais dos aminoacidos arginina e lisina sdo as que mais participam como
doadores, ao passo que as cadeias laterais de aspartato e glutamato atuam como
receptores; o pareamento de um grupo amino doador da proteina — oxigénio aceptor do

7

ligante é o tipo de reconhecimento proteina-pequeno ligante mais dominante, entre
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outros. Os autores também alegam que selecionar um ligante como aceptor, em vez de
um ligante com capacidade de acepcao/doacdo, estaria relacionado com uma
determinacao de seletividade para interacdo proteina-ligante, pois a doagéo de elétrons
pelo grupo amino envolveria uma angulacao e um volume mais estreitos do que aqueles
referentes a um grupamento hidroxi. O estreitamento diminuiria a possibilidade de
interacdes, e consequentemente, propiciaria uma maior especificidade a ligacao.

Assim, a alteragcdo do grupamento hidroxila para acetila, ou ainda, de um
grupamento com capacidade de acepcéo/doacao para um com capacidade de acepcgéo
apenas, no caso da quercetina e do Q1, respectivamente, resulta em maior afinidade pela
cavidade, ainda que ndo por meio de ligacbes de hidrogénio. Nesse sentido, a
modificacao estrutural também pode ser vista sob a perspectiva de adequacao as regras
de Lipinski, ou a regra dos 5 [305,306]. Essas normas sdo chamadas de “a regra dos 5”
pelo fato de os valores estipulados por elas se aproximarem de 5, e ndo porque incluam
exatamente 5 diretrizes [305,306]. Elas estabelecem critérios para classificar compostos
com baixa absorcao e permeabilidade, isto €, compostos que apresentem: mais do que
5 doadores de hidrogénio, mais do que 10 aceptores de hidrogénio, um peso molecular
maior do que 500 daltons (1 da =1 g/mol), ou valor de célculo de log P maior do que 5.
Verber e colaboradores [307], sob outra perspectiva, argumentam que as propriedades
mais importantes para determinar a biodisponibilidade oral de candidatos a
medicamentos se resumam em: 10 ou menos ligacdes rotacionaveis, e uma area de
superficie polar topoldgica (TPSA — Topological Polar Surface Area) < 140 A. Dessa
forma, ainda que o Q1 tenha revelado uma melhor capacidade de interagdo com RSVmF,
e, por conseguinte, de inibicdo dessa proteina, outras modificacbes serdo necessarias
para se alcangar um composto de padrdo “drug-like”. Isso estaria relacionado a
diminuicdo de seu peso molecular, de sua TPSA, bem como dos graus de liberdade
atribuidos pelas ligagBes rotacionaveis em sua estrutura. Ademais, a insercdo de um
grupo com caracteristicas catidnicas na(s) posi¢ao (des) 3’ e 4’ (anel B) do Q1, talvez
implique em um ligeiro aumento da especificidade do ligante pela cavidade, uma vez que

beneficiria a interagdo com os residuos de aspartato e glutamato.
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Varios estudos vém sendo publicados sobre o uso do Docking e da DM, aplicados
a flavonoides, as proteinas do RSV e as proteinas de outros organismos também.
Teixeira e colaboradores [204], em um estudo sobre o potencial de interacdo da
qguercetina com a proteina RSV-M2-1, obtiveram valores de energia de docking proximos
a -7,3 kcal/mol. Em uma outra pesquisa, com derivados acetilados da quercetina e a
proteina RSV-M2-1, Guimaraes e colegas [205] expoem valores energéticos de docking
na ordem de -6,5 kcal/mol. Souza et al. [206] discutem sobre a influéncia da glicosilacao
nos flavonoides e a interagdo com RSV-G, mostrando valores de interacdo também na
ordem de -6, -7 kcal/mol. Gomes e colaboradores [207], entretanto, analisando a
interacdo da quercetina com RSV-N1, propdem valores da ordem de -29 kcal/mol. Todos
esses trabalhos tiveram validacdo de técnicas biofisicas.

Colizzi e colaboradores [263] utilizam DM-orientada para comparar o modo de
ligacdo de flavonoides a proteina B-hydroxyacyl-ACP dehidratase de Plasmodium
falciparum por associa¢do com a quantidade de for¢ca necessaria para remové-los do sitio
de interesse. Assim, de acordo com a forga aplicada, os compostos eram classificados
em ativos ou inativos. O método teve confirmagéo experimental.

Em um outro estudo, com E. coli [198] o grupo de pesquisa combina analises de
docking com a metodologia do 3D-QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship,
relacdo quantitativa de estrutura-atividade) e sugerem posi¢cdes na molécula bem como
radicais substituintes que devem ser considerados na busca por agentes antibacterianos.
O método também teve confirmacdo experimental.

A simulacdo da interacdo da quercetina com a proteina F, sugere o porqué de seu
timido efeito virucida, em inoculos superiores a M.O.l. 0.1. Embora ela possa interagir
com essa proteina, que é a responsavel por realizar a fusdo do virus a célula e assim, de
fato, iniciar a infecgéo, essa interacdo €, em termos termodinadmicos, fraca. Além de ter
revelado também que a molécula apresenta uma tendéncia ao escape daquela cavidade,
0 que nao inibiria efetivamente sua alteracdo conformacional. A acetilacdo da molécula,

por outro lado, aumenta a sua capacidade virucida, por favorecer energeticamente a
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interacdo com a proteina e manté-la na cavidade, possivelmente pela sua caracteristica
mais hidrofébica.

Finalmente, dado que uma alteracdo na estrutura da quercetina amplificou sua
capacidade anti-RSV, nds buscamos desenvolver uma ANN para predizer moléculas
flavonoidicas possuidoras de atividade inibitéria contra RSV. Para isso, n0s elaboramos
uma sequéncia de base de dados, a fim de implementar uma ANN, acessorada pelo

algoritmo genético, na plataforma Matlab®.

4.3 ANN: elaboracédo e implementacao

Visamos elaborar uma ANN com proposito de predizer flavonoides com
capacidade anti-RSV, para nos auxiliar na discriminacdo de moléculas pertencentes a
esse grupo, e possuidoras da referida atividade inibitéria, anteriormente a
experimentacdo na bancada.

Para isso primeiramente construimos dois bancos de dados: BD1 para consulta e
para posterior aperfeicoamento da rede, e BD2 para elaboracéo e implementacdo dessa
primeira versdo de rede neural. Além disso, estabelecemos certos parametros de
entrada, os quais devem ser preenchidos, a fim de que a rede elabore uma deciséo sobre
a atividade do flavonoide em questédo. Esses parametros incluem: a classe do flavonoide,
a presenca ou auséncia de glicosilagcbes bem como as (eventuais) posi¢cOes dessas, 0
namero de atomos de carbono-hidrogénio-oxigénio, o peso molecular, o log P, a TPSA,
a concentracdo a ser testada, a cepa viral do RSV, a quantidade de virus, e o tipo de
tratamento a ser aplicado. A partir desses parametros de entrada obrigatérios, a ANN
elabora uma classificagéo para o flavonoide em “ativo” ou “inativo”.

Nossos primeiros resultados com relacéo a capacidade preditiva da ANN a partir
de BD2, consistiram da divisdo da amostra (n=240 dados, referentes a 70 flavonoides)
em dois grupos: um grupo (n= 215), para construcdo da rede, e um grupo de simulagéo
(n=25), para avaliacao de sua capacidade preditiva. Ou seja, as redes foram elaboradas

a partir da amostra de 215 flavonoides. Apés esse procedimento, o grupo de simulacgéo,
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isto €, moléculas desconhecidas pela rede, foram apresentadas a ela e a taxa de acerto
foi mensurada, dado que nés ja tinhamos as respostas referentes as capacidades “ativa”
ou “inativa” dessas 25 moléculas. Logo, a simulagdo nos permitiu verificar qual o
percentual de acerto da ANN, e, por conseguinte, avaliar sua competéncia preditiva.
Foram selecionados os cinco melhores tipos de redes, e as respostas das simulacées

sao apresentadas abaixo, na Figura 44:
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Figura 44 — Primeira simulacdo ANN
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As figuras representam as matrizes de confuséo, resultantes da simulagdo de 25 flavonoides (n=5 ativos, e n=20
inativos), com as cinco melhores ANN obtidas, nesse primeiro passo.

Nas matrizes de confusdo exibidas acima, as primeiras duas células da diagonal mostram o numero e a
percentagem de classificacfes corretas pela rede treinada. Por exemplo, em (1), trés flavonoides ativos foram
classificados corretamente como “ativos”. Isso corresponde a 12% dos 25 flavonoides utilizados para simulagao.
Da mesma forma, 17 flavonoides inativos foram corretamente classificados como “inativos”, o que representa
68% de 25 flavonoides utilizados na simulagéo. Trés flavonoides inativos foram classificados erroneamente como
“ativos”, o que corresponde a 12% de 25 flavonoides usados na simulagéo. De modo similar, 2 flavonoides ativos
foram classificados erroneamente como “inativos”, e isso representa oito percento de 25 flavonoides utilizados
na simulacéo. De seis predi¢cdes para classificagdo de “ativos”, 50% foram corretas e 50% incorretas. De cinco
flavonoides ativos, 60% foram preditos corretamente como “ativos” e 40% preditos como “inativos”. De 19
predicdes para classificagdo de “inativos”, 89,5% foram corretas e 10,5% incorretas. De 20 flavonoides inativos,
85% foram preditos corretamente como “inativos” e 15% preditos como “ativos”. No geral, 80% das predi¢cbes
foram corretas e 20% erradas.

1= matriz de confusdo resultante da simulagéo 1;

2= matriz de confusédo resultante da simulagéo 2;

3= matriz de confuséo resultante da simulacéo 3;

4= matriz de confusdo resultante da simulacéo 4;

5= matriz de confuséo resultante da simulacédo 5.

Fonte: o autor.

OBS: A figura pode ser vista com maiores detalhes no apéndice X.


https://drive.google.com/file/d/1clIT9ZUE_Y8pySjxuAOkB2o116EPBcb5/view?usp=sharing
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Nossos primeiros resultados ja revelaram uma relevante capacidade preditiva dos
algoritmos da rede. Pela analise da Figura 44, podemos observar que as melhores redes
ora obtidas, referem-se aquelas representadas em 1 e 5. Elas apresentaram uma
acuracia® geral de acerto de 80%, para nossa primeira simulacdo. Em relacdo aos
flavonoides classificados como “ativos”, o acerto foi estimado em 60% enquanto que para
aqueles identificados como “inativos”, a estimativa foi de 85%. A acuréacia geral das outras
trés redes variou entre 64 e 72%, e de 40 a 60% de acerto para os flavonoides “ativos” e
65 a 80% para os “inativos”.

Embora os resultados tenham sido promissores para um inicio, visto que uma
acuracia igual a 80% ¢é significativa, € possivel inferir que ha divergéncias quanto ao
critério de separacao entre “ativos” e “inativos” para os algoritmos da rede Em busca de
uma melhor compreensdo de onde possivelmente estariam as falhas relacionadas a
categorizacdo desses flavonoides, nos extraimos os resultados das simulacdes para
podermos avaliar qual tipo de estrutura ou substituinte poderia(m) estar dificultando o
acerto na classificacao pela rede. Esses dados foram convertidos em binéarios (0 e 1), e
sao apresentados na Tabela 3 a sequir.

3 As terminologias “acuracia’ e “precisdo”, embora ndo sejam estritamente sinénimos em um contexto
puramente estatistico, sdo assim utilizados neste trabalho para facilitar a fluéncia textual.
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Tabela 3 — Resultados binarios da simulagéo 1

Alves Saidas 1 Saidas 2 Saidas 3 Saidas 4 Saidas 5 Classe melécula

flavone aglycone

flavone glycoside - O-heteroside [C7)
flavan-3-ol aglycone

flavonol aglycone

flavone aglycone

o o o o
(S

(== = R = N = R = R = R = R = N = |

N s T s I~ T = ST
o o o o o o 0 o o o0
= = T = T R SR

O 0O 0O o0 o o o oo
[ T I I e

o o o o o 0o 0 o O o o oo oo o oo
L R e e N T T R S R R R o

Ativo Inativa Ativo Inativo Ativo Inative Ativa Inativa Ativo Inativo Ativo Inative

A tabela mostra os resultados concernentes a primeira simulagcdo (n=25 flavonoides) com as cinco melhores redes obtidas em um primeiro passo de
avaliagdo. Os “alvos” se referem as respostas que devem ser obtidas, em termos de “ativos” e “inativos”, isto €, equivalem ao “ideal”. As “saidas” de cada
rede foram numeradas de um a cinco e mostram os resultados obtidos na simulacdo para cada uma dessas redes, logo, o “real’. Em verde, aparecem as
classes dos flavonoides “ativos” utilizados para simulagdo (n=5). Em rosa, exibem-se as classes dos flavonoides “inativos” utilizados para a simulagao
(n=20). Em vermelho, s@o destacados os resultados mais proeminentemente incorretos. Em amarelo, sdo enfatizadas as melhores redes, ou seja, aguelas
que obtiveram as maiores percentagens de acerto na simulagcao. Em negrito, sdo expostos flavonoides cujas classes e tipos/subtipos apresentaram maiores
frequencias de erros na predicdo na simulag&o das cinco ANNSs.

Fonte: o autor.


https://drive.google.com/file/d/1pchxEZKVgndGcDLea3O-vDtp5AAQUcty/view?usp=sharing
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Pela avaliacdo da Tabela 3, notam-se as principais fontes de erro em relacdo a
classificacdo das redes para os critérios de flavonoides “ativos” e “inativos”. Podemos
visualizar que todas elas erraram na classificagcdo de um flavonoide glicosilado “ativo”.
Ademais, todas também erraram em classificar como “inativo” uma flavona aglicona. E,
de uma forma geral, constatamos que 0s equivocos se relacionam as moléculas com
grupamentos substituintes (glicosideos e radicais acetil/metil). Além disso, houve uma
frequéncia maior de erros na classificagao dos “ativos”. Todavia, € necessario ponderar
0s pontos positivos também. Os algoritmos da rede se revelaram capazes de distinguir
como “ativo” uma flavona aglicona, para todas as cinco redes exibidas. Em relacédo aos
“‘inativos”, oito daqueles cujo subtipo é aglicona e sem radicais, foram categorizados
corretamente. E, além desses, duas flavonas glicosiladas e uma flavanona glicosilada
foram identificadas como “inativas”, sem erros.

Um dos fatores mais criticos para que uma predicao seja acurada diz respeito a
representatividade do espaco amostral utilizado. No caso de nossa ANN, isso se
relaciona ndo s6 ao conjunto de dados empregado para elaboracdo da rede, como
também aquele utilizado na simulagéo. E, prudente, portanto, observar a representacéo
do grupo utilizado para construcédo da rede no conjunto de simulacao. Por melhores que
sejam os algoritmos, a apresentacdo de uma molécula totalmente diversa daguelas com
as quais a rede foi treinada configura uma provavel fonte de erro, dado que ndo houve
esse aprendizado.

Assim, nds retomamos o0 nosso BD2 para avaliarmos a representatividade das
diferentes classes e subtipos nesse conjunto de dados, a qual é ilustrada de forma

hierarquizada nas Tabela 4 abaixo
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Tabela 4 — Hierarquia Ativos e Inativos

: :
AmvO T v ]

Flavona aglicona 27 Flavona aglicona 39
glicosideo L} glicosidec 18
TOTAL 35 TOTAL &8
Flavonol aglicona g Flavonol aglicona 58
glicosideo ] glicosidec [+]
TOTAL 8 TOTAL &8
Flavan-3-ol aglicona T Flavanocna aglicona v
glicosideo ] glicosidec 18
TOTAL T TOTAL 35
Biflavonoide aglicona i) Flavan-3-ol aglicona 13
glicosiden o glicosidea o
TOTAL 8 TOTAL 13
Flavanon-3-ol aglicona 3 Isoflavona aglicona a
glicosiden o glicosidea 2
TOTAL 3 TOTAL o
Flavan aglicona 2 Isoflavan aglicona 1
glicosiden o glicosidea +]
TOTAL 2 TOTAL 1
Flavanona aglicona 2 Eiflavonoide aglicona 1
glicosideo ] glicosidec [+]
TOTAL 2 TOTAL 1
I 1 )
TOTAL ATIVO Aurona aglicona 1
glicosidec [+]
TOTAL 1

A Tabela 4 (A) revela a hierarquia das classes e tipos (aglicona/glicosideo) relativos ao grupo dos flavonoides classificados como “ativos”. Ja a
Tabela 4 (B), exibe a hierarquia das classes e tipos dos flavonoides classificados como “inativos”. Em rosa claro, estao enfatizadas as classes
desses compostos que s6 aparecem no quesito “inativos”.

Fonte: o autor.


https://drive.google.com/file/d/1MQoug2GymkgSO06QJvUND7BWCux5CBuU/view?usp=sharing
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A andlise da Tabela 4 nos revela a proporcdo numérica de cada classe de
flavonoides em nosso conjunto amostral. Tanto para os “ativos” quanto para os “inativos”
as flavonas representam a classe numericamento maior, seguida pelos flavondis, e, em
ambos, a proporcao de agliconas é superior a de glicosideos. Excluidas essas classes,
existem divergéncias quanto a hierarquia das outras. Convém notar que nos “ativos” os
glicosideos aparecem apenas na classe flavonas, enquanto que para os “inativos”, esses
estdo presentes nas classes flavonas, flavanonas e isoflavonas. Ademais, as classes
flavanon-3-ol e flavan tém representantes apenas nos “ativos”, enquanto que o oposto é
verdadeiro para as classes isoflavan, isoflavona e aurona em relagéo aos “inativos”. Além
disso, é evidente a diferenca numérica entre as duas categorias de flavonoides, em que
a proporcao entre elas é aproximadamente de 1 flavonoide ativo para cada 3 inativos.

A vista de todas essas peculiaridades relacionadas a BD2, nés buscamos uma
estratégia que reproduzisse melhor a realidade do banco de dados na simulacdo, bem
como nos permitisse avaliar a interferéncia de diferentes conjuntos de dados no ajuste
dos parametros da rede. Essa estratégia € chamada validacdo cruzada [308,309] em k-
particbes e consiste em dividir o conjunto amostral em subconjuntos, de forma a analisar
a aptidao de cada subconjunto em definir as caracteristicas da rede, e, por conseguinte,
em determinar sua taxa de acerto. Assim, fragmentamos todo o0 nosso conjunto amostral
de dados de flavonoides em cinco grupos diferentes (n=200), e, também, construimos
cinco grupos diversos entre si para a simulacédo (n=40). Ou seja, 0 grupamentol reuniu
200 flavonoides para construcdo da rede, e 40 flavonoides para simulag¢do, e assim
semelhantemente para 0s outros quatro grupos. Essa composic¢ao variou entre 0s cinco
conjuntos, tanto para elaboracdo de cada rede (n=200), quanto para cada simulacéo
(n=40). Ademais, os subconjuntos de simulacdo respeitaram os critérios de hierarquia
exibidos na Tabela 4. Além disso, preocupamo-nos em aumentar nossa amostra de
simulagédo, dado que apenas cinco flavonoides ativos ndo respaldam uma estatistica
significativa. Por conseguinte, os grupos de simulacdo contém 10 flavonoides ativos e 30
flavonoides inativos (n=40, no total). O resultado de cada agrupamento para a simulacao

é exibido abaixo, na Figura 45.
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Figura 45 — Agrupamento simulacéo 2

GRUPO1 GRUPD 2 GRUPO 3 GRUPD 4 GRUPO 3
flavone aghycoma flavone aglycona flavone aglycona flavone aghycona flavane agiycone
flavone aglycone flavone aghycone flavone aglycone flavone aglycone flavane aglycone
flavone aglyconme flavone aghycone flavome aglycone flavone aghycone flavane aglycone
flavone aghycone flavone aghycone flavone aglycone flavone aghycone flavane aglycone
flavone aghycoma flavone aglycona flavone aglycona flavone aghycona flavane agiycone
flavone phycaside flavane ghycaside flavane ghyraside flavone ghycoside flavone ghycaside
flavonod aghycons flavonad aghycone flavon aghwcone flavonal aghycene flavanod aglyeone

Flavan-3-ol Flavan-2-ol Flavan-2-ol Flavan-3-ol Flavan-3-ol

biflavoneid agycona biflavonoid agycone biflavoneid agycene biflsvonaid agycone biflavaneid agycona

Flavanan-3-ol Flavanan-2-al Flavanan-2-ol Flavan Flavan

Afigura ilustra os cinco grupos utilizados para simulag&o, bem como suas composigfes. Em verde, séo expostas as classes dos flavonoides “ativos”,
e, em vermelho, dos “inativos”.
Fonte: o autor.


https://drive.google.com/file/d/1Ac5VqyACIPGDkVyaKFzPAZYleHezAXox/view?usp=sharing
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Com base nos cinco subconjuntos, houve treinamento e elaboracéo de cinco redes
diversas entre si, as quais foram utilizadas posteriormente para realizar as simulagoes.

Os resultados obtidos a partir dessas simulacdes séo ilustrados abaixo, na Figura 46:

Figura 46 — Matrizes de confusdo da simulacéo 2

Cenfusion Matrix Confusion Matrix
1 5 2 T1.4% A ] 3 72.7%
12.5% 5.0% 28.6% 20.0% 7.5% 27.3%
@ @
& @
[} =
2. 5 28 84.8% °. 2 7 23.1%
E 12.5% 70.0% 15.2% 2 5.0% 67.5% 6.9%
] ]
3 3
Confusion Matrix
50.0% 93.3% 82.5% . 2 B1.6% £0.0% 90.0% 8T.5%
50.0% 6.7% 17.5% 1 o 5% oo 20.0% 10.0% 12.5%
1 2 1 F
w
Target Class H Target Class
o 2 1 28 96.6%
Confusion Matrix 2 2.5% 70.0% 3.4% Confusion Matrix
T ) 100% ’ 5 2 71.4%
1 17.5% 0.0% 0.0% 12.5% 5.0% 28.6%
90.0% 93.3% 92.5%
10.0% 67% 7.5%
o
g 2
5 3 30 50.9% 1 2 2, 5 28 24.8%
3° 7.5% 75.0% 9.1%. Target Class 4 12:5% 70.0% 15.2%
2 2
3 8
70.0% 100% 92.5% 50.0% 93.0% 82.5%
30.0% 0.0% T.5% 50.0% 6.7% 17.5%
1 2 1 2
Target Class Target Class

As figuras representam as matrizes de confuséo, resultantes de simulacao de 40 flavonoides (n=10 ativos, e
n=30 inativos). Esses resultados se referem, cada um, a um tipo diferente de arquitetura de ANN. Além disso,
cada um também provém de um subconjunto distinto de simulagéo [Figura 45], seguindo o principio abaixo:

1= matriz de confuséo resultante da ANN elaborada a partir do grupo 1 (n=200) e da simulag¢édo do grupo 1
(n=40);

2= matriz de confusdo resultante da ANN elaborada a partir do grupo 2 (n=200) e da simulag&o do grupo 2
(n=40);

3= matriz de confusdo resultante da ANN elaborada a partir do grupo 3 (n=200) e da simula¢éo do grupo 3
(n=40);

4= matriz de confuséo resultante da ANN elaborada a partir do grupo 4 (n=200) e da simulacdo do grupo 4
(n=40);

5= matriz de confusdo resultante da ANN elaborada a partir do grupo 5 (n=200) e da simula¢do do grupo 5
(n=40);

Fonte: o autor.

OBS: A figura pode ser vista com maiores detalhes no apéndice XI.


https://drive.google.com/file/d/1oHMQAFZTkXzCB-k9x82eWTYpLYN1eZYl/view?usp=sharinghttps://drive.google.com/file/d/1oHMQAFZTkXzCB-k9x82eWTYpLYN1eZYl/view?usp=sharing
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A partir da simulagéo 2, podemos notar que trés redes apresentaram predicdes
significativas, principalmente no que tange aos flavonoides “ativos”. Se na primeira
simulacdo obtivemos um percentual maximo de acerto em torno de 60%, na segunda
alcancamos uma taxa de 70 a 80%. Houve avancos também quanto a predicdo dos
“‘inativos”, a qual, inclusive, atingiu patamares de acerto de 100%. Assim, é possivel inferir
gue a estratégia de validacdo cruzada em k-particoes foi eficaz em auxiliar a aumentar a
taxa de sucesso, entendida aqui como acerto. Dentre as cinco redes geradas e
simuladas, as trés melhores se referem aquelas representadas em “2”, “3”, e “4”, cujas

caracteristicas e parametros sao expostos na Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 — Parametros das melhores arquiteturas ANN

Arguitetura ANN

Parametros

2 3 4
12 camada 183 66 40
Meurdnios 28 camada 123 110 142
3° camada &2 23 78
. o entre entrada e 1° camada radbas tribas radbas
Funcdo de tranferéncia ) . . )
saida tansig tribas purelin
Funcéo de treinamento trainscg traincgf trainscg
Taxa de acerto {treinamento) 87.14% 86,47% &87,86%
Taxa de acerto (feste) 100% 100% 100%
Taxa de acerto (validacdo) 76,67% 80% 76,67%
Taxa de acerto simulacdo 92,50% 87,50% 92,50%
Erro quadratico médio 0,0976 0,0978 0,0856

As taxas de acerto se referem as taxas gerais de acerto (por exemplo, célula em azul nas Figuras 44 e 46),
enquanto que o0s erros quadraticos médios se relacionam ao erro quadratico médio obtido para o
treinamento de cada ANN.

Fonte: o autor.

A avaliacdo da Tabela 5, bem como da Figura 46 nos informa que a rede com
maior acuracia para as duas categorias “ativos” e “inativos” € a rede 2. A despeito de a

rede 4 ter revelado uma acuracia de 100% na simulagao dos flavonoides “inativos”, ela


https://drive.google.com/file/d/1zid4-CEORLm9ndqbLFEr8CsyfZAe5tQh/view?usp=sharing
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errou trés flavonoides “ativos” enquanto que a rede 2 o fez apenas para um. Ademais, a
rede 2 classificou incorretamente dois flavonoides “inativos”, mas, apesar disso, a
proporcao de acurdcia para os dois grupos se manteve acima de 90%.

Logo, a partir da selecdo de “2” como melhor modelo de ANN, deve-se analisar a
acuracia da rede em classificar os dados dentro de um critério binario, isto &, “ativo” e
“inativo”. E importante que a classificacdo possua sensibilidade e especificidade, ou seja,
que categorize “ativo” como “ativo” e “inativo” como “inativo”, em relacéo a totalidade de
flavonoides ativos e inativos presentes na amostra avaliada. Isso nos fornece uma
probabilidade de acerto a qual pode ser correlata com a validade do teste. Dessa forma,
espera-se que haja uma maximizacdo da sensibilidade em detrimento de uma
minimizagdo de falsos positivos. Os conceitos de sensibilidade e especificidade sao
convenientemente avaliados pela curva ROC (Receiver Operating Characteristic —
“eficiéncia de operador de recepcéao de sinais”) [revisto por 330] como ilustrado na Figura
47.
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Figura 47 — Curva ROC ANN
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A curva ROC mensura a propor¢éo de acertos verdadeiros (sensibilidade) no eixo y, contra a propor¢éo de
acertos falsos, no eixo x (= 1- sensibilidade). Em (A), identifica-se a curva ROC referente ao treinamento
da arquitetura de ANN do grupo 2, e, em (B), mostra-se a curva ROC relativa a simulagéo do grupo 2 de
simulacgéo [Figura 46] utilizando essa mesma rede.

Classe 1= “ativos”

Classe 2= “inativos”

Fonte: o autor.

As curvas ROC nos confirmaram a validade da predicdo obtida pela ANN do grupo
2 (ANN-g2), isto é, de que ha acuracia e de que essa é pertinente em relacdo as duas
categorias de flavonoides aqui abordadas: “ativos” e “inativos”. A precisao nos é revelada
a partir da proximidade das curvas com o eixo y (sensibilidade), e também nos evidencia
que, inicialmente, existe uma maior imprecisao entre os “ativos”, e que essa tendéncia se
altera com o passar da apresentacdao das amostras no treinamento e na simulagéo.

Outra maneira de se avaliar a rede € checar o seu desempenho dinamico (dynamic

performance), como ilustrado na Figura 48 abaixo.


https://drive.google.com/file/d/1BPGOSuK4pUW2IejnPx1oEwi-Rw8VNjGP/view?usp=sharing
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Figura 48 — Desempenho dinamico ANN-g2
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O gréfico revela a iteragdo na qual o desempenho de validagéo atingiu um minimo, logo, a época 28. O
treinamento continuou por mais 6 iteracdes, mas o melhor desempenho é correlato com a época que
apresentou menor erro quadratico na validagéo.

Em y temos o “erro quadratico médio” (“Mean Squared Error”) e em x o “nimero de época” (“Epochs”).
Erro quadratico médio treinamento = 0,0976

Erro quadréatico médio teste = 0,0501

Erro quadratico médio validacdo = 0,1727

Train = Treinamento;

Validation = Validacao;

Test = Teste.

Fonte: o autor.

A Figura 48 expde que as curvas de validacédo e de treinamento sdo bem similares,
enguanto que a de teste difere dessas. Ademais, exibe que o erro quadratico médio (mse)
minimo de validacao foi maior do que o mse minimo de treinamento. Além disso, o valor
de mse de teste ndo é superior ao do treinamento.

Os dados de validacao refletem a capacidade de generalizacdo da rede frente a
amostras até entdo nao-vistas, isto €, valida o processo de treinamento. De forma similar,

os dados de teste avaliam o desempenho final de um modelo treinado. Enquanto a
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validacdo ocorre ao mesmo tempo do treinamento, o teste ocorre apdés o término do
treinamento. Isso implica que o desempenho da rede seja avaliado mesmo enquanto o
treinamento ocorre, de forma a evitar que o processo de treinamento se torne viciado.
Assim, se o erro de validacdo fosse menor do que o erro de treinamento, isso sugeriria
que a rede ndo possuisse capacidade de generalizacdo. Ademais, o fato de o mse do
teste ter sido menor do que o mse de treinamento, indica que ndo houve memorizacao
excessiva (overfitting), ou seja, a rede ndo decorou as respostas, mas se mostrou capaz
de desenvolver solugéo para classificar as amostras.

Os resultados de nossa ANN descritos acima corroboram ndo s6 o potencial
preditivo da técnica, como também do método aqui proposto, isto €, redes neurais
associadas ao algoritmo genético. O objetivo primario de nosso trabalho era a
classificacdo de flavonoides em “ativos” ou “inativos”, formulada a partir de parametros
de entrada. Em um primeiro passo de analise ja obtivemos um acerto geral em torno de
80%, e, a partir de uma investigacdo mais acurada de nosso banco de dados, bem como
da busca por um melhor espelhamento desse banco de dados na simulacgéo,
conseguimos alcancar patamares de acerto de 92,5%, e propor a utilizacdo da rede do
grupo 2 (ANN-g2) como um modelo preditivo. Além disso, os dados de desempenho
revelaram que nao houve overfitting, e a curva ROC nos permite afirmar que a ANN por
nés proposta apresenta sensibilidade, e, portanto, é capaz de elaborar a categorizacao
almejada.

Por outro lado, muito embora a tatica por nos utilizada de extrair a maior
guantidade possivel de dados quantitativos dos artigos nos tenha possibilitado chegar a
240 dados referentes a 70 flavonoides, € importante que haja um acréscimo quantitativo
de moléculas a esse banco de dados. Quanto maior a amostra, maior a capacidade de
generalizagcdo da ANN por haver maior representatividade. O que chama a atencéo,
todavia, € o fato de que estudos como os nossos dependam substancialmente do volume
disponivel de dados experimentais, o0 que pode ser um fator limitante. Apesar disso, nos
também construimos um BD1, com 690 compostos flavonoidicos, dos quais 70 foram

utilizados nessa primeira versao de rede neural para avaliacdo de flavonoides com



140

atividade anti-RSV. Explorar esse banco de dados, de forma a avaliar a influéncia dos
diferentes parametros de entrada, em um possivel modelo de programacéo dinamica,
constitui uma real possibilidade de incrementos a rede e melhoramento dessa.

Outros trabalhos com redes neurais também ressaltam a capacidade dessa
metodologia em auxiliar em diferentes critérios de predicéo e classificacdo. Noorizadeh
& Farmany [310] utilizam dois modelos de ANN para investigar a correlacdo entre a
capacidade antioxidante e o tipo de estrutura de &cidos benzoicos. Os autores reportam
gue os coeficientes de correlagao para os dois modelos foram de 0,824 e 0,966. Em um
outro estudo, por Cerit e colaboradores [311], ha também a estimativa de atividade
antioxidante em relacédo a quantidade de compostos fendlicos, pelo uso de redes neurais.
Reporta-se um acerto de 90% na predicdo. Shen e colegas [312] utilizam o algoritmo
genético combinado a rede neural baseada em backpropagation para relacionar a
afinidade de ligacdo de diferentes tipos de flavonoides a uma P-glicoproteina (uma
proteina do tipo transportador ABC multirresistente a drogas, em células tumorais). Os
autores relatam a superioridade do método de ANN associada ao algoritmo genético (r?
= 0,9199) em relacdo aquele baseado em regressdo linear miltipla (r? = 0,855), e
sugerem que seu modelo deva ser usado em triagens futuras. Karawajczyk e colegas
[313] sugerem o uso de redes neurais na elaboracdo de QSAR para investigar o modo
de ligacao de flavonoides a bilitranslocase (um transportador de membrana). O grupo
conclui que o modo de ligacdo é por ligacdes de hidrogénio e ndo por interacdes
eletrostaticas. Por fim, Zuvela e colegas [314] desenvolvem seis métodos baseados em
ANN para predicéo de atividade antioxidante de flavonoides, a partir da utilizacéo de seis
descritores moleculares. Os autores sugerem iniUmeras correlacdes néo-lineares as quais
nao poderiam ser visualizadas por regressao, e ousam propor que trés das metodologias
desenvolvidas no estudo podem ser usadas até mesmo por pessoas nao-especialistas,
devido a sua facilidade de interpretacéo.

O uso de redes neurais e de variados tipos de inteligéncia artificial em pesquisas
contemporaneas, especialmente na grande area medico-farmacéutica, tem sido

reconhecido e tem despontado [315-323, 198]. Ainda que haja pequenas discérdias ou
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perspectivas multiplas entre os académicos e a sociedade, ndo so sobre a aplicabilidade
delas, mas também quanto a ética inerente as suas diversas finalidades e ainda as
proprias metodologias envolvidas, o pensamento comum € de que essas tecnologias
auxiliam nédo soO a reduzir a perda de tempo, como também de recursos. H4 ainda a
vantagem de que elas tragam consigo uma real melhora na eficiéncia em conduzir
pesquisas experimentais, dado sua capacidade de identificacdo, predicao, classificacao,
e estimacao de amostras e eventos.

A primeira aplicacdo de redes neurais artificiais relacionadas a critérios de
estrutura-atividade remonta aos anos 70. Hiller e colaboradores [324] desenvolveram um
estudo sobre o uso de perceptrons para classificar em ativos ou inativos 1,3 dioxanos
com substituintes. O perceptron foi treinado e testado a partir de um conjunto de 46
compostos com atividades conhecidas, e mostrou-se apto ao reconhecimento tanto no
grupo de treinamento (= 87% acerto) quanto no de teste (= 72% acerto). Apesar da sua
relevancia, pioneirismo e autenticidade, o trabalho nédo foi muito apreciado na época e
permaneceu no anonimato.

Nossa abordagem vai de encontro ao estudo de Hiller, o qual preconizou o
desenvolvimento de redes neurais artificiais preditivas, e sana a lacuna de desatencéo
académica para esse trabalho. Também relatamos o sucesso da ANN associada ao
algoritmo genético em determinar, com precisdo, a atividade ou inatividade de
flavonoides contra RSV. Os ganhos referentes ao nosso estudo respaldam um
planejamento racional de procedimentos experimentais, pela exclusdo preliminar de
flavonoides inativos e a pré-selecdo de ativos. Isso poupa tempo e recursos, além de
conferir funcionalidade e uniformidade aos procedimentos experimentais, promovendo
um aumento de sua eficiéncia e favorecendo maior aproveitamento das pesquisas.
Ademais, provamos o potencial, a relevancia e a aplicabilidade de redes neurais artificiais

em pesquisa de desenvolvimento de drogas relacionada a virologia.



142

5. CONCLUSAO

“... all things are made of atoms, and [that] everything that
living things do can be understood in terms
of the jigglings and wigglings of atoms”. (Richard Feynman)

Nossos objetivos para este estudo foram elaborar a modelagem da proteina F em
seu estado de pré-fusdo e entdo realizar simulagdes de docking e dinamica molecular
dessa proteina em complexo com a quercetina e o Q1, e avaliar a interferéncia da
acetilacao nesse processo. Além disso, desenvolver uma ANN associada ao algoritmo
genético de forma a predizer flavonoides com capacidade anti-RSV.

Nossos resultados podem ser sumarizados da seguinte forma:

a) O que deu certo:

- a proteina F foi modelada completamente (RSVmF), incluindo as porcdes N-e C-
terminais, o peptideo 27, o dominio transmembranico e a cauda citoplasmaética;

- 0s resultados de docking evidenciaram que a quercetina, o0 Q1 e o inibidor-
controle ocupam a cavidade central da proteina e possuem basicamente a mesma
energia de interacdo ~-6,5 kcal/mol;

- a DM com os ligantes evidenciou que a quercetina possui uma tendéncia ao
escape da regido da cavidade central, enquanto que o Q1 permanece na cavidade;

- a acetilacdo aumentou a capacidade virucida da quercetina por favorecer a
interacdo com a proteina. Isso é traduzido na energia livre de Gibbs, a qual, para o
complexo RSVmF-Quercetina foi de -4,92 Kcal/mol enquanto que para o Q1 foi de -14,22
kcal/mol,

- 0 modelo de ANN proposto no trabalho revelou excelente capacidade preditiva
(= 92,5% de acerto geral), o que evidencia ser um método valido para o planejamento
racional de procedimentos experimentais, pela exclusdo preliminar de flavonoides

inativos e a pré-selecao de ativos.
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b) o que ndo deu (t&o) certo:

- embora RSVmF tenha sido valida para explicar a interacdo com as moléculas,
200ns nédo foram suficientes para a estabilizar, principalmente quanto ao seu dominio
transmembréanico e cauda citoplasmatica. Isso sugere que ou essas regides devem ser
retiradas do modelo, ou inseridas em uma membrana;

- 0 banco de dados utilizado na elaboracéo de nossa ANN precisa ser aumentado,

de forma a conferir ainda maior capacidade de generalizagdo a rede.
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O desenvolvimento de estratégias computacionais para auxiliar na descoberta de

novos medicamentos esta alvorecendo. Em nosso trabalho, estipulamos um modelo para

avaliacao da capacidade virucida de flavonoides, bem como uma proposta de rede neural

artificial para selegéo de flavonoides com atividade anti-RSV.

No entanto, nenhuma pesquisa é finita em si. Existem pontos no trabalho a serem

melhorados e continuados:

a)

b)

d)

e)

f)

)

Pode-se estabelecer um elo entre a predicdo gerada pela rede neural artificial e o
modelo de avaliagcdo de capacidade virucida (RSVmF);

O modelo de avaliagéo de capacidade virucida pode ser inserido numa membrana,
ou podem ser retirados as porcdes transmembranicas, citoplasméticas, o peptideo
sinal e o peptideo 27;

O efeito de mutacdes também pode ser incluso no modelo RSVmF;

Seria interessante se RSVmF fosse inserida em uma membrana e se avaliassem
os impactos de flavonoides na membrana e qual efeito disso sobre a proteina;

A ANN pode ser acrescida de alguns outros parametros, tais como quantidade de
doadores/aceptores de elétrons, e quantidade de ligacdes rotacionaveis;

O modelo de ANN pode ser estendido a outros virus respiratorios (e.g. influenza,
rinovirus), de forma a se poder ter um comparativo;

O banco de dados BD1 da ANN pode ser usado num modelo de programacéo
dindmica, de maneira a se avaliar qual parametro tem mais peso na determinacao

de uma possivel atividade.

Como um ultimo adendo, gostaria de fazer algumas consideragfes pessoais.

Muito embora o papel da Ciéncia seja o de trazer solucbes que beneficiem a

humanidade como um todo, a dor também é fruto de a¢des danosas realizadas por ela,

e, frequentemente, o desenvolvimento cientifico esbarra no pecado que tenazmente nos

assedia de querermos controlar tudo. Poder. Devemos prezar pela ética, bem como pela
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aproximacéo da Ciéncia a sociedade, na qual o debate e o esclarecimento devem sempre
estar presentes. E desolador ver que, apesar de todo progresso cientifico (inteligéncia
artificial, machine learning, internet das coisas) continuamos tendo como meta a
erradicacéo do analfabetismo em 2018. E desalentador saber que a cada 35 segundos
uma crianca morre de pneumonia no mundo ou ainda que, a cada 3 segundos, uma morre
de fome. 1... 2... 3... Nao existe desenvolvimento tecnoldgico que ndo exerca impacto na
sociedade, beneficiando-a ou sendo usado como subterfugio para excluir ainda mais. E
esse desenvolvimento se inicia, embora ndo exclusivamente, na Academia. A tecnologia
depende essencialmente de quem esta por tras dela, seja desenvolvendo, programando
ou consumindo. E aqui hd um grande perigo em ser apenas consumidor. Em um
momento em que maquinas assumem afazeres humanos, no qual algoritmos s&o
utilizados para desvelar nossas afinidades politicas, em que elei¢cdes sdo decididas com
base na divulgacdo massificada de noticias falsas, onde pessoas utilizam democracia
para clamar pelo retorno de ditaduras, no qual nos apercebemos envoltos por um nocao
forjadamente social tdo fragil e ténue do poder da informacéo e do conhecimento, em que
mMesmo nossos sentimentos mais intimos sao traduzidos por algoritmos de “curtir”, e no
qual ferramentas computacionais tém sido usadas com intuito de usurpar nossas
consciéncias, URGE gue retomemos nossa posicao de seres humanos criativos, criticos
e inventivos, que pensam, para repensarmos o direcionamento que temos dado a
tecnologia. Sensibilidade, sensatez, divida sdo necessarias para fomentar a empatia e o
arduo trabalho socratico de "conhecer-se a si mesmo", e de "saber que nada sabemos".
A construcdo de um SER cientifico demanda bases de humildade, curiosidade e empatia.
Assim, podemos desenvolver uma tecnologia que nos assista na busca pela nossa
humanidade, que nos mostre que ndo somos apenas algoritmos, mas somos um
complexo aglomerado de matemética, l6gica, na conjuncao, injuncdo, exclusdo da vida,
em que a dor é necessaria e lapidar essa dor de forma construtiva tambémé?. A dor, aquela

de nos sentirmos sozinhos na imensidao do universo, ou talvez na curiosidade imensa

4 COSTA, P.F. Em “O sentido da Tecnologia”. Disponivel em: https://unicolegio.com/home/


https://unicolegio.com/home/
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de ndo estarmos, a qual ndo precisa ser abrandada somente por remeédios e controle de
hormbnios, mas também pela busca conjunta de conhecimento e construcdo de
contextos. URGE que usemos os algoritmos para podermos sentir, sim!, sentir! Mas um
sentir que nos leve a buscar conhecimento, pois conhecimento da contexto e contexto da
significado?. Um sentir que nos leve a tentar abrandar a nossa dor e a dor do outro

também. Essa é a proposta desse trabalho. Esse é o sentido da tecnologia?.
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Abstract

Lower respiratory tract infections are the main cause of infections in childhood, reaching approximately
12 million severe cases and 3 million very serious cases around the world. The human pneumovirus
respiratory syncytial virus (RSV) is the major pathogen in these cases which contributes to several
cases of bronchiolitis, pneumonia and chronic obstructive pulmonary infections in people of all ages,
especially in infants and the elderly. There are currently no vaccines and the therapeutic strategies in
use present little efficacy or restricted use. Flavonoids are the focus of several studies that seek for
effective and cost-effective antiviral drugs. Quercetin is a flavonoid commonly found in the human diet
and has an inhibitory activity against several types of virus, including RSV. Chemical modification of
molecules has proven to be a promising strategy to improve the biological activity of natural compounds.
The aim of this work was to evaluate the anti-RSV activity of Quercetin and Quercetin Pentaacetate
(QPA) in culture of HEP-2 cells in different protocols. The antiviral assays were performed with different
MOiIs (0.1, 0.5 and 1.0), evaluated by MTT protocol and confirmed by plaque assay. Quercetin and QPA
showed anti-RSV activity through virucidal mechanism which was confirmed by adsorption and addition
time assays. QPA presented inhibitory activity in the adsorption and addition time assays, what
confirmed its activity occurs mainly in the early phases of the viral cycle. The plaque assay corroborated
the reduction in the number of viral foci in virucidal protocols as 50%. Classical molecular dynamics
(MD) simulations of RSV-F fusion protein in complex with Quercetin suggested hydrophobic
interactions and hydrogen bonding between F protein. Our data indicate that QPA possess a promising

anti-RSV activity, which is suggested to be related with the interference of RSV-F fusion activity.

Key words: RSV, antiviral, flavonoids, quercetin, quercetin pentaacetate
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Introduction

The human pneumovirus Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) was isolated and
described as the main pathogen responsible for acute lower respiratory tract infections (ALRTI), and it
is worldwide distributed (Weissembacher, 1998; Jennings, et al 2004; Iwane, 2004; Guthrie, 2005) .
RSV infections affect approximately 70% of newborns during their first year of life and 95% of children
up to 2 years (Collins, 2002). The infection begins with the inhalation of infectious viral particles or
through direct contact with nasopharyngeal secretions expelled by infected persons (Hall, 1981). RSV-
ALRTI is considered a public health issue at a global level, due to the hospitalization rates and high
treatment costs.

The prophylactic method recommended by the FDA (Food and Drug Administration), is the
administration of Palivizumab (Synagis ®), a monoclonal antibody which binds to RSV-F (Yu et al.,
2006). However, the costs regarding that profilaxy are very high what limits its application to high-risk
children. Currently, many research attempt to develop an effective treatment of general use for patients
with RSV infection. The focus of most studies are the surface glycoproteins G and F, as they mediate
the initial steps of adhesion and fusion of the virus to the host cell. Another licensed drug (1985) for use
in children is Ribavirin (Virazole®), which possesses broad antiviral action. As it is a nucleoside
analogue, it inhibits the nucleic acid synthesis of virus, interfering with virus replication. Nevertheless, it
is an antiviral agent with potentially mutagenic and teratogenic (VENTRE; RANDOLPH, 2004).

Vegetables are source of a wide range of compounds, usually derived from secondary
metabolism, such as alkaloids, flavonoids and others;—with great medicinal potential. (Formica and
Regelson 1995, Kinghorn 2002). Flavonoids represent one of the most important and diversified

chemical groups produced by plants and are widely distributed in the plant kingdom. Quercetin 2-(3,4-

dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one is the main flavonoid present in the human
diet. It is one of the most potent flavonols with a variety of pharmacological activities described in the
literature such as anti-HIV activity through inhibition of its reverse transcriptase as well as antiviral
activity against and other retroviruses, herpes simplex type 1, type-1 poliovirus, type-3 parainfluenza,
and hepatitis-C (Gonzales et al., 2009). Kaul et al. (1985) demonstrated that Quercetin has anti-RSV
activity due to virucidal mechanism, besides being able to inhibit the viral replication in infected cells.

The study of antiviral activity of flavonoids has been investigated since 1940. However, only
in the recent decades there have been attempts at synthesizing chemical modifications in these
molecules in order to enhance their capacity to control viruses (Cushnie and Lamb, 2005). Danihelova
and colleagues (2013) suggested that the acetylation of Quercetin probably favors absorgéo through
the cell membrane. In this regard, the acetylation of Quercetin could improve its anti-RSV activity in the
virucidal protocol, besides inhibiting the viral replication in cells infected with multiplicity of infection
(MOI)20.1.

The aim of our study was to evaluate the anti-RSV activity of Quercetin and whether the
chemical modification of Quercetin molecule to Quercetin pentaacetate-QPA could improve its anti-RSV

activity.
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Materials and methods

Reagents

The acetylated derivative (3,3',4',5,7- Pentaacetoxyflavone) was provided by Dr. Luis Otavio
Regasini (Institute of Biosciences, Letters and Exact Sciences, IBILCE, UNESP, Brazil). Briefly, the
original-quercetin molecule was subjected to acetylation reactions using a solution of acetic anhydride
and pyridine (1:1, 200 mL) at 80 °C for 5 days. The reaction was monitored by analytical thin layer
chromatography (ADCC). The crude product was subjected to normal phase column chromatography
(CC-FN; 3cmx13cm), eluted with Hex: AcOEt (80 — 0% Hexane), yielding 40 fractions of 35ml each.
The fractions were pooled according to their chromatographic profile delineated by CCDA using Hex:
AcOEt (1:1) as the mobile phase. The major product was pooled and named as QPA. Quercetin 2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and QPA were
diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich), protected from light, and stored in a freezer at -

80°C for up to one month.

Cell Culture

Oropharynx carcinoma (Hep-2; Cell Bank of Rio de Janeiro) were grown at 37°C, 5% CO2 in
DMEM-F12 medium (Sigma) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Vitrocell, Campinas,
SP, Brasil) complemented with antibiotics and antimycotics (Gibco, Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA). HEp-2 cells are derived from human respiratory tract and permissive to ARRSV infection and

replication (Brickova et al., 1978; Srinivasakumar et al., 1991).
Viral Stock

hRSV virus strain Long was provided by Dr. Eurico de Arruda Neto (Universidade de Séao Paulo,
Brazil) and amplified in Hep-2 cells. Viral stocks were prepared in phenol red-free DMEM-F12 medium
plus 2% FBS. Viral fractions were titrated and kept at -80°C freezer. The viral titer was established by

plate reduction assay (McKimm-Breschkin, 2004) and confirmed by TCID50 (Rasmussen et al., 2011).
Cytotoxicity

Cytotoxicity was evaluated by the colorimetric method of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)2,5-
Diphenyl Tetrazoilium Bromide) (Sigma). Briefly HEp-2 cells (5x104/well) received Quercetin diluted in
DMEM-F12 2% FBS. After 3 days of incubation, MTT was added and the absorbance was measured
spectrophotometrically in a plate reader (FC™ Microplate Multiskan Photometer, Thermo) at 560nm.
Cells cultured on medium alone were considered as 100% viable. CC50 values were obtained by fitting

a fourparameter nonlinear sigmoidal regression curve using GraphPad Prism6 software.
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Evaluation of the anti-hRSV action of Quercetin and Quercetin Pentaacetate

Virucidal assay

HEp-2 cells were plated in 96-well plates (5x10*well) and maintained for 24 hours in DMEM
F12 culture medium supplemented with 10% FBS. The assay was performed as described by
Petricevich and Mendonca (2003), with some modifications. The suspensions of hRSV (MOls 0.1, 0.5
and 1.0) were incubated for 1 hour at 4 °C in the presence of different concentrations of Quercetin and
QPA (1.5-24uM). At the end of the incubation, Quercetin and QPA-treated viral aliquots were added to
the HEp-2 cell monolayers and then incubated for a period of 2 hours at 37 °C. The inoculum was
replaced with DMEM-F12 2% (FBS) medium with final volume of 100uL. The plate was incubated for
four days i at 37 °C and 5% COz, and on the fourth day, MTT was added and the absorbance was
measured spectrophotometrically in a plate reader (FC™ Microplate Multiskan Photometer, Thermo) at
560nm.

Post-treatment assay

Hep-2 cells were infected with RSV (MOI 1, 0.5 and 0.1) and incubated for 2 hours at 37 ° C.
The viral suspension was then replaced by different concentrations of Quercetin and QPA (1.5-24uM)
in a final volume of 100ul. The plate was incubated for four days at 37 ° C and 5% CO2 and on the
fourth day.MTT was added and the absorbance was measured spectrophotometrically in a plate reader
(FC™ Microplate Multiskan Photometer, Thermo) at 560nm.

Evaluation of possible mechanisms involved in anti-hRSV action

Adsorption Assay

The adsorption assay was performed as described by Kimura et al. (2000). hRRSV suspension
(MOI 0.5) was incubated for 1 hour at 4 °C or 37 °C in the presence of different concentrations of QPA
(1.5-12uM). HEp-2 cells were precooled at 4 ° C for 30 minutes before receiving MOI 0.5 containing
viral suspension and QPA at different concentrations. Under these conditions, cells, virus and QPA were
maintained for 2 h before being washed with physiological sodium chloride solution (0.15M NaCl) to
remove the non-adsorbed viral particles. The plate was incubated for four days at 37°C and 5% CO:
and on the fourth day MTT was added and the absorbance was measured spectrophotometrically in a

plate reader (FC™ Microplate Multiskan Photometer, Thermo) at 560nm.

Time of Addition Assay

HEp-2 cells in the presence of F12 DMEM culture medium supplemented with 10% FBS were
plated in a 96-well plate (5x104well) and incubated for 24 hours to reach confluence of approximately
80%. Hep-2 cells were infected with hRRSV solution (MOI 0.5) for 1h, after which the inoculum was
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replaced with DMEM-F12 2% (FBS) medium with final volume of 50uL in all wells. At time 0, the viral
suspension with MOI 0.5 was added, followed by QPA addition. In the following intervals, the different
concentrations of QPA were added over 48 hours, respecting the ranges: 3h, 6h, 12h, 24h, 36h and 48h
post-infection. At the end of 48 hours, the plate was incubated at 37 °C, and on the fourth day, MTT was
added and the absorbance was measured spectrophotometrically in a plate reader (FC™ Microplate

Multiskan Photometer, Thermo) at 560nm.

Plate Assay

HEp-2 cells, grown in 24 well plates (3x105/well), were treated and infected according to the
procedures described above and the assay was performed according to the method described by
McKimm-Breschkin, 2004. For visualization of the lysis plates, the cell monolayer received medium
overlay (culture medium containing 0.6% agarose). Under these conditions, the cells were maintained
at 37 °C 5% CO: for a period of 6 days or until the visualization of lysis plates with the aid of an optical
microscope. Cells were formalized with 1% formaldehyde diluted in 0.15M saline. The lysis plates were
evidenced after discarding of the overlay medium and addition of 0.05% neutral red solution which

remained for 1 day at room temperature.

Molecular Modeling of the hRSV-F Glycoprotein

The Protein Data Bank (PDB) contains more than 20 crystal structures of hRSV-F
Glycoprotein, in complex with antibodies or inhibitors. These structures lack the three helices forming
the coiled-coil in the C-terminal region and most of the mucin-like regions. To obtain the complete
protein structure, we performed a modeling procedure by submitting the corresponding sequence of
hRSV-F Glycoprotein (UniProtKB: P03420, residues 1-574) to the I-TASSER web server and assigning
the PDB crystal structure (ID: 4JHW) as a template. The I-TASSER server combines threading and ab-

initio procedures and has been evaluated as the best threading modeling program in recent community-
wide Critical Assessment of protein Structure Prediction (CASP) experiments (Yang, J. et. al.,
2015), providing an on-line workbench for high-resolution modeling of protein structures and functions

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). I-TASSER generates five models with different C-

scores and structures. A C-score represents a confidence score for estimating the quality of models

predicted by I-TASSER, and is calculated based on the significance of threading template alignments

and the convergence parameters of the structure assembly simulations. The C-score is typically in the
range of -5 to 2 and a higher value signifies a 3D model with a high confidence and vice versa ( Yang,
J. et. al., 2015). All 3D models produced by I-TASSER resemble the 4JHW crystal structure, and the

highest C-score (equal to 0.08) was chosen to perform the final modeling. The modeled structure was
then imported to UCSF Chimera, triplicated, and superimposed through the MatchMaker tool for

biological assembly of 4JHW structure to obtain the final model.


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Model Preparation for Molecular Dynamics (MD) Simulation

The system topology and coordinates, used as input for the GPU-enabled version of pmemd,
the MD engine included in the AMBER-12 package, were obtained through the Leap module of
AmberTools12 (Case., D. et. al., 2012), assigning parameters for structures through AMBER-FF14SB

force-field (Hornak, V. et al., 2006). Single-point calculations were performed in Gaussian-09 at HF-

SCF/6-31G* level on the optimized structures to derive electrostatic potential and restrained electrostatic
potential (RESP) partial charges were obtained from electrostatic potential using antechamber module
in AMBER-12. The general AMBER force field (gaff) was used to parametrize the inhibitors using
antechamber. The complexes were immersed in a rectangular box filled with TIP3P water molecules

(Pettersen, E.F. et al., 2004), imposing a minimum distance between the solute and box of 14A. Charges

were neutralized by adding CI- counter-ions to solvated systems in favorable positions.

MD Protocol

A minimization run (5000 steps) was performed using the steepest descent, imposing harmonic
constraint of 50 kcal‘mol'-A2 to remove unfavorable interactions introduced by the modelling
procedure. The system was gradually heated in the isovolumic-isothermal (NVT) ensemble from O to
300 K over a period of 500 ps using Langevin thermostat (Izaquirre, J.A. et al., 2001) with a coupling

coefficient of 1.0 ps and a weak constraint of 15 kcal-mol-'-A-2. In the last equilibration step, the system

was subjected to an equilibrium simulation for 1 ns, removing all constraints. The optimized system was
then simulated using the isobaric-isothermal (NPT) ensemble for 50 ns, using periodic boundary
conditions, a 2.0 fs time-step, a cut-off of 9 A for evaluation of short-range non-bonded interactions, and
the PME method for long-range electrostatic interactions. SHAKE algorithm was used to constrain
covalent bonds involving hydrogen atoms. Temperature was fixed at 300K using Langevin dynamics,
while pressure was held constant at 1 atm through the Langevin piston method. The atomic positions
were saved every 500 steps (1.0 ps) for analyses. The simulations were entirely performed using 2
NVIDIA TESLA C2075 GPUs.

MD Simulations
The distance and hydrogen bonds between protein and ligands were evaluated using g _dist
and g_hbond modules of the GROMACS 4.6.7 MD package (Abraham, M. et. al., 2014). Contacts were

evaluated through a personalized tool based on the python pmx package, considering all protein atoms

interacting with ligands in a 4.0 A radius. Interaction energies were evaluated through the MM-PBSA
(Molecular Mechanics-Poisson-Boltzmann Surface Area) module of the Amber12 package using the
MM-GBSA approach (Weiser, J.; Shenkin, P. S.; Still, W. C., 1999). Structural images were obtained
using VMD (Humphrey, W.; Dalke, A.; Schulten, K., 1996) and UCSF Chimera programs (Pettersen, E.F.
et al., 2004), while plots were obtained through the Grace plotting tool (http:/plasma-

gate.weizmann.ac.il/Grace/).
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Molecular Docking

Protein-ligand docking was executed with the Auto-Dock/Vina 1.1.2 program, using the
AutoDock/Vina PyMOL plugin (Trott, O. and Olson, A. J_., 2010). Quercetin Pentaacetate and JNJ-
2408068 SDF files, downloaded from the PubChem compound database, were converted into PDB files

and filled with hydrogens using the Open-Babel program (O'Boyle, N.M. et al., 2011). The program

SYBYL 6.0 was used to minimize the structures of compounds. Docking runs were performed using the
protein centroid clusters as receptors obtained via clustering a previously performed molecular dynamics
trajectory. Docking simulation was performed using the genetic algorithm with local gradient
optimization. For each docking simulation, a box of 75x75x75 (grid points in XYZ axes) was centered
over the binding site corresponding to empty cavities generated by the Phe488 residues. The affinity of
docked compounds was expressed as binding energy (kcal/mol). Each docking simulation run took

approximately 10 min on a dedicated Intel-i7 CPU workstation.

Statistical analysis
The experimental data were processed using the software Microsoft Excel and Graphpad
Prism 6 and evaluated by analysis of variance (one-way ANOVA), followed by the Bonferroni test. A

significance level of p<0.05 was adopted.

RESULTS AND DISCUSSION

Cellular cytotoxicity of Quercetin and QPA in HEp-2 cells

Initially, the cytotoxic concentration was determined for 50% of Hep-2 cells (CCso). The range
of Quercetin and QPA concentrations for CCsp determination was based on previous studies with
Quercetin (Choi et al., 2009; Johari et al., 2012). HEp-2 cells (5x10*) were incubated with Quercetin and
QPA at concentrations (2-1024pM) and the viability of these cells was-analysed after 3 days of
compound addition. Cells not incubated with Quercetin and QPA were assumed to be 100% viability.
The CCso obtained for QPA compound was 38.8 uM (Supplemental Figure). This value was higher than
that determined for Quercetin (11.4 uM) in Hep-2 cells (Supplemental Figure) and higher than the CCso
determined for human cervical adenocarcinoma (HeLa) epithelial cells, 29.6 uM (Danihelova et al. .,
2013). To our knowledge, no study has been conducted regarding the cytotoxic concentration of QPA

on Hep-2 cells, emphasizing the importance of this study.

Quercetin presents anti-RSV activity

In addition to the studies initiated by Kaul e. al. (1985), we demonstrated that quercetin has
a virucidal activity (16-30%) for MOI 0.1 and lack of protection for infected cells at concentrations of 2.5—
10 pM. For MOls -0.5 and 1.0 Quercetin did not inhibit RSV infection. Our data corroborate those of

Kaul et al. , who reported that Quercetin (12.5 uM) protected up to 38% of cells in a virucidal protocol.
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The minimum viral load in our study (MOI 0.1) was 142-fold higher than that of Kaul et al. All results
from the pretreatment and post-treatment protocols were negative. None of the tested experimental
conditions showed statistically significant cellular protection (Supplemental Figure). This effect is similar

to that described previously (Rasmussen, L. et. al., 2011).

QPA presents anti-hRSV activity

The treatment of the viral particle with QPA (£12uM) resulted in high cellular protection cell
protection of about 100% for MOI 0.1 at all concentrations of QPA (1.5-24uM). As for morphological
analysis, the cells of viral control presented elongated morphology, numerical reduction and high
syncytium formation. For the concentrations of QPA that were effective in the protection of cellular
damage (1.5-12uM), a great decrease in the number of syncytia in relation to viral control was observed
0.

The viral inoculum (MOI) was increased in order to establish a threshold in the anti-hRRSV
activity of QPA. We observed that the rise of the viral inoculum resulted in reduction of the anti-hRSV
activity of QPA. Thus, 5x and 10x larger inoculum (MOI 0.5 and 1.0), treated with concentrations < 12uM
resulted in cellular protection values of 50-75% or of maximum 50%, respectively. The concentration of
24uM QPA was not considered effective for MOls of 0.5 and 1.0, since it reduced the number of viable
cells. Data analysis suggests that the presence of 24 yM QPA in association-with the growth in viral load
(0.5 and 1.0), acted synergistically regarding the individual cytotoxic effect. This hypothesis would
explain, at least partially, the reduction in the number of viable cells. The morphology of the cells and
the formation or absence of syncytia in the virucidal treatment for MOIs 0.5 and 1.0 were also analyzed
microscopically after three days of culture. Morphological analysis of cells {showed that in all
concentrations a large reduction in the number of syncytia was observed and, in consequence, there
was a rise in the number of viable cells.

In the post-treatment assay the results showed that the presence of QPA (1.5-24 yM), after
the viral inoculum of MOI 0.1, provided cellular protection (25% to 100%) (In the cytomorphological
analysis (), uninfected cells (cell control) presented confluence, no syncytium formation and absence of
dead cells. Infected cells (viral control) have elongated morphology, reduced number of cells and the
presence of syncytia. For MOI 0.1, concentrations of 1.5-6 uM induced a slight reduction in syncytium
formation compared to viral control. Only the concentration of 12uM drastically reduced the formation of
syncytia. The increase in viral inoculum (MOI 0.5) resulted in cellular protection only for the
concentration of 24 uyM (~ 25%) (p <0.001), was 24 uM (~ 25%) (). The rise of the viral inoculum for MOI
1.0 (2-fold higher) culminated in a marked-diminution-of the anti-RSV effects of QPA, similarly to what
was obtained with MOI 0.5. Only the concentration of 24 uM QPA led to a slight maintenance of cell
viability (~ 25%) with statistically significant cellular protection (p <0.01), when compared to viral control
(0%) (). The protective effect in the post-treatment assays was not observed for higher inocula (MOls
of 0.5 or 1.0), with no protection> 50%. The lack of cellular protection in MOI 0.5 and 1.0 may indicate

a limited after treatment activity of QPA in situations where viral load is high. As for the cell
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morphological analysis the infections with MOI 0.5 and 1.0 showed similarities (). There was syncytium
formation and cell death at concentrations of 1.5-6 uM, which reduced at the concentration of 12 pM.

The results indicate that QPA has anti-RSV activity with direct effect on the viral particles,
suggesting an interaction between the compound and the proteins present on the viral surface, namely
G, SH or F. According to the literature, the proteins G and SH are not fully required for RSV infection,
since G and SH protein-deficient mutants shows that F protein is the only transmembrane protein
essential for viral infection in vitro (Bukreyev et al., 1997; et al., 2000, Karron et al., 1997 Collins and
Graham, 2008, Bohmwald et al., 2016). In order to investigate by which virucidal mechanism QPA was
inhibiting the cytopathic effect of hRRSV, adhesion and time-of-addition assays were performed. Initially,
the ability of QPA to inhibit virus adhesion to the cell surface was evaluated. Viral incubation with QPA
compound at 4 °C resulted in mild cell protection (~ 25%) at the concentration of 1.5 yM. There was no
statistically significant difference in that concentration when compared to the viral control (0%)). In the
other concentrations, no cellular protection was observed.

Although the standard adsorption protocol specifies that the incubation of the viral particle
with compounds must be performed at 4 °C (Kimura et al., 2000), it is known that temperature can act
as a facilitator of chemical reactions, besides being. related to the degree of molecules agitation, what
facilates a greater number of shocks among them and, thus, increase the number of effective
interactions (Lavorenti, 2002). The adhesion assays were therefore repeated and the incubation of the
virus with QPA was performed at a temperature of 37 °C . The remaining steps were not modified. Data
show that all the concentrations (1.5-12uM) were effective in reducing 50% of RSV cytopathic effect. It
can be inferred that the temperature under which the virus was incubated with QPA led to ir an
improvement of anti-RSV activity. We suggest that the inhibition of viral adsorption to the cell surface is
due to the interaction of QPA with hRSV-F.

Other steps in the viral cycle can be assessed by time-of- addition assays. They consist on
the addition of the tested compounds to the cell culture at different times of the viral infection. As shown
herein, there was cell protection of 50% at 0 hour at 3uM with a statistically significant difference p
<0.001 in relation to the viral control (0%). The effect disappears in the following hours (3-12 h) and
returns after 24 h of infection (~ 25%) and maintaining this effect in the intervals of 36 h and 48 h. In
the second condition (Figure 6B), the addition of QPA to the infected cells in the periods of (0-48 h)
presented protection (~ 25% to ~ 50%) at 6uM with statistically significant differences when compared
to inrelationte the viral control (0%) in all intervals.

Regarding-the concentration of 12uM (), the cell protection was about (50%) at hour 0, which
was reduced at the intervals of 3 h, 6 h and 12 h. After 24 h of infection, the addition of QPA to the
infected cells showed a slight increase in cell viability (~ 25%), but with significant results only at the 36
h and 48 h intervals. According to Douglas and Panis (2003), who evaluated the inhibitory activity of
triphenol compound VP-14637 (ViroPharma) against hRRSV in the same protocol, the compound acted
as a virus fusion inhibitor because there was a large increase in cell viability when the compound was
added at 0 h, along with the viral inoculum. Our results resemble those from Douglas and Panis (2003),

since cellular protection (50%) appeared at time 0, what confirmed virucidal assay, as well as the
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hypothesis that there is interaction between the molecule (QPA) and F protein, leading to interference
in virus replication.

The results obtained with the MTT salt protocol in the virucidal and adhesion assays were
confirmed by counting the number of plaques in plaque reduction assay. Initially, lysis plate counts were
performed visually with the aid of a negatoscope. The 24-wells plate was placed on the negatoscope,
and the count of the number of lysis plates from each well was performed for analysis of the results.
Through visual counting, it was possible to observe that in wells treated with QPA, there was a gradual
reduction in the number of lysis plagues when compared to the viral control group (virus without QPA).
The counting was then performed for both protocols (virucidal and adhesion). However, there were
difficulties in counting since the process is laborious and subjective. The Laboratory of Bioinformatics-
Unesp Campus of Assis, developed an algorithm based on image processing and pattern recognition
using MATLAB® software (with the aim of automating the identification and counting of lysis plates,
minimally depending on human intervention). MATrix LABoratory). The automated counting has
guaranteed us a standardized, accurate and reproducible result. Statistical analysis of the number of
lysis plates showed that there were significant differences in all the concentrations tested (1.5 - 12uM)
when compared to the viral control, confirming the previously obtained data.

Quercetin virucidal effect suggests that it can interact with RSV surface proteins. The role of
Fusion protein (RSV F) in the RSV infection has been reported and its structure documented in
specialized database. RSV F is expressed as a single precursor composed by 574 aminoacids, FO,
which oligomerizes in the endoplasmic reticulum and is proteolytically processed at two sites in each
monomer, resulting in an oligomer of two disulfide-linked fragments: F2 and F1 (Morton, C.J. et al.,
2003). RSV F is a type | fusion protein (Walsh, E.E., Hruska, J., 2016; McLellan, J.S. Chen, M., Leung,
S. et.al, 2013), whose mature state exists as a homotrimer (association of F1-F2 units), folded into a
compact prefusion structure (Battles, M.B., Langedijk, J.P., Furmanova-Hollenstein, P. et al.,2016;
McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013). There are two states of conformation of RSV F: a
metastable state adopted before virus-cell interaction (prefusion) and a stable state that occurs after
merging of virus and cell membranes (postfusion) (McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013). RSV
F is essential for infection, as mutant RSV lacking F protein (RSV AF) are not able to infect cells on their
own but rather requires a helper virus to gain entry into (Mastrangelo, P., Hegele, R.G., 2013; Batonick,
M., Oomens, A.G., Wertz, G.W., 2008). Also, RSV F expression on the surface of the cell can cause
fusion with neighboring cells, especially in vitro, leading to the formation of multinucleated syncytia
(McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013). Furthermore, RSV F is one of the targets for
pharmacological anti-RSV intervention because it is essential for entry, as it facilitates pH-independent
fusion of the viral membrane with the host-cell plasma membrane, leading to infection of the host cell
(Walsh, E.E., Hruska, J., 1983, McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013).

Recently, the major target for intervention has been RSV F prefusion conformation. Several
regions of RSV F have been targeted as pharmacological intervention candidates, as antigenic sites
(Lépez, J.A., Bustos, R., Orvel, C. et al., 1998; Zimmer, G., Trotz, |., Herrler, G., 2001), N-glycosylation
sites (Zimmer, G., Trotz, I., Herrler, G., 2001), cysteine residues (Day, N.D., Branigan, P.J., Liu, C. et
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al., 2006), as well as different RSV F residues which can interact with peptides and small-molecule RSV
entry inhibitors (McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013; Douglas, J.L., Panis, M.L., Ho, E. et al.,
2005, Sun, Z., Pan, Y., Jiang, S., Lu, L., 2013).

Battles et al. (2016) have recently showed a mechanism in which possible inhibitory-virus
entry small molecule candidates targeting F protein, bind with high affinity to a three-fold-symmetric
pocket within the central cavity of prefusion RSV F, thereby stabilizing the metastable prefusion
conformation of RSV F by restricting the movement of two structurally labile regions (Figura x). Among
these candidates, JNJ-24008068/R170591 binds to that three-fold-symmetric pocket, interacting
through aromatic stacking with phenylalanine (F) (residues 488- chain A, 488 - chain B, 488 - chain C)
and through electrostatic interactions with the negatively charged pocket formed by aspartate (D) and
glutamate (E) (residues 486, 487, 489 — chain A; 486, 487, 489 — chain B; 486, 487, 489 — chain C)
(McLellan, J.S. Chen, M., Leung, S. et.al, 2013). The interaction between the modelled RSV F (RSVmF)
and quercetin or JNJ-2408068/R170591 inhibitor as a control have been investigated by docking
analyses and classical MD simulations. The docking experiments indicate that both molecules
completely fill the previously described cavity and are characterized by the same interaction energy
(around -6.5 kcal/mol). In order to overcome docking limitations and explore the conformational
panorama sampled by the ligands, each of the two best complexes has been simulated through MD for
a total time of 20 ns.

Trajectory analysis indicated a diverse behavior for ligands, as shown in Figure 3, which
shows the time-dependent evolution of the distance between the center of mass of the binder and the
center of mass of the central cavity. Quercetin shows a tendency to escape from that cavity, while the
inhibitor and the QPA remain there, due to the constant hydrophobic interaction with the phenylalanines
(residues 488, A, B and C chains). Hydrogen bonds indicated that quercetin only establishes a hydrogen
bond with the protein, whereas the inhibitor establishes three hydrogen bonds with two chains, one of
which remained for more than 75% of the simulation time (Table 1). It was not possible to verify hydrogen
bonds between QPA and protein, which suggests other types of interactions as Van der Waals forces.

The MM-GBSA method was employed to calculate the free energy difference between the
protein and the ligands as a final confirmation. Basically, the total free energy of Gibbs obtained by this
method represents a measure of how favorable or also spontaneous the formation of a complex or a
reaction can be. The more negative the value, the more spontaneous and favorable the reaction /
complex formation is. The results indicated that RSVmF in complex with quercetin had a AG value of -
4.92, whereas for the QPA a AG of -14.22 was obtained and for the inhibitor a AG of -22.78, as shown
in Table 2 RSVmF in complex with quercetin presented a lower value than the complex with the inhibitor.
However, the QPA derivative, although still lower in value than the inhibitor, is already much closer in
energetic terms. These results, together with the experimental results, show that, although quercetin
and QPA have lower energy values, they are still able to induce a virucidal effect, which is more

promising for QPA and such a mechanism has been investigated.
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Conclusion

We demonstrate in vitro and in silico that QPA compound derived from acetylation of
Quercetin reduces cytotoxic effects and increases its virucidal activity QPA has a promising anti-hRSV
activity by virucidal mechanism, as it reduces cell damage and syncytium formation. The interactions

between hRSV-F and QPA is at least partially responsible for such effects.
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A) The modeled structure of RSV-F trimer (RSVmF), in spheres representation. B-D) Different angle and representation views of RSVmF, and the trissimetric highlighted pocket. (B) shows a frontal view of the
protein in new cartoon representation. (C) corresponds to its top view. (D) exhibits a lateral view, in spheres representation. (E) emphasizes the negatively charged trissimetric pocket, isolated from RSVmF.
The cavity (E) is composed of residues of phenylalanine (in green), aspartate (in red) and glutamate (in blue). The distances between the phenylalanines are displayed, and are equivalent to 5.474 A between
chain A (right below) and B (left below), 5.497 A between B and C chains (above, in the middle), and 5.491 A between C and A chains. VMD and Chimera were used for image edition.
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Molecular Dynamics analysis displays the behavior of 1-quercetin, 2-Q1, and 3-JNJ2408068 (reference inhibitor) along a trajectory simulation of 20 ns. The figure shows the three ligands and their
most representative conformations within the central cavity of RSVmF. The cavity is a trissimetric pocket, composed of residues of phenylalanine (in green), aspartate (in red) and glutamate (in blue).
For all the three ligands, both in (A) and (G), the cavity was taken as "static”, without trajectory modifications, only to emphasize the movement of the ligand - under a superior and frontal view,
respectively. All the first frames (t = 1ns) appear in (B). (C) shows the protein chains evinced by blue letters. In (D), the two-dimensional (2D) representation of each ligand is shown. The conformations
exhibited in (C), (E) and (F) are related to cluster analysis of the trajectory. Thus, they represent the first three clusters. Therefore, (C) depicts the first most representative conformation, (E), the
second, and (F), the third.

QRC = quercetin, Q1= quercetin pentacetate, INI= JNJ2408068.
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QRC=quercetin, Q1=quercetin pentacetate, INI= JNJ2408068.
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The graph corresponds to the average energy interaction between RSVYmF-ligands, obtained by the difference (complex - receptor - ligand). The types
of energy involved in the interaction of RSVmF-Quercetin, RSVmF-Q1 and RSVmF-JNJ — 2408068 are shown.
VDW = Van der Waals interactions between protein-ligand;

EEL = electrostatic interactions between protein-ligand;

EGB = the electrostatic contribution to the free energy of solvation calculated by GB;

Esurf = the energy of the surface area - SA (energy of nonpolar solvation),

AGgas = Gibbs free energy in the gas phase;

AGsolv = EGB + Esurf;

Atotal = calculation result involving all of the above terms

Unit of all terms above = kecal / mol.

QRC=quercetin, Q1=quercetin pentacetate, INI= JNJ2408068
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The figure illustrates the acetylation of quercetin, which is then converted into quercetin pentacetate (Q1).
A = acceptor of hydrogens; AD = acceptor/donor of hydrogens.
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The figure illustrates the structures of quercetin, quercetin pentacetate (Q1) and JNJ2408068 (reference inhibitor). (A), (B), (C), (D), (E) and (F) show the 2D image of these ligands, whereas
(G), (H) and (1) exhibit their 3D structure. Quercetin is represented in column (A, D and G). Q1 appears in (B, E, and H), and JNJ-2408068 is depicted in (C, F and I). All files were extracted from
Pubchem® database, and the image edition was performed in Chimera. Nitrogen atoms appear in blue, Oxygens in red, Hydrogens in white and Carbons in light beige.
(A), (D) e (G) = quercetin, (B), (E) e (H) = Q1; (C), (F) e (1) = JNJ2408068.
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APENDICE Il — Simula¢édo de DM: RSVmF-QRC



https://drive.google.com/file/d/1eJ12h5KQAyl_StnPTwNQXe1qv4H6WY8I/view?usp=sharing
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https://drive.google.com/file/d/1QZwMXqylFXrZEBPyJnYFOAGM7eXU9NC1/view?usp=sharing
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APENDICE IV — Simulagdo de DM: RSVmF-JNJ



https://drive.google.com/file/d/1zfWEp66PzleZoZCP7J7ADmqYVoZUOuDG/view?usp=sharing
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APENDICE V — Variac&o da distancia RSVmF-ligantes — CADEIA A
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https://drive.google.com/file/d/1By5kCcgzLD7Mh9MxT1t_U7qjdU__ycHH/view?usp=sharing

APENDICE VI — Variacéo da distancia RSVmF-ligantes — CADEIA B
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APENDICE VII — Variacdo da distancia RSVmF-ligantes — CADEIA C
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https://drive.google.com/file/d/1BqnAsRTo__gG9U1386NCWX4gEv7wVdwe/view?usp=sharing
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APENDICE VIl — Método MM-GBSA
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O ciclo termodindmico empregado no método de MM-GBSA (Molecular Mechanics Generalized Born
Surface Area — Mecanica Molecular de Area de Superficie Generalizada de Born). O método MM-GBSA se
utiliza de célculos de aproximacgdes de area e considera o soluto (proteina e ligante) como esferas (o termo
GB), para 0s quais existe uma area acessivel ao solvente (SA), e, por isso, a abreviagédo “GBSA”. O termo
“MM” se refere a inclusdo dos célculos de interagdes intramoleculares, eletrostaticas (Coloumb) e de Van
der Waals. O solvente, nessa abordagem, €& considerado um “continuum”, o qual ocupa todo espago
disponivel, isto é, o termo “SA” e apresenta uma constante dielétrica. Em (1), pode-se visualizar a
representacéo de uma proteina (A) e de um ligante (B) hipotéticos, com suas conformagfes espaciais ja
aproximadas. Em um primeiro instante, em contato com solvente e sozinhos, para posteriormente serem
combinados e formarem um complexo, imersos em solvente (parte superior). Ainda em 1, na parte inferior,
exibem-se proteina e ligante sozinhos, e, em seguida, complexados, numa fase gasosa, isto &, sem
solvente. Em (2), apresenta-se um resumo breve e simplificado dos calculos realizados por essa
abordagem. T= temperatura; S= entropia do soluto (proteina/ligante), calculada por Analise de Modos
Normais, AGgas € a energia de interacéo entre A e B na fase gasosa; AG*sov, AGBsolv, AG”Bsoy S80 a energia
livre de solvatacéo, calculado pelo método GBSA; AAGes e AAGsa representam os termos eletrostaticos
(interacédo entre o solute o solvent continuum) e ndo-polares (forcas de atracdo e repulséo de Vander Waals
entre soluto e solvente), respectivamente. As energias de ligacdo, angular e de torsdo constituem o termo
AEinra do complexo (energia intramolecular), enquanto que AEeec € AEvaw correspondem as interacfes
eletrostaticas e de Van der Waals entre proteina-ligante.

Fonte: 1 adaptado [327], 2 adaptado [328].


https://drive.google.com/file/d/1VGd3J3qTvcyviqTSYcRy54qsmcajQIqS/view?usp=sharing
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APENDICE IX — Propriedades fisico-quimicas dos ligantes quercetina, Q1 e JNJ-

2408068

Quercetina

Q1

JNJ-2408068

Propriedades computadas
Nome Propriedade

Valor propriedade

Valor propriedade

Valor propriedade

Férmula molecular C1sH1007 C25H20012 C22H30N6O
Peso molecular 302,238 g/mol 512,423 g/mol 394,523 g/mol
Contagem doadores Hidrogénio 5 0 3
Contagem aceptores Hidrogénio 7 12 6
Contagem ligacdes rotativas 1 11 6
Complexidade 488 998 514
Area de superficie polar topoldgica 127 A2 158 A2 92,2 A2

Massa Monoisotdpica
Massa Exata

302,043 g/mol
302,043 g/mol

512,095 g/mol
512,095 g/mol

394,248 g/mol
394,248 g/mol

XLogP3-AA 15 2,1 2,4
Carga Formal 0 0 0
Contagem de atomos pesados 22 37 29
Contagem Estereocentros Atomos
= 0 0 0
Definidos )
Contagem Estereocentros Atomos
o 0 0 0
Indefinidost
Contagem Estereocentros Ligacdes
- 0 0 0
Definidas
Contagem Estereocentros Ligacdes 0
Indefinidas
Contagem Atomos Isotdpicos 0 0 0
Contagem de unidade ligada por 1 1 1

covaléncia

Tabela de propriedades fisico-quimicas da quercetina, do Q1 e do inibidor usado como controle (JNJ-
2408068), sob nimero de identificagdo (Compound Identification — CID — no Pubchem) 5280343, 14005,
511013, respectivamente.

*Atomos pesados: nimero de atomos que nao sejam hidrogénio na molécula.

* Massa exata ou massa monoisotopica € a massa calculada usando-se a massa do is6topo de ocorréncia
natural mais abundante, relativo a massa do C*2.

* XLogP3-AA: é o coeficiente de particdo entre n-octanol e a agua. Revela o carater lipofilico da molécula,
logo, é relacionada com a solubilidade. Assim, quanto maior o indice, maior a lipofilicidade/hidrofobicidade
[325].

* Area de superficie topoldgica polar: E a soma da superficie de atomos polares, tais como Oxigénio,
Nitrogénio e os Hidrogénios ligados a eles. Esté relacionada com a permeabilidade da molécula [326].



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280343
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/14005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/511013
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280343
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/14005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/511013#section=Top
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APENDICE XI| — Matrizes de confus&o da simulacéo 2
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