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Interações de ftalocianinas de Co, Cu e não metálicas com estruturas externas de          

SARS-CoV-2 utilizando docking e dinâmica molecular 

 

Wilson Luna Machado Alencar - 12/2021 

 

Orientador: Antonio Maia de Jesus Chaves Neto 

Área de Concentração: Transformação de Recursos Naturais 

 

O novo coronavírus, SARS-CoV-2, provocou a pandemia do COVID-19, caracterizada pela 

elevada taxa de contaminação, capacidade de propagação e índice de letalidade. Neste trabalho 

abordamos a utilização de ftalocianinas como possível inibidor do SARS-CoV-2, por apresentar 

propriedades das ftalocianinas de Cobalto (CoPc), Cobre (CuPc) e sem grupo metálico (NoPc) as 

quais podem interagir com o SARS-CoV-2, apresentando potencial para serem utilizadas como 

filtragem por adsorção em tintas nas paredes, máscaras, roupas e filtros de ar condicionado. Foram 

utilizadas técnicas de modelagem molecular por meio de Docking Molecular e Dinâmica Molecular, 

onde o alvo foram as estruturas externas do vírus, mais especificamente as proteases E-pro, M-pro 

e S-gly. Utilizando o módulo g_MM-GBSA, e com isto os estudos de docking molecular mostraram 

que os ligantes têm características de interação capaz de adsorver as estruturas. Através da dinâmica 

molecular obtemos informações da raiz do desvio quadrático médio das posições atômicas com 

valores entre 1 e 2,5 Å. Foram utilizados o modelo de solvatação implícita de Born generalizado, 

energia livre de Gibbs e abordagem da área de superfície acessível do solvente. Dentre os resultados 

obtidos por meio da dinâmica molecular, percebeu-se que as interações ocorrem, visto que as 

ftalocianinas foram capazes de se ligar aos resíduos do sítio ativo das macromoléculas, 

demonstrando boas interações; em particular com a CoPc. Os acoplamentos moleculares e energia 

livre mostraram que os resíduos do sítio ativo da S-gly, interagiram fortemente com as ftalocianinas 

com os valores -182,443 kJ/mol (CoPc), 158,954 kJ/mol (CuPc), e -129,963 kJ/mol (NoPc). As 

possíveis interações das ftalocianinas com o SARS-CoV-2, podem prever alguns candidatos 

promissores a antagonistas ao vírus, que se confirmados por meio de abordagens experimentais, 

podem contribuir para resolver a crise global da pandemia de COVID-19. 

 

Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Docagem Molecular, Dinâmica Molecular, 

Ftalocianina.  
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Interactions of Co, Cu and Non-metal phthalocyanines with external structures of       

SARS-CoV-2 using docking and molecular dynamics 
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The new coronavirus, SARS-CoV-2, caused the COVID-19 pandemic, characterized by a high rate 

of contamination, propagation capacity and lethality rate. In this work, we approach the use of 

phthalocyanines as a possible inhibitor of SARS-CoV-2, as they present properties of Cobalt 

(CoPc), Copper (CuPc) and non-metallic group (NoPc) phthalocyanines as which can interact with 

SARS-CoV-2, cut potentially used as adsorption filtration in paints on walls, masks, clothing and 

air conditioning filters. Molecular modeling techniques through Molecular Docking and Molecular 

Dynamics were used, where the target was the external structures of the virus, but specifically with 

the proteases E-pro, M-pro and S-gly. Using the g_MM-GBSA module, and with it the molecular 

docking studies that the ligands have characteristics capable of adsorbing the structures. Through 

molecular dynamics we obtain information on the deviation of the root mean square of atomic 

positions with values between 1 and 2.5 Å. The generalized Born implicit solvation model, Gibbs 

free energy and solvent accessible surface area approach were used. Among the results obtained 

through molecular dynamics, it is sought that interactions occur, since phthalocyanines were able 

to bind to the active residues of macromolecules, demonstrating good interactions; in particular 

with a CoPc. Molecular couplings and excellent free energy for S-gly active site residues interacted 

strongly with phthalocyanines with values of -182.443 kJ/mol (CoPc), 158.954 kJ/mol (CuPc), and 

-129.963 kJ/mol (NoPc). The possible interactions of phthalocyanines with SARS-CoV-2 may 

predict some promising candidates for antagonists to the virus, which if confirmed through 

experimental approaches, could contribute to resolve the global crisis of the COVID-19 pandemic. 
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

 

Neste capítulo faremos uma breve abordagem sobre a pandemia da COVID-19 

provocada pelo SARS-CoV-2, o que ocasionou a busca por novas tecnologias e métodos de 

tratamento, além da possível utlização de ftalocianinas (Pc) de Cobalto (CoPc), Cobre (CuPc) e 

não metálicas (NoPc) para o combate desta doença. Do mesmo modo, serão introduzidas as 

motivações deste estudo juntamente com seus objetivos, ou seja, as principais questões 

relacionadas ao tema e de que forma esses objetivos elencados no trabalho pretendem auxiliar 

na solução. 

 1.1 CONTEXTO GERAL 

No final do ano de 2019, foi reconhecido o SARS-CoV-2 (YAMAMOTOYA et al., 

2021; LAM et al., 2020), um novo coronavírus (CoV), causando uma síndrome respiratória 

aguda grave (YANG et al., 2021), e seu surto provocou uma pandemia conhecida como COVID-

19 (MURRAY et al., 2021; SUPPAKITJANUSANT et al., 2021), ocasionado uma grande 

preocupação para a população devido a elevada taxa de contaminação, capacidade de 

propagação e índice de letalidade (ZHOU et al., 2020; ZHU et al., 2020).   

A COVID-19 vem causando um grande impacto na sociedade e na economia, tornando-

se um evento crítico de biossegurança (YU et al., 2020), atingindo uma taxa de letalidade de 

4,01% no ápice da pandemia na China (LI et al., 2020).  Sabe-se que a COVID-19 é transmitida 

principalmente pelas vias respiratórias, de forma que a disseminação humana se dá por gotículas 

expelidas pela tosse, espirro, até mesmo pela respiração e fala normal de uma pessoa infectada 

(LEUNG et al., 2020; CHUA et al., 2020).  

Bloqueios (HAUG et al., 2020) e restrições (SPELTA e PAGNOTTONI, 2021). foram 

impostos para impedir a disseminação da COVID-19, já que o controle de uma doença 

infecciosa é baseado no conhecimento de seu modo de transmissão (LEUNG et al., 2020). Nesta 

situação, as melhores formas de se evitar a transmissão da COVID-19, são por meios das 

medidas de distanciamento social (KWON et al., 2021; SAHI et al., 2021) ou seja, reduzindo o 

contato próximo entre indivíduos (BENZELL et al., 2020; CHU, et al., 2020). Mas quando o 

distanciamento social não é possível, algumas medidas de higiene pessoal (MUKHERJEE et al., 

2021) devem ser mantidas, assim como o uso de máscaras (CATCHING et al., 2021; VAN 

STRATEN et al., 2021).   

Com o andamento da pandemia do COVID-19, podemos destacar a importância da 

ciência dos materiais, na busca por novas ferramentas e tecnologias para pesquisa de antivirais 

e desenvolvimento de tratamento para combater o SARS-CoV-2 (TANG et al., 2020). Uma das 
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formas de pesquisa é a realização de simulações de computador (TABARI et al., 2020) com 

dados relacionados, usando Modelagem Molecular (MM) (LIU et al., 2021; ARANTES et al., 

2020) através de Docking Molecular (DOC) e Dinâmica Molecular (DM). 

O DOC se destaca como uma ferramenta muito importante para prever a afinidade de 

uma molécula por outra, ou seja, uma biomacromolécula (VIJESH et al., 2013; KUMAR et al., 

1992). Embora as simulações de DOC sejam ferramentas muito úteis, elas carecem de 

informações sobre a dinâmica de biomoléculas e complexos de ligantes. Ao realizar simulações 

de DM, o comportamento dinâmico de arranjos (GOWERS et al., 2016) podem ser monitorados 

e sondados em diferentes escalas de tempo, permitindo estudos de movimentos internos rápidos 

e mudanças conformacionais lentas para processos complexos, como ligação de ligante a um 

sítio ativo ou dobramento de proteína (HOLLINGSWORT e DROR, 2018; CHILDERS e 

DAGGETT, 2017). O número de aplicações de DM em medicamentos está sempre aumentando 

e seria quase impossível nomear todas. Quando empregados em conjunto, os procedimentos in 

silico e experimentais oferecem conhecimento das características elaboradas do reconhecimento 

intermolecular, tornando tal procedimento geralmente uma boa prática na descoberta de agentes 

inibidores do virus (ANAYA‐PLAZA et al., 2019). 

Na busca por possíveis inibidores do SARS-CoV-2, podemos destacar o 

desenvolvimento de um antisséptico bucal derivado de ftalocianinas (Pc) que surge como uma 

alternativa promissora para a redução da carga viral e a melhora clínica de pacientes infectados 

que apresentavam sintomas leves e moderados (da SILVA SANTOS et al, 2021; ORCINA et 

al., 2021; VILHENA et al., 2021). As Pc são compostos químicos com aplicações em vários 

sistemas tecnológicos, como, pigmentos (SCHREIVER et al., 2015), catalisadores 

(MACKINTOSH et al., 2008; WANG et al., 2019; KESHIPOUR et al., 2021), biossensores 

(MPHUTHI et al., 2017; KERMAN et al., 2008), sensores químicos (VALLI, 2005), corantes 

(KIMURA et al., 2013) e terapia fotodinâmica (TFD) (LI et al., 2018; KILINC et al., 2020; 

VELAZQUEZ et al., 2019; SHARMA et al., 2020), devido as suas diversas propriedades 

eletrônicas e ópticas (AZIM-ARAGHI et al., 2012). 

A utilização das Pc como corantes fotossensibilizantes em TFD (CHEN et al., 2021), 

possui finalidade para tratamentos: antimicrobianos (AHMAD et al., 2019; AL-AZMI et al., 

2019), antivirais (REMICHKOVA et al., 2017), ceratose actínica, doença de Bowen, câncer de 

pele ou micose fungóide em estágio I ou II (BARON et al., 2010). O estudo da aplicação das Pc 

como inativadores virais vem mostrando excelentes resultados quando testados nos vírus da 

diarreia viral bovina (BVDV), vírus influenza A (H3N2), poliovírus tipo 1 (PV-1) e tipo de 

adenovírus humano 5 (HadV5) (NIKOLAEVA-GLOMB et al., 2017), vírus da 

imunodeficiência tipo 1 (HIV-1), HIV-2 e cepas do vírus da imunodeficiência símia em vários 
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tipos de células (FRANÇOIS et al., 2009). Alguns trabalhos com abordagem computacional, 

mostram que as Pc, quando associadas com outros compostos (MURUGAN et al., 2020), podem 

se ligar simultaneamente à protease semelhante a 3C (3CLpro), protease semelhante à papaína 

(PLpro), RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e a proteína spike (S), podendo servir 

como drogas de alvos múltiplos; além da alta sensibilidade do SARS-CoV-2 à inativação 

fotodinâmica por Pc solúvel em água (Zn-PcChol 8+), como forma de erradicar patógenos em 

lesões localizadas, meios líquidos infectados e em várias superfícies (SHARSHOV et al., 2021). 

1.2 MOTIVAÇÃO 

Em todos os processos biológicos, as interações entre as biomoléculas desempenham um 

papel fundamental, pois constituem redes regulatórias e metabólicas, que são requisitos básicos 

para a vida. As técnicas de MM visam monitorar e analisar essas interações e também prever 

interações ou estruturas desconhecidas de biomoléculas em interação. Portanto, é imperativo 

que o DOC combinado com outras técnicas computacionais e a DM forneçam resultados 

confiáveis. 

Visando a confiança destes resultados e na possibilidade de se obter possíveis inibidores 

do SARS-CoV-2, este trabalho se propõe a fazer uma análise da interação das Pc de Cobalto 

(CoPc), Cobre (CuPc) e sem grupo metálico (NoPc) (figura 1.1) com as estruturas da superfície 

(E-pro, M-pro e S-gly) dos SARS-CoV-2 (figura 1.2). 

 

Figura 1.1: Estrutura da ftalocianina M= Co, Cu e sem metal. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 



16 

 

 

Figura 1.2: Macroestruturas do SARS-CoV-2 utilizadas: (a) E-pro; (b) M-pro (c) S-gly. 

 

Fonte: www.rcsb.org/pdb. 

 

Arıcı e seus co-autores (2013) sintetizaram e investigaram algumas propriedades 

eletroquímicas e espectroquímicas de metalftalocianinas (MPc). Os autores descobriram que 

CuPc e CoPc realizam melhores reações de transferência de elétrons do que a NoPc, mostrando 

uma melhora no comportamento REDOX dos anéis aromáticos da Pc. Assim, pode-se entender 

que a adição de metais de transição no centro da Pc, de fato, proporciona a passagem de corrente 

elétrica em sua estrutura molecular. Este aumento no comportamento do REDOX em moléculas 

é muito importante para diversas aplicações, especialmente para eletrocatálise e eletrossensores. 

Segundo Yu e seus co-autores (2016), as Pc poderão ser utilizadas como filtragem por adsorção 

em tintas nas paredes, máscaras, roupas e filtros de ar condicionado. 

 

1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar as interações das ftalocianinas de cobalto, cobre e sem metal com as estruturas 

externas do SARS-CoV-2 através de Docking e Dinâmica Molecular na tentativa de analisar 

uma possível inibição ou inativação do vírus.  
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1.3.2 Objetivos Específicos 

 

a) Otimizar as moléculas CoPc, CuPc e NoPc funcionalizando através da Teoria do Funcional 

de Densidade (DFT); 

b) Otimizar os resíduos das proteínas E-pro, M-pro e S-gly do SARS-CoV-2; 

c) Determinar o sítio ativo de interação entre a E-pro, M-pro e S-gly do SARS-CoV-2 ao 

interagirem com CoPc, CuPc e NoPc através do DOC por meio do Software Molegro. 

d) Aplicar DM aos complexos formados após a DOC, por meio do Software GROMACS; 

e) Indicar por meio da raiz do desvio quadrático médio (RMSD) das posições atômicas, cálculos 

utilizando o modelo de solvatação implícita de Born generalizado (GB), energia livre de Gibbs 

(G) e abordagem da área de superfície acessível ao solvente (SASA) o complexo 

(receptor/ligante) mais favorável ao processo de adsorção. 

 

Apresentados esses elementos que justificam e norteiam o estudo, é pertinente também 

discorrer sobre o vírus SARS-CoV-2 e mais detalhadamente sobre MM, apresentando algumas 

definições e propriedades. Essa abordagem de revisão da literatura será realizada no capítulo 

seguinte. 
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CAPÍTULO 2 – REVISÃO DA LITERATURA 

 

Nesta revisão resumimos o entendimento atual da natureza do SARS-CoV-2 e da 

COVID-19; abordaremos sobre as Pc e a aplicação de MM, a partir da DFT, DOC e DM. 

2.1 SARS-CoV-2 e COVID-19 

No final de 2019, um novo CoV designado como SARS-CoV-2 surgiu na cidade de 

Wuhan, China, e causou um surto de pneumonia viral incomum. Por ser altamente transmissível, 

essa nova doença coronavírus, também conhecida como doença coronavírus 2019 (COVID-19), 

se espalhou rapidamente por todo o mundo (WU et al., 2020), tornando-se uma pandemia global 

(ZHU et al., 2020) de forma que o surto contínuo de COVID-19 representa uma ameaça 

extraordinária à saúde pública global (DENG e PENG, 2020). A alta eficiência de transmissão 

do SARS-CoV-2 e a abundância de viagens internacionais possibilitaram a rápida disseminação 

da COVID-19 em todo o mundo (HU et al., 2021). 

O SARS-CoV-2 é transmitido via fômites e gotículas durante o contato próximo e 

desprotegido entre o infectado e o não infectado. Pacientes sintomáticos e assintomáticos são a 

principal fonte de infecção. O vírus também pode se espalhar por meio de transmissão por 

contato indireto. Gotículas contendo vírus contaminam as mãos, as pessoas então entram em 

contato com as membranas mucosas da boca, nariz e olhos, causando infecção. A transmissão 

do SARS-CoV-2 não se limita ao trato respiratório (DU et al., 2020).  Alguns estudos (TANG 

et al., 2020; LIMA et al., 2021) demonstraram a transmissão por aerossol do SARS-CoV-

2. Durante o surto de COVID-19, LIU et al. (2020) investigaram a natureza aerodinâmica do 

SARS-CoV-2 medindo o RNA viral em aerossóis em dois hospitais de Wuhan, indicando que o 

SARS-CoV-2 tem potencial para se espalhar por meio de aerossóis. Pode haver a possibilidade 

de transmissão aérea em instalações de saúde devido a aerossóis gerados por procedimentos 

médicos. Segundo CHAN et al. (2020), a disseminação do COVID-19, a transmissão 

aerotransportada é a rota dominante.   

As manifestações clínicas diferem com a idade; WANG et al. (2020) indicam que os 

casos com mais de 60 anos apresentam níveis mais elevados de nitrogênio ureico no sangue, 

indicadores inflamatórios e mais lesões bilaterais em lóbulos. Os pacientes com mais de 60 anos 

têm maior chance de insuficiência respiratória e cursos mais longos da doença. No entanto, 

naqueles com menos de 60 anos, a gravidade é mais leve (LIU et al., 2020). 

A COVID-19 foi rapidamente descoberta como sendo causada por um CoV 

posteriormente denominado síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) 

(ZHU et al., 2020), que pertence à família dos beta coronavírus. É o sétimo CoV conhecido a 
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infectar humanos; quatro desses CoV (229E, NL63, OC43 e HKU1) causam apenas leves 

sintomas de resfriado comum. Por outro lado, os outros três, SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-

CoV-2, são capazes de causar sintomas graves e até a morte, com taxas de letalidade de 10%, 

37% e 5%, respectivamente (HUANG et al., 2020). 

 

2.1.1  A estrutura do SARS-CoV-2 

O SARS-CoV-2 é um vírus com envelope de RNA de fita simples (LU et al., 2020). Uma 

abordagem de sequenciamento de próxima geração metagenômica baseada em RNA foi aplicada 

para caracterizar todo o seu genoma, que tem 29.881 pb de comprimento (GenBank no. 

MN908947), codificando 9.860 aminoácidos (CHEN et al., 2020). O RNA do SARS-CoV-2 

possui 96% de similaridade com o genoma do CoV de morcego RaTG13 (GenBank: 

MN996532.1), com 79,5% e 50% de identidade com SARS-CoV BJ01 (GenBank: AY278488 

.2) e MERS-CoV HCoV-EMC (GenBank: MH454272.1), respectivamente, e pertence à mesma 

família de vírus que causou SARS e MERS (MITTAL et al., 2020). Isso sugere que os morcegos 

são possivelmente os hospedeiros de origem 2019-nCoV, e pode ter sido transmitido 

diretamente dos morcegos ou através de um hospedeiro intermediário desconhecido para 

infectar humanos (ZHU et al., 2020; GUO et al., 2020). 

O material genético do SARS-CoV-2 é representado por uma única molécula de RNA 

positivo (RNA+). Todo o seu genoma contém menos de 30.000 nucleotídeos, cada um deles 

formado por uma molécula de açúcar (ribose), um ácido fosfórico e uma base nitrogenada 

(UZUNIA, 2020). Por ser um vírus RNA, as bases nitrogenadas são adenina, citosina, guanina 

e uracila.  

Figura 2.1:  Estrutura do SARS-Cov-2 (S-gly, E-pro, M-pro e N). 

 

 
 

Fonte: Uzunia, 2020. 
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Aproximadamente 29 diferentes proteínas virais são identificadas; entre elas, as mais 

relevantes são a glicoproteína de pico (S-gly), proteína de envelope (E-pro), proteína de 

membrana (M-pro) e nucleocapsídeo viral (N), que são as proteínas estruturais (BRIAN e 

BARIC, 2005) como mostra a figura 2.1.   

 

2.1.1.1 Glicoproteína de pico  

A Glicoproteína de pico (S-gly) é uma estrutura grande, com comprimento em torno de 

9 a 12 nm, sendo ela quem media a entrada do CoV nas células hospedeiras (LI et al., 2005). As 

S-gly formam homotrímeros que se projetam da superfície viral, caracterizam por serem a porta 

de entrada dos CoV, portanto, é um alvo antiviral atraente.  

A S-gly é composta por duas subunidades funcionais, incluindo as subunidades S1 e 

S2. A subunidade S1 consiste no domínio N-terminal (NTD) e no domínio de ligação ao receptor 

(RBD). A função da subunidade S1 é ligar-se ao receptor na célula hospedeira. A subunidade 

S2 contém o peptídeo de fusão (FP), a repetição do heptal 1 (HR1), a hélice central (CH), o 

domínio conector (CD), a repetição do heptado 2 (HR2), o domínio transmembranar (TM) e a 

cauda citoplasmática (CT). A função da subunidade S2 é fundir as membranas dos vírus e 

células hospedeiras. O local de clivagem na fronteira entre as subunidades S1 e S2 é denominado 

local de clivagem da protease S1 / S2. Para todos os CoV, as proteases do hospedeiro clivam a 

glicoproteína de pico no local de clivagem S2 para ativar as proteínas que são críticas para fundir 

as membranas dos vírus e células hospedeiras por meio de alterações conformacionais 

irreversíveis. Os glicanos ligados a N são críticos para o dobramento adequado, neutralizando 

anticorpos e decorando extensivamente os trímeros de proteína de pico (WALLS et al., 2020; 

WRAPP et al., 2020).  

 MARIANO et al., (2020) esclarecem que a S-gly tornou-se um alvo importante para o 

desenvolvimento de medicamentos e vacinas. Na verdade, desde a emergência repentina de 

SARS-CoV-2, numerosos estudos relataram a estrutura da S-gly em vários estados (pré-fusão, 

pós-fusão e / ou em complexo com ACE2). 

2.1.1.2 Proteína da membrana ou matriz  

 A Proteína da membrana (M-pro), também conhecida como 3Clpro, é a principal 

protease codificada pelo SARS-CoV-2 (YANG e RAO, 2021).  A M-pro é a mais abundante 

dos CoV, com um domínio do terminal NH2 curto fora do vírus e um terminal COOH longo 

(domínio citoplasmático) dentro do vírus (THOMAS, 2020). A M-pro é um importante 

componente que desempenha um papel destacável no tamanho, na forma e na manutenção do 

vírus, auxiliando na formação da S-gly, E-pro e N-pro e participa do processo de brotação 

(MAHTARIN et al., 2020). A M-pro compõe a membrana do vírus, através de três 
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transmembranas previstas em formato helicoidal. Seu papel é conduzir a estruturação de novos 

vírus dentro das células hospedeiras (MARIANO et al., 2020).  

Os CoV formam complexos, que apresentam um comportamento de vírus como partícula 

através da interação de M-pro e E-pro ou M-pro e N, e a combinação é obrigatória para 

organização do VLP, bem como seu transporte e liberação; além disso, a interação M-pro e        

S-gly auxilia na fixação desta última ao vírus (MAHTARIN et al., 2020).  

A M-pro promove a clivagem proteolítica em 11 sítios diferentes de poliproteínas não 

funcionais de CoV. A partir de tais clivagens são formadas proteínas virais funcionais, incluindo 

RNA-polimerase dependente de RNA, helicase (proteína de ligação a RNA de fita simples), 

exoribonuclease, endoribonucleasee e 2-O-tribose-metiltransferase. Todas consideradas 

essenciais nos processos de replicação e infecção viral. Desta forma, a inibição da M-pro emerge 

como estratégia promissora para intervenção terapêutica e obtenção de novos antivirais contra 

infecções por CoV (FAN et al., 2004). 

 
2.1.1.3 Proteína Envelope (E-pro) 

A E-pro é uma pequena proteína de membrana integral envolvida em vários aspectos do 

ciclo de vida do vírus: formação, brotamento, envelopamento e patogênese (SCHOEMAN e 

FIELDING, 2019). A análise topográfica estrutural de superfície demonstrou que a mesma 

opera como um poro na membrana do vírus, canalizando íons e interagindo com as demais 

estruturas que compõem o vírus e as células hospedeiras (BIANCHI et al., 2020). 

A E-pro possui em sua constituição uma transmembrana de domínio (TMD), capaz de 

oligomerizar outras proteínas, interagir com suas outras estruturas, formando um canal iônico 

(MARIANO et al., 2020). Realiza interação por meio do terminal C com outra E-pro, além de 

interagir com a M-pro servindo de intermédio com o Retículo endoplasmático de Golgi, 

chamado de ERGIC, iniciando assim o brotamento dos vírus nas células hospedeiras 

(SCHOEMAN e FIELDING, 2019). 

A ação da E-pro, durante o ciclo de replicação viral, necessita que a mesma esteja 

presente em abundância no interior da célula do infectado, embora uma pequena porção é 

incorporada ao envelopamento do vírus. A maioria da proteína é encontrada no tráfego 

intracelular, por meio do ERGIC, onde participa da formação e do brotamento do vírus. Estudos 

demonstraram que quantidades reduzidas de E-pro nos vírus prejudica a maturação viral 

prejudicada, ou seja, impede o espalhamento viral, provando a importância da E-pro na 

produção e maturação do vírus (SCHOEMAN e FIELDING, 2019). 

A E-pro é uma proteína de membrana curta e integral de 76-109 aminoácidos, variando 

de 8,4 a 12 kDa de tamanho. A estrutura primária e secundária revela que E tem um terminal 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schoeman+D&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schoeman+D&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
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amino hidrofílico (terminal N), carregado negativamente, curto, constituído por 7 a12 

aminoácidos, seguido por um grande domínio transmembranar hidrofóbico (TMD) 

extremamente hidrofóbico, composto por 25 aminoácidos e uma segunda extremidade, formada 

por carboxila longa (terminal C), de carga variável, e característica hidrofílica/hidrofóbica, 

dependendo da carga momentânea, que compreende maior  parte da proteína (SCHOEMAN e 

FIELDING, 2019). 

A E-pro em um meio com pH variando entre 6,0 e 7,4, torna-se ativa, enquanto em pH 

entre 8,0 a 9,0, a sua atividade é reduzida. Dessa forma, fatores eletrofisiológicos, pode-se 

encontrar inibidores da E-pro, in vitro, sendo potenciais no tratamento contra o SARS-CoV-2 

(CABRERA-GARCIA et al., 2021). 

 

2.1.2 Adsorção dos SARS-CoV-2 em superfícies 

Foi de suma importância a descoberta de que a contaminação de superfícies possui 

grande influência em termos de transmissão de SARS-CoV-2 (SANTARPIA et al., 2020). A 

avaliação dos mecanismos de adesão do SARS-CoV-2 em diferentes fômites são cruciais para 

prevenir a deposição e projetar métodos de remoção. A aderência físico-química e a persistência 

de SARS-CoV-2 difere com as características das fômites e da superfície externa do vírus, bem 

como nas condições ambientais circundantes, como temperatura do ar, umidade relativa (UR) e 

luz solar (REN et al., 2020). 

O mecanismo de adesão do SARS-CoV-2 em superfícies ambientais ainda não foi 

adequadamente delineado, mas foi previsto que é impulsionado principalmente por atrações 

eletrostáticas (por exemplo, pH, ponto isoelétrico (pI) e força iônica), em seguida, efeitos 

hidrofóbicos e ligações menos covalentes (por exemplo, forças de van der Waals) que poderiam 

promover a ligação da S-gly a superfícies sólidas (JONES et al., 2020). Uma vez que a carga 

superficial dos vírus difere com a variação do pH, a interrupção das interações eletrostáticas 

entre vírus e fômites geralmente envolvem a alteração do pH, pI e força iônica para manipular 

a persistência do vírus (VASICKOVA et al., 2010). O vírus é excepcionalmente estável em uma 

ampla faixa de pH (3–10), enquanto mostra baixa estabilidade em valores de pH (3–5) em 

comparação com pHs alcalinos (9–12) (CHIN et al., 2020).  

Além disso, a redução na força iônica do meio circundante entre os vírus e a fômite 

resulta em interações eletrostáticas ampliadas e reduz a agregação de superfície de vírus aderidos 

(CASTAÑO et al., 2020). As forças de van der Waals também desempenham um papel menor 

na adsorção física na curta distância entre o vírus e as fômite s (FUHS et al., 1985). A E-pro é 

uma camada lipídica altamente hidrofóbica do SARS-CoV-2 protegendo todo o vírus e alterando 

a hidrofobicidade da superfície pode inibir a aderência do mesmo às superfícies enquanto inativa 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schoeman+D&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
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esta proteína (SIDDIQUIE et al., 2020). Com efeitos hidrofóbicos, a adesão pode ser 

minimizada na interface entre a água e as superfícies apolares dos vírus, reduzindo assim a 

ligação, diminuindo a apolaridade dele (ARMANIOUS et al., 2016). 

Esse conhecimento é importante não apenas no que diz respeito ao desenvolvimento de 

revestimentos antivirais, mas também para adaptar os protocolos de esterilização e desinfecção 

durante surtos epidêmicos, quando a falta de equipamentos de proteção e desinfetantes ocorre 

por profissionais de saúde, como foi o caso durante os primeiros meses da pandemia COVID-

19 (XIN et al., 2021).  

Nanomateriais exibem altas afinidade de superfície ajustável para vírus. A adsorção de 

vírus por nanomateriais é um tópico interessante para removê-los, e proteger os seres humanos 

de infecções que ameaçam a vida (LI et al., 2020). Compreender as interações moleculares entre 

os vírus e as superfícies sólidas externas às proteínas são cruciais para controlar a transmissão 

ambiental e projetar processos de remoção e estratégias de tratamento. 

2.2 FTALOCIANINAS  

As Ftalocianinas (Pc) são compostos orgânicos de fórmula C32H16N8, com uma estrutura 

planar que inclui um anel constituído por oito átomos de nitrogênio e oito de carbono unidos 

mediante ligações duplas conjugadas como ilustra a Figura 2.2. A primeira Pc foi sintetizada 

acidentalmente em 1907 como um composto azul não identificado quando a o-cianobenzamida 

foi aquecida a alta temperatura e essa substância é atualmente conhecida para ser a ftalocianina 

livre de metal (base livre) (BRAUN e TCHERNIAC apud VAN STADEN, 2015). 

 

Figura 2.2: Estrutura molecular da ftalocianina de base livre (NoPc). 

 

 
Fonte: PEREIRA (2009). 

 



24 

 

 

As Pc, apesar de terem uma estrutura semelhante às porfirinas naturais (figura 2.3), como 

por exemplo a hemoglobina, a vitamina B12 ou a clorofila, não se encontram na natureza, devido 

ao fato dos seus precursores não serem de origem natural (TOMÉ, 2015).  

 

Figura 2.3: Porfirina. 

 

Fonte: PEREIRA (2009). 

 

As Pc formam complexos de coordenação com grande parte dos metais, formando as 

ftalocianinas metálicas (MPc), as mais exploradas são as sintetizadas com metais da primeira 

série de transição, pela maior facilidade de serem obtidas (KASUGA e TSUTSUI apud 

SCHEIDT, 2018).  

As MPc exibem uma série de propriedades que as tornam de grande interesse em 

diferentes áreas científicas e tecnológicas apresentando alta estabilidade térmica e química, 

absorção óptica, condutividade elétrica, fotocondutividade, propriedades semicondutoras, larga 

faixa de absorção dentro da região visível e habilidade em formar filmes finos bem ordenados 

(YUHAI-LING apud SCHEIDT, 2018). Para algumas aplicações, as moléculas de Pc devem ser 

adsorvidas nas superfícies. A adsorção muitas vezes acarreta mudanças nas propriedades 

moleculares genuínas, que podem levar a novas características benéficas ou são prejudiciais às 

atraentes propriedades da molécula livre (KRÖGER et al., 2018).  

Estruturalmente as Pc são macrocíclicos planares que comportam no seu centro de 

simetria um átomo metálico, fixado por ligações covalentes ou eletrostáticas, dependendo o tipo 

de metal. Alguns metais que podem ocupar o centro deste ligante são: Mg, Pb, Ni, Sb, Pt, Zn, 

Hg, Sn, Pd, Co, Cu, Na e Li (STOLBERG, 2000). 

 

É válido ressaltar que neste estudo, foram utilizadas a MPc de Cobre (CuPc), Cobalto 

(CoPc) e a NoPc, como descrito no capítulo anterior. 
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Para se obter a MPc de Cobre e Cobalto, deve ser realizada uma síntese, com relativa 

facilidade, a partir de anidrido ftálico em presença de amônia ou de qualquer derivado 

nitrogenado do ácido ftálico, como a ftalimida, ftalonitrilo e ftalamida, quando aquecidos com 

os próprios metais ou derivados seus (STOLBERG, 2000). As NoPc normalmente são 

preparadas via a desmetalização de uma MPc alcalino ou um metal alcalino terroso, que são 

formados através de reações com o ftalonitrilo e um sal metálico ou outros reagentes formadores 

do macrociclo (SCHEIDT, 2018).  

A CuPc (ilustrada na figura 2.4a) foi acidentalmente sintetizada em 1927 (DIESBACH 

e VON DER WEID apud VAN STADEN, 2015); elas oferecem excelente resistência ao calor 

e a luz, a ataques ácidos ou alcalinos e por isso estão presentes em praticamente todos os tipos 

de tintas para impressão é pinturas em geral, plásticos, tecidos, argamassas, sabões, detergentes 

e outros produtos de limpeza. São pigmentos de cor azul que podem adquirir tons de verde ou 

mesmo tomarem-se verdes sendo clorados ou bromados (STOLBERG, 2000).  

A CoPc (ilustrada na figura 2.4b) é revelada há muito tempo, para grande parte de 

reações químicas como catalisador heterogêneo e homogêneo. Funcionando assim como um 

catalisador de potencial redox em que o estado de oxidação tem bastante variação do complexo 

metálico gerando um ciclo catalítico (LEITE, 2016). Essa atividade catalítica do referido 

complexo é dependente de um íon metálico no centro da estrutura química e ainda, da oxidação 

total do complexo. O uso do macrocíclico na confecção de eletrodos de tinta de carbono 

quimicamente modificados tem se revelado como uma ótima aplicação analítica 

(NASCIMENTO apud LEITE, 2016).  

 

Figura 2.4: (a) CuPc e (b) CoPc. 

 

(a)                                                                             (b) 

         
Fonte: STOLBERG (2000) E LEITE (2016) 
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As propriedades fotofísicas das Pc são fortemente influenciadas pela presença e natureza 

do elemento metálico central (TEDESCO et al., 2016), amplamente utilizados em 

procedimentos teranósticos devido às suas propriedades fototerapêuticas e fotodiagnósticas 

(ANSARI et al., 2014) além de aumentar a fototoxicidade da molécula em sistemas biológicos 

(TEDESCO et al., 2016). 

Várias Pc foram estudadas quanto à sua capacidade de inativação fotodinâmica (PDI) de 

vírus (vírus da estomatite vesicular, VSV), seja intracelular ou vírions livres (BEN-HUR et al., 

1992). Pc catiônicas com alumínio demonstraram uma capacidade marcante de inativar o vírus 

Sindbis, VSV e o vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) em concentrados de sangue 

vermelho (RYWKIN et al., 1992).  

A PDI é uma terapia que envolve a combinação sinérgica de um composto 

fotossensibilizador, oxigênio molecular e luz a um comprimento de onda adequado. Essa 

combinação pode resultar na formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) que possuem 

ação tóxica a biomoléculas vizinhas, sendo assim, capaz de matar os microrganismos 

patogênicos (TAKIUCHI et al., 2005). Uma grande vantagem na fotoinativação viral é a 

possibilidade de destruição completa do material genético do vírus, não permitindo a 

recuperação da viabilidade viral, evitando o desenvolvimento da resistência. Os vírus são 

parasitas intracelulares obrigatórios e causam diversas doenças nos seres humanos e nos 

animais, desde uma simples gripe até infecções fatais. Os efeitos colaterais de sua infecção e a 

baixa eficiência de fármacos em seu combate requerem uma busca por novas alternativas e/ou 

abordagens terapêuticas que sejam eficazes na eliminação viral (OLIVEIRA, 2016). 

 

2.3       MODELAGEM MOLECULAR 

2.3.1 Teoria do Funcional de Densidade  

 

A teoria do funcional da densidade, DFT (da sigla inglesa Density Functional Theory), 

é um dos métodos químicos quânticos, que permite calcular uma gama de propriedades por 

apresentar resultados teóricos próximos aos experimentais e muitas vezes permite compreender 

sobre a geometria, propriedades eletrônicas e espectroscópicas dos sistemas em análise, levando 

aos cálculos de propriedades moleculares (ORIO et al., 2009). De acordo com COHEN et al. 

(2012), o sucesso por trás desta teoria está na correlação de troca funcional, que utiliza a 

densidade eletrônica para descrever intrinsecamente o efeito de muitos corpos com o formalismo 

de uma única partícula.  
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A elevada precisão dos resultados eletrônicos calculados utilizando DFT, além da baixa 

sobrecarga computacional, houve a difusão deste método, fazendo com que ele se tornasse um 

dos mais populares métodos computacionais utilizados (KADUK et al., 2012). O Método DFT 

se apresenta adequado para descrever com precisão estruturas moleculares complexas, que 

requer aproximações mais acuradas. 

A DFT leva em consideração o conceito de funcional, que pode ser definido como uma 

função que depende de outra função. Neste caso, a energia da molécula é dada pelo funcional 

da densidade ρ (eq. 2.1) 

 

𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑎 = 𝐹[𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧)]   .                                        (2.1) 

 

Assim, a DFT busca encontrar o valor do funcional F. A teoria de Kohn-Sham, a qual 

descreve as densidades eletrônicas e suas subsequentes correlações com energias moleculares, 

é dada na sua forma mais simples (eq. 2.2) como 

 

𝐸𝐷𝐹𝑇[𝜌] = 𝑇[𝜌] + 𝐸𝑛𝑒[𝜌] + 𝑇[𝜌] + 𝐸𝑥[𝜌] + 𝐸𝑐[𝜌]   ,                     (2.2) 

 

onde, 

E: energia total,  

T :energia cinética dos elétrons,  

Ene: energia de atração coulômbica núcleo-elétron,  

J: energia de repulsão elétron-elétron,  

Ex e Ec: correspondem, respectivamente, às energias de troca e correlação elétron-

elétron.  

 

Uma vez que cada termo da eq. 2.2 é uma função da densidade eletrônica ρ, cada uma 

das energias T, Ene, J, Ex e Ec é um funcional e sua determinação representa o desafio da teoria 

DFT. Os três primeiros termos podem ser obtidos razoavelmente bem utilizando métodos ab 

initio ou semi-empíricos. Porém, os termos de troca e correlação eletrônica são descritos de 

forma diferente na DFT. 

A maior fonte de erro em DFT está na natureza aproximada da energia de troca e de 

correlação. Por isso, numerosos esquemas têm sido desenvolvidos para obter formas 

aproximadas do funcional para esta energia, sendo que atualmente ainda há esforços na busca 

por funcionais mais precisos para aplicação em áreas específicas (ATKINS e FRIEDMAN, 

2005).  
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Em especial o funcional B3LYP, que é atualmente um dos funcionais de DFT mais 

utilizado e citado na literatura (XIN et al., 2017; BECKE, 1993), é um funcional hibrido, com 

um sofisticado conjunto de bases que apresentam bom desempenho na obtenção de propriedades 

de moléculas formadas por carbono (C), nitrogênio (N), oxigênio (O) e hidrogênio (H). 

Uma das aproximações usadas em essencialmente todos os métodos computacionais é a 

introdução de um conjunto base. Expandir uma função desconhecida, como um orbital 

molecular (OM), em um conjunto de funções conhecidas não é uma aproximação se o conjunto 

base for completo. Entretanto, um conjunto base completo significa que um número infinito de 

funções precisa ser usado, o que é impossível em termos práticos. O tipo das funções de base 

usadas também influencia na exatidão. Quanto melhor uma única função-base é para representar 

a função desconhecida, menos funções de base serão necessárias para atingir um dado nível de 

precisão. Sabendo que o esforço computacional dos métodos ab initio é formalmente 

proporcional à quarta potência do número de bases utilizadas, é de suma importância reduzir ao 

máximo o conjunto de bases sem comprometer a qualidade dos resultados (FERMI apud  

FARIAS, 2015). 

Neste trabalho utilizamos a função de base B3LYP / LANL2DZ (d, p) que de acordo 

com KRUSE et al. (2012) ela inclui interações de dispersão; a mesma foi escolhida por ser uma 

boa descritora de moléculas envolvendo metais de transição (HAY e WADT, 1985). A 

otimização de geometria das espécies em estudo é o primeiro passo na maioria dos estudos 

teóricos/computacionais, e a utilização do DFT para tal propósito, é confiável, pois há uma 

concordância com resultados obtidos experimentalmente (ORIO et al., 2009). 

 

2.3.2 Docking Molecular  

 

O Docking Molecular (DOC) é um método computacional que têm como principal 

objetivo prever o modo de ligação e a afinidade de pequenas moléculas dentro do sítio ativo de 

um receptor de interesse, permitindo estimar a energia de interação a partir de funções de 

pontuação ou de scoring (CHAUDHARY e MISHRA, 2016), com base na afinidade de ligação, 

sendo esta energeticamente favorável (MORRIS e LIM-WILBY, 2008).  

Os métodos de DOC para investigar a afinidade de ligação de moléculas com atividade 

biológica com seus receptores são compostos por dois componentes principais: o algoritmo de 

busca e a função de avaliação, responsáveis respectivamente por pesquisar diferentes 

conformações e orientações dos ligantes dentro da proteína alvo; e responsável por estimar as 

afinidades de ligação das conformações geradas, classificando-as e identificando o(s) modo(s) 

de ligação mais favorável do ligante ao receptor (COUTINHO e MORGON 2007). 
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Tratando-se de uma metodologia computacional, a evolução do poder de processamento 

tem sido essencial para cálculos mais extensos, e mais precisos, permitindo desde uma descrição 

de complexidade maior do sistema ou mesmo a possibilidade de utilização de grandes bancos 

de dados, normalmente com milhões de compostos (MUNIZ, 2018). Tendo em vista esses 

fatores, a descrição física do sistema deve encontrar um equilíbrio praticável entre acurácia e 

tempo computacional, o que representa um grande tema de estudo na área, abordando 

particularmente as funções de pontuação (MUNIZ, 2018). A interação reversível entre um 

ligante e um receptor pode ser quanticada a partir da constante de ligação (KA), expressa para 

um receptor (R), interagindo com um ligante (L) e resultando em um complexo ligante-receptor 

(RL), como mostrado nas eq. 2.3 e 2.4: 

 
[𝑅] + [𝐿] ⇌ [𝑅𝐿] ,                                                 (2.3) 

 

𝐾𝐴 =
[𝑅𝐿]

[𝑅][𝐿]
  .                                                        (2.4) 

 

A variação na energia livre devida à ligação (ΔG), ou simplesmente energia livre de 

ligação, está correlacionada à constante de ligação, como indicado na eq. 2.5: 

 

∆𝐺 = −𝑅𝑇 ln 𝐾𝐴  ,                                                    (2.5) 

onde, 

T: temperatura, K 

R: constante dos gases ideais, J/mol.K.  

 

Conforme MUNIZ (2018), em uma simulação de DOC, almeja-se a avaliação de 

interações moleculares de forma a estimar ∆G, permitindo assim um ranqueamento dos 

melhores ligantes dentro de um sistema de moléculas. 

Atualmente, há diversas metodologias e pacotes de software disponíveis para DOC 

automatizado que fornecem predições aliadas a bom desempenho e rapidez com baixo custo 

computacional (GUEDES et al., 2014). Alguns programas possibilitam uma combinação de 

algoritmos de busca e funções de pontuação, por exemplo, o programa Molegro Virtual Docker 

(MVD) (THOMSEN e CHRISTENSEN, 2006; HEBERLE e AZEVEDO, 2011). 

Neste trabalho utilizamos o MVD por ser um programa de simulação de acoplamento de 

proteína-ligante que nos permite realizar simulações de acoplamento em um pacote 

computacional totalmente integrado. O MVD foi aplicado com sucesso a centenas de proteínas 

diferentes, com desempenho de docking semelhante a outros programas de docking, como 

AutoDock4 e AutoDock Vina (BITENCOURT-FERREIRA e AZEVEDO, 2019). 
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BADAVATH et al. (2020) relatam a triagem virtual, por meio da DOC, de 118 

compostos com 16 frações heterocíclicas distintas em comparação com 5 produtos naturais e 7 

drogas reaproveitadas; inibidores que têm uma ampla diversidade estrutural e incluem uma 

variedade de estruturas para gerar um grande conjunto de potenciais  inibidores da M-pro. 

 

2.3.3    Mapa de Potencial Eletrostático  

O Mapa de Potencial Eletrostático (MEP) é um importante conceito que será explorado 

neste estudo é a correlação da atividade da estrutura dos inibidores estudados através das 

características do MEP. O MEP permite a utilização de uma análise qualitativa para localizar 

sítios reativos numa molécula, e determinar os papéis desempenhados por ambos os efeitos 

eletrônicos e estéricos (tamanho/forma) sobre a sua potência. É de fundamental importância que 

a visualização do MEP forneça informações qualitativas sobre as moléculas, tais como o 

comportamento da interação entre um ligante e o receptor. O MEP num dado ponto (x, y, z) na 

vizinhança de uma molécula é definida em termos da energia de interação entre a carga elétrica 

gerada a partir dos elétrons das moléculas, núcleos e uma carga de teste positivo (um próton) 

situado em r. Para os compostos estudados, os valores V(r) foram calculadas pela equação 

abaixo (POLITZER e MURRAY 2002): 

 

𝑉(𝑟) = ∑
𝑍𝐴

|𝑅𝐴−𝑟|𝐴 − ∫
𝜌(𝑟′)

|𝑟′−𝑟|
𝑑𝑟′  ,                                        (2.6) 

 

onde, 

  ZA : carga do núcleo A, localizada em RA; 

(r’):função da densidade eletrônica da molécula; 

r’: variável de integração simulada.  

 

O potencial eletrostático V(r) é uma propriedade local tridimensional que pode ser 

avaliada em qualquer ou todos os pontos r no espaço de um sistema (exceto para as posições RA 

dos núcleos, nas quais os denominadores na soma da eq. 2.6 são zero). Os resultados podem ser 

exibidos de várias maneiras, dependendo do que for de interesse: em um ponto específico r, ao 

longo de algum eixo através da molécula, como uma ligação, em um plano bidimensional e 

assim por diante. É bastante comum calcular e mostrar V(r) em uma grade espaçada cobrindo 

uma superfície externa tridimensional da molécula. Tal superfície pode ser definida 

(arbitrariamente) de várias maneiras, por exemplo, em termos de esferas sobrepostas centradas 
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nas posições dos núcleos e tendo alguns raios (DU e ARTECA, 1996; CONNOLLY, 1998). 

Nossa preferência é seguir a sugestão de BADER et al. (1987) e tomar a superfície da molécula 

como um contorno externo de sua densidade eletrônica ρ(r). 

As superfícies tridimensionais dos MEP são geradas após a sobreposição na molécula de 

uma partícula carregada positivamente que percorre a superfície de contato de van der Waals e 

ao revelar uma região de repulsão, representa o potencial positivo, de coloração azul, e uma 

região de atração representa o potencial negativo de coloração vermelha. 

 

 

2.3.4 Dinâmica Molecular  

 

A Dinâmica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais versáteis para o 

estudo de macromoléculas biológicas (NOBERG e NILSSON, 2003; ALONSO et al., 2006). A 

metodologia da DM é fundamentada nos princípios da Mecânica Clássica (MC) e fornece 

informações sobre o comportamento dinâmico microscópico, dependente do tempo, dos átomos 

individuais que compõem o sistema (FRENKEL e SMIT, 2001). Para se obter as propriedades 

macroscópicas de interesse a aplicação da Mecânica Estatística é requerida, a qual tem a função 

de calcular propriedades observáveis macroscópicas (pressão, energia interna, volume, 

temperatura, entropia, energia livre, etc), a partir de outras microscópicas. 

A simulação faz-se necessária na ausência do experimental, e, assim como o 

experimental, a simulação de comportamento de substâncias, é embasada em obtenção de dados 

dos sistemas, composto por indivíduos quando expandidos gerem um conjunto representativo 

do mesmo, considerando o equilíbrio termodinâmico, na leitura de parâmetros físicos, por se 

tratar de um sistema, e não  trajetórias atômicas individuais (LINDAHL, 2008). A DM possui a 

vantagem em relação o DOC por reproduzir com precisão cinética propriedades mesmo que não 

estejam em equilíbrio termodinâmico, como difusão ou dobramento. A simulação do equilíbrio 

é forçada pela aplicação de forças de intensidade elevada, sobre o sistema, quando necessário, 

para atingi-lo. Geralmente, é necessário a minimização de energia do sistema antes do simulação 

de DM (LINDAHL, 2008). 

Com base na Mecânica Molecular, as moléculas são tratadas como uma coleção de 

átomos que pode ser descrita por forças newtonianas, ou seja, são tratadas como uma coleção 

de partículas mantidas unidas por forças harmônicas ou elásticas. Um conjunto completo dos 

potenciais de interação entre as partículas é referido como “campo de força” (BROOKS et al., 

1988). O campo de força empírico, tal como é conhecido como uma função energia potencial, 

permite que a energia potencial total do sistema, V(r), seja calculada como a partir da estrutura 

tridimensional (3D) do sistema. V(r) é descrito como a soma de vários termos de energia, 
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incluindo os termos para átomos ligados (comprimentos e ângulos de ligação, ângulos diedros) 

e os termos para átomos nãoligados (interações de van der Waals e de Coulomb). Um típico 

campo de força é representado pela eq. 2.7: 

 

𝑉(𝑟) = ∑ 𝑉𝑙 + ∑ 𝑉ɵ + ∑ 𝑉ɸ + ∑ 𝑉𝑣𝑑𝑊 + ∑ 𝑉𝑒𝑙𝑒𝑡  ,                         (2.7) 

onde, 

Vl: energia de estiramento da ligação em relação a seu valor de equilíbrio (ou ideal);   

Vθ: energia de deformação do ângulo de ligação em relação a seu valor de equilíbrio;  

Vφ: energia devido à torção em torno de uma ligação; 

VνdW: energia das interações de van der Waals e  

Velec: energies de atração ou repulsão eletrostática entre duas cargas. 

 

Todos os campos de força comuns subdividem funções potenciais em duas classes: As 

interações de ligação e as interações de não-ligação. As de ligação se referem a ligação 

covalente, flexão em ângulo, potenciais de torção, rotação e torção imprópria fora do plano. As 

interações de não ligação abrangem repulsão Lennard-Jones e dispersão eletrostática 

Coulombiana (LINDAHL, 2008).  

 Para minimizar a energia, o algoritmo de steepest descent desloca cada átomo por uma 

curta distância na direção de diminuição de energia, enquanto a DM é realizada pela integração 

de equações de Newton do movimento (CHANDLER, 1987). 

 Simulações biomoleculares típicas usam condições de contorno periódicas para evitar 

falsa superfície, de modo que uma molécula de água que sai para a direita reaparece à esquerda; 

E se a caixa é suficientemente grande, as moléculas não irão interagir significativamente com 

suas cópias periódicas. Isso está intimamente relacionado às interações não ligadas, que 

idealmente deveriam ser somadas a todos os vizinhos no sistema periódico infinito resultante 

(LINDAHL, 2008).  

Com intuito de facilitar a aplicação desta metodologia de implementação campos de 

forças para DM, utilizamos o software de livre acesso GROMACS, onde pode-se simular uma 

ampla faixa de moléculas e estruturas, desde materiais biológicos até estruturas inorgânicas, em 

que são adicionados parâmetros para que o programa possa ler os dados de forma automática. O 

GROMACS é um dos códigos de software livre e de código aberto mais amplamente usados em 

tranalhos computacionais, usado principalmente para simulações dinâmicas de 

biomoléculas. Ele fornece um rico conjunto de tipos de cálculo, ferramentas de preparação e 

análise. Várias técnicas avançadas para cálculos de energia livre são suportadas. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gromacs
https://www.sciencedirect.com/topics/computer-science/open-source-software
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2.3.4.1 Raiz do desvio quadrático médio 

A  Raiz do desvio quadrático médio ou root-mean-square deviation (RMSD) indica o 

quanto a estrutura da proteína muda durante uma simulação, sendo a estrutura inicial, geralmente 

cristalográfica. A estabilidade das estruturas geradas pela simulação pode ser avaliada pelo 

cálculo do RMSD. A análise baseia-se na escolha de uma estrutura de referência qualquer 

(geralmente a estrutura inicial, t=0.0ns) e então o desvio é calculado para cada estrutura gerada 

pela simulação (AIER et al., 2016). Quanto mais distantes estiverem as estruturas analisadas, 

maior será o valor do desvio.  

Por meio do módulo do programa CPPTRAJ, foram extraídas as informações necessárias 

para a criação dos gráficos dos valores RMSD em função do tempo. Esses valores indicam os 

desvios das estruturas geradas durante a simulação em relação à estrutura inicial obtida através 

da DOC, ou seja, a estabilidade e equilíbrio do sistema considerando a dimensão do tempo. A 

equação que o rege é: 

 

RMSD = √
∑ [mi(Xi−Yi)2]N

i=0

M
 ,                                                   (2.8) 

onde, 

N: número de átomos; 

Mi: massa do átomo i; 

Xi : vetor coordenado para o átomo alvo i; 

Yi : vetor coordenado para o átomo de referência i e  

M : massa total do sistema.  

 

Caso o RMSD não possuir peso em massa, considera-se que todos mi = 1 e M = N. 

O RMSD corresponde às conformações de um determinado conjunto de pontos já 

obtidos, fornecendo uma medida da diferença na posição inicial desses mesmos conjuntos. O 

objetivo deste cálculo é validar se as estruturas geradas com a DM estão em equilíbrio, fazendo 

uma comparação entre todas as estruturas obtidas durante o processo de DM, e suas posições 

em relação ao receptor. 

 

2.3.4.2  Área de superfície acessível ao solvente  

 

A área de superfície acessível ao solvente (ASAS) ou SASA (Solvent Accessible Surface 

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



34 

 

 

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

e área total (hidrofóbicos + hidrofílicos) exposta ao solvente são computadas por átomos, 

resíduos e em função do tempo (VIEIRA, 2007). Métodos empíricos, tais como a SASA, muitas 

vezes constituem formas simples e rápidas de avaliação da energia de solvatação com uma 

precisão comparável aos modelos teóricos (FERRARA et al., 2002). Na abordagem SASA, a 

energia livre de solvatação do soluto é expressa como a soma das contribuições atômicas, 

ponderada pelas suas áreas expostas ao solvente (FERRARA et al., 2002).  

 

2.3.4.3  Energia livre de Gibbs 

A energia livre define as afinidades de ligação das interações proteína-proteína e 

proteína-ligante, e a eficiência das ligações possíveis também quantifica muitos outros processos 

importantes, como reações enzimáticas, transferência de elétrons (NOLL e HUGHES, 2018), 

transporte de íons através das membranas (GUIDELLI e BECUCCI, 2011) e solvatação de 

pequenas moléculas (LINDLEY, 1967).  

O método de MM-PBSA é utilizado para s determinar a Energia livre de Gibbs, sendo 

resultado da combinação entre a metodologia de MM de área superficial de Poisson-Boltzmann 

(MM-PBSA) com MM de área superficial generalizada de Born (MM-GBSA), são usados 

tradicionalmente em simulações de bio-DM em projeto de fármacos (KERRIGAN, 2013). 

A energia livre de Gibbs de ligação do complexo solvatado, pelo método MM-PBSA, 

pode ser expresso como: 

 

∆𝐺𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 =  𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 − (𝐺𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟 + 𝐺𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑡𝑒) ,                         (2.9) 

 

 onde, 

Gcomplexo: energia livre total do complexo receptor-ligante; 

Greceptor: energia totalmente livre do receptor isolado; 

Gligante: energia totalmente livre do ligante em solvente. 

 

A energia livre para cada entidade individual pode ser dada por 

 

𝐺𝑥 = 〈𝐸𝑀𝑀〉 − 𝑇𝑆 + 〈𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜〉 ,                                       (2.10) 

onde,  

x:  receptor ou ligante ou complexo receptor-ligante; 

⟨EMM⟩: energia potencial média da mecânica molecular no vácuo;  
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TS: contribuição entrópica para o energia no vácuo onde T e S denotam a temperatura e 

entropia, respectivamente;  

⟨Gsolvação⟩: energia livre de solvatação. 

 

A ⟨EMM⟩, inclui a energia das interações ligadas e não ligadas, e é calculada com base 

nos parâmetros de campo de força da MM a seguir: 

 

𝐸𝑀𝑀 = 𝐸𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 + 𝐸𝑛ã𝑜−𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 = 𝐸𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 + (𝐸𝑣𝑑𝑊 + 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐) ,               (2.11) 

 

onde, 

 Eligação: são interações ligadas que consistem em interações de ligação, ângulo, diedro e 

impróprias; 

Enão-ligação: são as interações não ligadas que incluem interações eletrostáticas (Eelec) e 

van der Waals (EvdW) e são modeladas usando uma função potencial de Coulomb e Lennard-

Jones (LJ), respectivamente. Na abordagem de trajetória única, a conformação do receptor e do 

ligante nas formas ligada e não ligada são consideradas idênticas. Assim, Eligação é sempre 

considerado zero (HOMEYER e GOHLKE, 2012). 

 

A ⟨Gsolvação⟩ é a energia necessária para transferir um soluto do vácuo para o solvente. 

Na abordagem MM-PBSA, é calculado usando um modelo implícito de solvente. A ⟨Gsolvação⟩ é 

expressa como os dois termos a seguir: 

 

𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜 = 𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 + 𝐺𝑛ã𝑜−𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 ,                                       (2.12) 

 

onde Gpolar e Gnão-polar são as contribuições eletrostáticas e não eletrostáticas para a 

energia livre de solvatação respectivamente. 
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CAPÍTULO 3 – METODOLOGIA DA PESQUISA 

 

O capítulo anterior introduziu de maneira mais abrangente alguns pontos abordados 

neste estudo, para a utilização da DOC e da DM. Neste capítulo, serão abordados, de maneira 

mais específica, alguns aspectos relacionados à metodogia utilizada na pesquisa, apresentando 

os recursos computacionais, bem como a teoria que subsidia esse tratamento. 

3.1 DOC  

 

 O DOC é uma ferramenta muito importante para prever a afinidade de uma molécula por 

outra. Para a análise das interações das Pc em estudo com as estruturas da superfície dos SARS-

CoV-2, citadas anteriormente, utilizamos o software Molegro Virtual Docker 4.2 (MVD) 

(BITENCOURT-FERREIRA e AZEVEDO, 2019; PUSPANINGTYAS, 2015). A função de 

pontuação do Molegro (PUSPANINGTYAS, 2015) se aplica a todos os átomos pesados no 

ligante e na proteína, incluindo os átomos do cofactor (RAMALHO et al., 2011; FREITAS et 

al., 2009). A seguir é mostrado os atributos adotados para realizar o DOC, desde a preparação 

do alvo e do ligante até o protocolo de encaixe entre ambos no Molegro. 

3.1.1 Preparação do alvo 

Todas as simulações foram realizadas com base no modelo receptor + ligante (GUEDES 

et al., 2014), onde três estruturas foram selecionadas E-pro (PDB ID: 7K3G), M-pro (PDB ID: 

6LU7) e S-gly (PDB ID: 7BZ5) do repositório Protein Data Bank (PDB) (www.rcsb.org/pdb) 

(BERMAN et al., 2002). Os receptores foram otimizados usando o software Chimera 1.15.6 

(CHM) (GODDARD et al., 2005) para encontrar as condições ideais que satisfizeram os vários 

alvos predefinidos; a complexidade adicional surge para tarefas que envolvem experimentação 

ou cálculos computacionais (WHITEHEAD et al., 1977; FELLER, 1996; COSTA et al., 2019; 

SILVA et al., 2019). 

Usamos a função minimize structure do CHM, com o objetivo de limpar pequenas 

estruturas de moléculas e melhorar as interações localizadas em sistemas maiores. Foi utilizado 

a minimização da descida mais íngreme para primeiro para aliviar os confrontos altamente 

desfavoráveis, seguida pela minimização do gradiente conjugado, que é muito mais lenta, mas 

mais eficaz em atingir um mínimo de energia após o alívio dos choques severos.  

Os estados de protonação potencialmente ambíguos ou raros (pKa deslocado), 

especialmente em locais de ligação e resíduos não padronizados, devem ser verificados e 

corrigidos antes que as cargas sejam atribuídas. Por exemplo, os hidrogênios extras podem ser 

excluídos e os tipos de átomos podem ser editados (antes da adição do hidrogênio) .Utilizamos 
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os valores padrão para as etapas de descida ingrimes e gradiente conjugado padrão como uma 

função de realização escalar de propósito geral para otimização de múltiplos alvos, onde as 

classificações são o fator limitante e seu desempenho foi bem estabelecido usando diferentes 

algoritmos de otimização de propósito único, essa permite que uma ampla classe de algoritmos 

de otimização encontre rapidamente. Em condições ideais, neste sentido, utilizamos o campo de 

força AMBERFF14SB (SANDY e WIKE, 2021) padrão para obter a estrutura com a melhor 

conformação baseada no conjunto, onde também calculamos suas cargas de potencial 

eletrostático restrito (RESP) ([(NINHAM e PARSEGIAN, 1971; YU et al., 2004). 

. 

 

3.1.2 Preparação do ligante 

 

Os ligantes foram selecionados baseados em sua estabilidade quanto aos softwares 

utilizados As estruturas 3D dos ligantes foram construídas no GaussView 6.0 (ZHENG et al., 

2009)  e o conformador mais estável de cada ligante foi pesquisado (MEYERS, 2016) 

empregando o método DFT (de OLIVEIRA et al., 2020; SOUZA et al., 2020; MOTA et al., 

2018; MACHADO et al., 2009). O melhor conformador foi escolhido e otimizado pela 

abordagem DFT com o funcional B3LYP/LANL2DZ (d, p) através do software Gaussian09. As 

estruturas otimizadas de todos os ligantes foram salvas no formato de arquivo pdb. Todos os 

metais coordenados para Pc neste estudo estavam no estado 2+ (APOSTOLI e CATALANI, 

2015). 

 

3.1.3  Protocolo de encaixe usado no Molegro Virtual Docker 

Todos os parâmetros necessários foram especificados usando o Molegro Docking 

Wizard (BITENCOURT-FERREIRA e AZEVEDO, 2019). O espaço de pesquisa, foi 

especificado; um valor de raio é necessário no Molegro, que foi definido como 30 Å, para incluir 

todos o segmento das macroestruturas no espaço de busca. “MolDock SE” foi selecionado para 

o algoritmo de busca devido ao número de ligações giratórias e à magnitude dos ligantes (DE 

AZEVEDO e WALTER, 2010). O MolDock faz uso de um algoritmo de busca que acopla o 

algoritmo de predição de cavidade ao método de evolução diferencial (TOTROV e ABAGYAN, 

2008). Este algoritmo híbrido é conhecido como evolução diferencial guiada. O tamanho da 

população e o número máximo de iterações (minimização em cada etapa do algoritmo MolDock 

SE) foram definidos em 150 e 2500, respectivamente (de AZEVEDO e WALTER, 2010). O 

número de poses foi ajustado para trinta onde corridas de encaixe independentes foram 

executadas. A principal superioridade do Molegro é a conclusão do reconhecimento de metais 
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(WANG et al., 2014; KHOSA et al., 2014). Portanto, o uso de Molegro é considerado para 

fornecer resultados mais confiáveis em relação a ligantes contendo metais diferentes. Uma vez 

que as pontuações de docking obtidas pelo Molegro não se referem a valores de energia, uma 

transformação para constantes de ligação não foi realizada. As pontuações foram avaliadas de 

forma relativa. 

 

3.1.4    Método do Mapa de Potencial Eletrostático  

 

Os MEP permitem visualizar as distribuições de carga das moléculas e as propriedades 

relacionadas à carga das moléculas (BAYOUMY et al., 2020). Ele também nos permite 

visualizar o tamanho e a forma das moléculas. Em química orgânica, os MEP são inestimáveis 

na previsão do comportamento de moléculas complexas (WANG et al., 2000). A primeira etapa 

envolvida na criação de um MEP é coletar um tipo de dados muito específico: a energia potencial 

eletrostática (ZHENG et al., 2009). Utilizamos o Gaussian 09 (MAZZIOTTI, 1998) para 

calcular a energia potencial eletrostática a uma determinada distância dos núcleos da molécula. 

A energia potencial eletrostática é fundamentalmente uma medida da força das cargas, núcleos 

e elétrons próximos, em uma posição particular. Para analisar com precisão a distribuição de 

carga de uma molécula, uma quantidade muito grande de valores de energia potencial 

eletrostática deve ser calculada. A melhor maneira de transmitir esses dados é representá-los 

visualmente, como em um MEP. Os dados calculados em um modelo de densidade de elétrons 

da molécula derivada da equação de Schrödinger (FABRIZIO et al., 2019; WEINER et al., 

1982). Para tornar os dados de energia potencial eletrostática fáceis de interpretar, um espectro 

de cores, com vermelho como o valor de energia potencial eletrostático mais baixo e azul como 

o mais alto, é empregado para transmitir as intensidades variáveis dos valores de energia 

potencial eletrostático (WEINER et al., 1982).  MEP molecular também ilustram informações 

sobre a distribuição de carga de uma molécula (POLITZER e MURRAY, 2002).  MEP 

transmitem informações sobre a distribuição de carga de uma molécula por causa das 

propriedades do núcleo e da natureza da energia potencial eletrostática (SUN et al., 2016). 

Assim, um alto potencial eletrostático indica a ausência relativa de elétrons e um baixo potencial 

eletrostático indica uma abundância de elétrons. Essa propriedade dos potenciais eletrostáticos 

também pode ser extrapolada para as moléculas. 
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3.2 DM 

 

No procedimento adotado para a aplicação da DM, partimos em busca de fornecer  

informações do RMSD das posições atômicas (COHEN e STERNBERG, 1980; KUZMANIC e 

ZAGROVI, 2010), cálculos utilizando o modelo de solvatação implícita de GB (LÜTTGE, 

2010; REDMILL et al., 2009), energia livre de G (SHUKLA et al., 2018; SHI et al., 2018) e 

abordagem SASA (HEFFERNAN et al., 2017; HANSON et al. 2019). 

 

3.2.1 Protocolo para Simulações de DM 

 Simulações de DM das Pc ligadas as macromoléculas superficiais do SARS-CoV-2 

foram realizadas usando o campo de força CHARM36 (WANG et al., 2006) conforme 

implementado no programa GROMACS versão 2021.2 (LUNDBORG e LINDAHL, 2015) em 

solução aquosa explícita. A caixa foi preenchida com moléculas de água de carga de ponto único 

(SPC) (HUANG e TSAI, 2018). Os íons sódio e cloreto também foram adicionados ao sistema. 

As posições encaixadas fornecidas pelo Molegro foram usadas como estruturas iniciais e 

colocadas em uma caixa cúbica com dimensões de 3.2 Å, 2.8 Å e 2.2 Å, para E-pro, S-gly, e M-

pro. As estruturas iniciais foram posteriormente minimizadas em termos de energia com um 

método de descida mais íngreme (JAILLET et al., 2011). Os resultados dessas minimizações 

produziram as estruturas iniciais para as simulações DM. Cada sistema continha em média cerca 

de 12.200 átomos no total. As simulações de DM foram realizadas com um número constante 

de partículas, pressão e temperatura, ou seja, um sistema NPT. O algoritmo SETTLE 

(MIYAMOTO e KOLLMAN, 1992) foi usado para restringir o comprimento da ligação e o 

ângulo das moléculas de água. As interações eletrostáticas de longo alcance foram calculadas 

pelo método Particle-Mesh Ewald (PME) (DARDEN et al., 1993). Foi aplicada uma pressão 

constante de 1 bar, moléculas de água e íons foram acoplados separadamente a um banho a 303 

K com uma constante de acoplamento de 0,1 ps (HANSSON et al., 2002). A equação do 

movimento foi integrada a cada 2 passos de tempo fs (KARPLUS e MCCAMMON, 2002). Cada 

simulação foi executada por 100 ns e os sistemas foram equilibrados durante os primeiros 10 

ns. A análise das trajetórias e estruturas simuladas foram realizadas com as ferramentas 

embutidas do programa GROMACS. O método PME foi aplicado para calcular as interações 

eletrostáticas e o algoritmo do gradiente conjugado (YUAN et al., 2020; YUAN et al., 2019) foi 

usado para restringir ligações covalentes envolvendo hidrogênio. Utilizando a ferramenta 

CPPTRAJ (ROY et al., 2017), foi possível extrair as informações necessárias para a criação de 

gráficos de RMSD (DA SILVA et al., 2020; BELL e ZHANG, 2019) e tabelas de energia livre 
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(PENG et al., 2015), todos em função do tempo. O RMSD indica o quanto a estrutura da proteína 

muda durante uma simulação, sendo a estrutura inicial, geralmente cristalográfica. 

Por meio do módulo TRJCONV (SEYLER e BECKSTEIN, 2018), foram extraídas as 

informações necessárias para a criação dos gráficos dos valores RMSD em função do tempo. 

Esses valores indicam os desvios das estruturas geradas durante a simulação em relação à 

estrutura inicial obtida através da ancoragem molecular, ou seja, a estabilidade e equilíbrio do 

sistema considerando a dimensão do tempo. A energia livre define as afinidades de ligação das 

interações proteína-proteína e proteína-ligante, e a eficiência das ligações possíveis também 

quantifica muitos outros processos importantes, como reações enzimáticas, transferência de 

elétrons (PIOTROWIAK et al., 2001), transporte de íons através das membranas (NEUBERT, 

1989) e solvatação de pequenas moléculas (BARONE e POLIMENO, 2007). Usamos os scripts 

do método MM/PBGBSA (KUMARI e KUMAR, 2018; REN et al., 2020) para realizar 

automaticamente todas as etapas necessárias para estimar a energia livre de ligação do complexo 

usando tais métodos. No entanto, é geralmente aproximado que nenhuma mudança 

conformacional significativa ocorre após a conexão, de modo que instantâneos das três espécies 

podem ser obtidos a partir de uma única trajetória (COLE et al., 2010; GULZAR et al., XUE et 

al., 2019). 

 

3.2.2       Método SASA e modelo de solvatação implícita de GB 

 

A SASA é calculada a partir das trajetórias da DM (ZHENG et al., 2019); ela inclui a 

área de superfície hidrofóbica, hidrofílica e total acessível ao solvente da molécula de proteína. 

A área de superfície calculada é a área de superfície canônica (ISLAM et al., 2021). A extensão 

em que os aminoácidos interagem com o solvente e o núcleo da proteína é proporcional à área 

de superfície exposta ao solvente. Existem dois modelos de solvatação que podem ser utilizados 

para realizar simulações de DM de sistemas solvatados: o modelo de solvatação explícita e o 

modelo de solvatação implícita (LONG et al., 2021). Métodos empíricos, tais como o modelo 

de SASA (CHAKRABORTY  et al., 2021; DALLIN e LEHN, 2019), muitas vezes constituem 

formas simples e rápidas de avaliação da energia de solvatação com uma precisão comparável 

aos modelos teóricos. Na abordagem SASA, a energia livre de solvatação do soluto é expressa 

como a soma das contribuições atômicas, ponderada pelas suas áreas expostas ao solvente 

(PANDEY e  LEITNER, 2017; HASEL et al., 1988). O modelo de solvatação contínuo tem se 

destacado para descrever a solvatação eletrostática. Nesta abordagem o soluto é considerado 

como uma cavidade embebida em um meio dielétrico. A correspondente energia livre de 

solvatação eletrostática pode ser calculada rigorosamente através das soluções da Equação de 
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Poisson-Boltzmann (PB) (LUO et al.,  2002), ou aproximadamente pelo uso do modelo GB 

(BORUKHOV et al., 1997). Em estudos de associação de macromoléculas biológicas com 

ligantes, o modelo de solvatação implícita GB é o mais aplicado devido ao seu menor custo 

computacional (WANG et al., 2008; SANTOS et al., 2015). A combinação GB/SA tem sido 

reconhecida como uma excelente escolha para o tratamento implícito de solvatação em 

simulações biomoleculares (TANNER et al., 2012). Diversas otimizações dos métodos de 

solvatação implícita têm sido realizadas (WANG e HOU, 2012; BIZZARRI e CANNISTRARO, 

2002) e encontram-se implementados em diversos pacotes de programas de modelagem 

molecular como CHARMM36 (LEE et al., 2014), AMBER (WANG et al., 2004) e XPLOR 

(SCHWIETERS et al., 2006).  
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CAPÍTULO 4 – RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

No capítulo anterior abordamos a metodologia de pesquisa deste trabalho, mostrando as 

técninas de DOC e DM a serem utilizadas. Neste capítulo seguinte apresentamos os resultados 

obtidos, juntamente com as discussões do mesmos. 

4.1  RESULTADOS DA DOCAGEM MOLECULAR 

4.1.1 Resultados obtidos pelo Molegro 

 

Para avaliar os resultados do docking, é convencional utilizar o docking score mais baixo 

que pode criar uma melhor ligação entre o ligante e a proteína (THOMSEN e CHRISTENSEN, 

2006). Por outro lado, utilizamos a média ponderada de Boltzmann das energies de ligação para 

obter um resultado mais realista, uma vez que os estados com menor energia ocorrerão com 

maior probabilidade do que aqueles com maior energia em um Sistema (APÊNDICE 1). 

Propomos que tal abordagem seja mais racional no que diz respeito à utilização da média padrão 

das pontuações de ligação ou à seleção da melhor pontuação de ligação. Os dados da Tabela 1 

indicam que a ausência de metal diminui a ligação, a CoPc demonstra maior possibilidade de 

interação em comparação com CuPc e NoPc, para as três proteínas consideradas neste estudo. 

Esse resultado pode estar relacionado às diferenças significativas na hibridização dos estados 3d 

dos elementos de transição Co e Cu com os estados nas bandas de valência e condução, 

conforme observado no estudo de KLYSKO e SYROTYUK (2021). Neste trabalho os 

pesquisadores analisaram algumas propriedades eletrônicas para ftalocianinas de metais de 

transição e observaram que a hibridização para CoPc é mais forte do que CuPc, aumentando a 

probabilidade de interação. O MVD identifica automaticamente os locais de ligação em 

potencial (também chamados de cavidades ou locais ativos) usando seu algoritmo de detecção 

de cavidades. No caso das estruturas cristalinas para complexos E-pro, M-pro e S-gly, o 

programa geralmente identificou locais diferentes de ligação de onde o menor valor do score foi 

obtido como melhor resultado. Destas cinco cavidades previstas, aquela com o maior volume, 

foi selecionada para consideração, uma vez que inclui a conformação do ligante. Em cada 

corrida de encaixe, as melhores poses foram selecionadas com base em suas pontuações de 

reclassificação MVD e a média das 30 pontuações de reclassificação foi então calculada como 

a pontuação final para cada composto. A pontuação MVD e as pontuações de reclassificação 

das melhores poses para cada um dos estudos de docking dos ligantes com as macroestruturas 

estão resumidas na Tabela 1. A energia mais baixa ocorre entre a proteína M-pro com os ligantes 

CoPc e CuPc, apresentando Escore de -205,899 kcal/mol e -202,862 kcal/mol, respectivamente. 
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Tabela 1. Simulações de pontuação MolDock. 

Complexos MolDock Score (kcal/mol) 

 

E-pro 

CoPc -129,007 

CuPc -125,744 

NoPc -102,827 

 

M-pro 

CoPc -205,899 

CuPc -202,862 

NoPc -177,111 

 

S-gly 

CoPc -142,843 

CuPc -137,411 

NoPc -118,795 

 

A Figura 4.1 apresenta que a ancoragem molecular com E-pro, as interações se 

restringiram aos aminoácidos. A interação da E-pro com a CoPc apresenta um total de nove 

interações, sendo elas, quatro interações do tipo π-Alkyl onde há interação da nuvem de elétrons 

sobre um grupo aromático e um grupo de elétrons de qualquer do grupo Alkyl gerando ligações 

do tipo hidrofóbicas. Além de três interações do tipo Amide-π-Stacked e três do tipo π-π-T-

Shaped, que é uma interação entre o anel aromático da LEU:19, foi observadado  que torna esta 

interação importante na organização de moléculas e acoplamentos de ligantes, como 

dobramento de proteínas e reconhecimento molecular. Uma descrição detalhada das ligações π 

e de hidrogênio está de acordo com a análise de acoplamento, verificou-se que existe afinidade 

da ligação, o que pode indicar um grau de influência deste tipo de interação para a energia de 

afinidade. A figura 4.1b mostra a interação da CuPc com a E-pro, nesta além das interações 

Amide-π-Stacked, π-alkyl e π-π-T-Shaped formou uma ligação convencial do hidrogênio com a 

SER:16, isso participa da formação de diferentes ligações químicas (como a força de van der 

Waals, ligações convencionais de hidrogênio e ligações carbono-hidrogênio) com a CuPc, além 

da presença da interação do metal presente na CuPc com a E-pro. A interação com a NoPc 

obteve quatro interações do tipo π -Alkyl e três do tipo π-π-T-Shaped, interação molecular não 

covalente entre a face de um sistema π rico em elétrons, as energias de ligação são significativas, 

com os valores da fase de solução caindo na mesma ordem de magnitude das ligações. 

Semelhante a essas outras ligações não covalentes, as interações cátion-π desempenham um 

papel importante na natureza, particularmente na estrutura da proteína, reconhecimento 

molecular e catálise enzimática. A parte central desse ligante obteve assim como as anteriores, 
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interações intramoleculares tais conexões exibiram valores de energia mais favoráveis. Isso 

porque esses grupos se adaptam melhor ao sítio do sítio ativo da proteína, facilitando a interação 

com os aminoácidos presentes. 

Figura 4.1: E-pro interagindo com: a) CoPc, b) CuPc, e c) NoPc. 
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A figura 4.2 demonstra as interações das Pc’s com a M-pro, tais interações ocorreram no 

sítio catalítico da protease onde estão localizados os aminoácidos MET49, LEU27, CYS145, 

CYS44, TYR54 e MET166.  

Figura 4.2: M-pro interagindo com: a) CoPc, b) CuPc, e c) NoPc. 
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Sempre que realizamos docking proteína - ligante, o que basicamente verificamos é a 

conformação do ligante com o qual ele está se ligando à proteína receptora e tentamos 

quantificar essa energia de ligação entre eles usando várias equações de campo de força. Agora, 

sempre que o ligante interage com a proteína, em nível atômico, são os elétrons que estão 

envolvidos na formação de ligações covalentes ou não covalentes. Essas interações π-Sulfur, π-

alkyl e π-π-T-Shaped vêm na ampla categoria de interações não covalentes. Nas interações pi- 

π-alkyl, há interação da nuvem de elétrons sobre um grupo aromático e um grupo de elétrons de 

qualquer grupo alquil. Na interação em forma de π-π-T-Shaped há interação de nuvem de elétron 

entre dois grupos aromáticos, mas em forma de T, ou seja, nuvem de elétron lateral de 1 anel e 

na nuvem de elétron de outro anel. Na interação π-Sulfur, a nuvem de elétrons pi do anel 

aromático interage com o par solitário de nuvem de elétrons do átomo de enxofre.  

Devido ao papel crucial da S-gly no processo de infecção do SARS-CoV-2, este 

componente estrutural pode representar um alvo para neutralização mediada por anticorpos ou 

pequenas moléculas, sendo que a caracterização da estrutura de pré-fusão S permitiu a obtenção 

de informações essenciais do nível atômico para orientar o projeto e desenvolvimento agentes 

inibidores. Os aminoácidos essenciais do sítio ativo S-gly foram comparados com o relatado 

antes do estudo de docking para validar a seleção da bolsa de ligação correta. A Figura 4.3 

mostra as interações que os ligantes tiveram na glicoproteína S Com a CoPc, a glicoproteína 

teve interações dos tipos π-alquil, π-cátion, π-sigma,amide- π-stacked, π-doador de hidrogênio 

e metal aceitador sendo esta última intramolecular. Da interação entre o receptor e os ligantes, 

levando em consideração tais interações, os resultados do DOC revelaram interações com o 

chamado sítio ativo Glicoproteína, onde há maior chance de ligação anexada aos alvos 

moleculares em questão. Analisando as distâncias das interações interatômicas e a partir dos 

resultados de DOC, observa-se que o modo de interação predito pelas posições pode indicar que 

possui alta capacidade de interação. A NoPc apresentou a maior quantidade de ligações, como 

hidrogênio, as principais interações de ligação molecular e a energia de afinidade calculada 

foram utilizadas para avaliar a confiabilidade do complexo previsto, o DOC foi capaz de 

identificar uma conformação promissora. Outro aspecto importante a ser observado é que o sítio 

catalítico S-gly possui características hidrofóbicas. Uma descrição detalhada das ligações π e de 

hidrogênio está de acordo com a análise de acoplamento, verificou-se que existe afinidade da 

ligação, o que pode indicar um grau de influência deste tipo de interação para a energia de 

afinidade. A formação de ligações de hidrogênio em quase todas as interações, exceto a S-gly, 

foi observada em todos os ligantes, enquanto as forças de van der Waals  são formadas com 

grupos alifáticos. Como as ligações são muito próximas e possuem características atrativas e 
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hidrofóbicas, elas, portanto, podem relacionar que tais interações com estruturas 

macromoleculares contribuíram para a formação de melhores associações, explorando as 

diferenças de eletronegatividade entre os átomos.  

Figure 4.3: S-gly interagindo com: a) CoPc, b) CuPc, e c) NoPc. 
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As posições assumidas pelos ligantes no sítio ativo permitem interações com os 

aminoácidos presentes. Cada posição tomada pode levar a associações com diferentes 

aminoácidos locais. Quanto menores forem as energias de ligação, mais fortes serão as 

interações que ocorrem entre as moléculas do ligante e os aminoácidos.  

 

4.1.2  Análise do MEP 

 

O MEP desempenha um papel fundamental na fase inicial da conformação bioativa 

(LUQUE et al., 2000), explicando as interações receptor-ligante. As cores vermelha, verde e 

azul indicam o alto acúmulo de carga negativa, região neutra e região carregada positivamente, 

respectivamente, como pode ser visto na figura 4.4.  

 

Figura 4.4: MEP para: a) CoPc, b) NoPc, e c) CuPc, com o nível teórico B3LYP / LANL2DZ. 

 

A região de carga negativa dos Pc's e os grupos circundantes desempenham um papel 

fundamental na interação com as macroestruturas de forma que os potenciais eletrostáticos dos 

inibidores influenciem o efeito de inibição. O MEP plotado para as Pc mostrou a região potencial 

mais eletronegativa (cor vermelha) no átomo de oxigênio nas interações químicas presentes. O 

MEP para moléculas polares como Pc revela sítios que são mais ricos em elétrons e mais pobres 

em elétrons. 

Na Figura 4.4, é possível observar que o contorno molecular da NoPc é mais 

eletropositivo e, portanto, pouco contribui para o deslocamento eletrônico em suas estruturas 

moleculares (Figura 4.4b). Esta propriedade permanece após a adição dos metais de transição à 

Pc, embora os átomos de Co e Cu, quando inseridos na molécula, também se tornem regiões 

pontualmente eletropositivas. Por outro lado, observa-se que a adição de metais de transição (Co 

e Cu) gera uma alteração nas regiões eletronegativas da molécula NoPc. Os elétrons dispostos 
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inicialmente em anéis aromáticos (figura 4.4b), foram transferidos para os quatro átomos de 

nitrogênio, posicionados simetricamente na estrutura molecular (figuras 4.4a e 4.4c). Portanto, 

verifica-se que os metais de transição invertem o sinal de carga elétrica desses átomos de 

nitrogênio, gerando um quadrupolo nas geometrias moleculares de CoPc e CuPc. 

No entanto, o MEP de moléculas polares verdadeiras geralmente fazem um excelente 

trabalho prevendo a possibilidade de interações dipolo-carga e dipolo-dipolo. O MEP é 

amplamente utilizado como um mapa de reatividade mostrando as regiões mais prováveis de 

ataque eletrofílico por reagentes, semelhantes a pontos carregados em moléculas orgânicas, além 

de fornecer uma maneira simples de prever como diferentes geometrias podem interagir.  

O MEP do complexo é obtido com base no resultado otimizado com a base B3LYP / 

LANL2DZ. CoPc e CuPc têm cinco locais possíveis para o ataque eletrolítico. As regiões 

negativas são parciais às ligações duplas carbono-carbono dentro do anel e principalmente sobre 

a região entre H, C, O e os metais; enquanto NoPc apresenta variações de eletronegatividade em 

sua superfície. Como mencionamos anteriormente, o potencial eletrostático é usado 

principalmente para prever localizações relativas e reatividade ao ataque eletrolítico e em 

estudos de reconhecimento biológico e interações de ligações de hidrogênio. Em todos os casos, 

as magnitudes do MEP próximas ao átomo de oxigênio do grupo C2-OH (O2) são bastante 

aumentadas. Comparado com a magnitude em outras áreas. 

O MEP é um descritor muito útil na compreensão de sítios de ataque eletrofílico e 

reações nucleofílicas e para estudar o processo de reconhecimento biológico. A Figura 4.5 

fornece uma apresentação visual dos sítios quimicamente ativos e reatividade comparativa dos 

átomos de metal quando as Pc interagem com os sítios ativos de cada macroestrutura proposta. 

O potencial tem sido muito útil como um indicador dos locais ou regiões do receptor que são 

inicialmente atraídos pela aproximação eletrófilo / nucleófilo, e também tem sido aplicado com 

sucesso para determinar a melhor orientação relativa de cada ligante.  

O valor do potencial eletrostático é amplamente responsável pela ligação de um substrato 

aos seus locais de ligação ao receptor, uma vez que o receptor e o ligante correspondente se 

reconhecem em sua superfície molecular. No presente estudo, consideramos as interações de Pc 

com aminoácidos próximos a certos locais em uma série de moléculas obtidas usando densidade 

eletrônica contínua e são bem conhecidas por serem medidas confiáveis de suas forças relativas 

de aceitação de ligações de hidrogênio. 

As técnicas do MEP têm sido utilizadas como estratégias independentes no estudo de 

compostos ativos e levam à proposição de novas moléculas para síntese e testes biológicos. As 

aplicações conjuntas dessas poderosas ferramentas foram cuidadosamente descritas para 

desvendar a relação estrutura-atividade dos compostos bioativos, consequentemente propondo 
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novas moléculas. Na figura 4.5 observamos que nas interações de E-pro com CoPc e NoPc 

existem regiões de tendência de reatividade eletrofílica e nucleofílica, enquanto na interação 

com CuPc mostra apenas uma tendência de reatividade eletrofílica, sendo também possível 

observar que a presença de Co influencia o aumento da densidade de carga na E-pro.  

Figura 4.5: MEP da interação da E-pro com: a) CoPc, b) CuPc e c) NoPc; M-pro com: d) CoPc, e) CuPc. e f) 

NoPc; e S-gly com: g) CoPc, h) CuPc e i) NoPc), com o nível teórico B3LYP / LANL2DZ. 

 
 

 

O MEP foi sensível a pequenas distorções atômicas e verificou-se que a orientação das 

moléculas de água entre as camadas é influenciada por mudanças nela. O MEP foi analisado na 

faixa de -5,934e-2 eV a 5,934e-2 eV, o que indica que a superfície é principalmente eletrofílica 
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por natureza. A Figura 4.5 mostra o MEP da interação das Pc´s com a M-Pro, onde a carga 

negativa é compensada por um próton presente no local da ponte de oxigênio. Embora a 

topografia geral dos mapas do MEP seja semelhante, ainda existem algumas mudanças 

pequenas, mas sutis. Pode-se verificar através dos cálculos de potencial eletrostático obtidos 

pelo método B3LYP / LAN2DZ, que o par de elétrons não ligados do átomo de nitrogênio está 

presente. Ainda na figura 4.5 observamos que nas interações de S-gly com CoPc, CuPc e NoPc 

existem regiões de tendência de reatividade eletrofílica e nucleofílica onde é possível observar 

que a presença de Co possivelmente influencia no aumento da densidade de carga em E- pro em 

relação aos resultados obtidos no MoldockScore, conforme visto acima na Tabela 1.  

Através dos resultados da tabela 1, podemos verificar que quanto menor o valor do 

MoldockScore, o ligante + receptor tem maior afinidade, explicando assim a concentração de as 

cargas na E-pro serem mais altas ao interagir com o CoPc e mais baixas com o NoPc. A maior 

concentração de cargas torna o receptor uma maior tendência à reatividade para possíveis 

ligações. Esse resultado mostra que nem sempre as moléculas do inibidor devem ter 

essencialmente os mesmos grupos químicos encontrados no substrato original presente no sítio 

catalítico, o que, no caso das proteínas quinases, favorece a evolução dos sinais celulares.  

A corroboração dessas interações para os inibidores estudados nem sempre foi alcançada 

através da medição das distâncias de ligações de hidrogênio. No entanto, os resultados obtidos 

por meio dessas aproximações devem ser corroborados com cálculos mais avançados usando o  

funcional de densidade LANL2DZ com B3LYP que leva em consideração mais variáveis 

eletrônicas para uma melhor descrição do complexo molecular. 

         

4.2 RESULTADOS DA DINÂMICA MOLECULAR 

4.2.1  RMSD 

O RMSD mede a distância média entre átomos de estruturas sobrepostas, assim sendo 

comumente utilizado para comparação de similaridade. Além disso, os valores de RMSD podem 

também trazer informações sobre a equilibrio do sistema, isto é, o momento no qual a estrutura 

passa a convergir sobre sua conformação média mais estável. De modo geral, no início da 

simulação os valores tendem a aumentar bruscamente enquanto as estruturas buscam equilibrar-

se até alcançarem um platô que sugere que as tais atingiram o equilíbrio. Como os valores de 

RMSD são dados em função do tempo, essa análise permite observação do período de tempo 

que as estruturas levam para se estabilizar. Neste caso, a diferença foi medida entre os átomos 

do backbone estrutura de partida (o modelo cristalográfico) e cada estrutura obtida durante os 

frames subsequentes da trajetória de simulação. Para validar e confirmar a estabilidade dos 
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complexos de proteína-ligante sugeridos, realizamos simulação de DM a 100 ns para as três Pc 

com cada estrutura de proteína da superfície do SARS-CoV-2 identificadas em nossos estudos 

de DOC. Foram calculados o RMSD para cada complexo (Figura 4.6). O valor RMSD pode 

prever a estabilidade do complexo de ligante das execuções de DM. Um valor RMSD mais baixo 

indica uma maior estabilidade do complexo de proteínas. Calculamos o RMSD dos complexos 

em relação ao átomo Cα em relação ao tempo de simulação da DM. No geral, o RMSD médio 

para todos complexos foi baixo, variando de 1.12 a 3.33 Å.  Assim, os resultados das análises 

de RMSD da trajetória para as estruturas em complexo com a E-pro foram comparados aos da 

proteína a fim de se notar as diferenças de comportamento no equilíbrio e estabilidade das 

estruturas como pode ser visto na figura 4.6a. Observou-se para E-pro que os valores do RMSD 

foram crescentes durante a trajetória, principalmente para a CuPc e NoPc. A simulação com a 

CoPc obteve valores de RMSD mais estáveis em relação a E-pro. Na Figura 4.6a, pode-se 

observar que as moléculas CoPc e CuPc apresentam interações mais estáveis, com valores de 

RMSD mais baixos em comparação com a molécula NoPc. Esse resultado está de acordo com 

os resultados previstos nas simulações de docking, discutidas anteriormente no item 4.1.1, uma 

vez que após a adição dos metais de transição, a molécula de Pc passou a apresentar ligações 

mais fortes com o E-pro. 

Os gráficos de RMSD foram calculados tomando como referência estruturas 

correspondentes aos tempos de 0 ns de simulação. Na Figura 4.6b as curvas referentes a CoPc 

se mostram acompanhando o trajeto da proteína o que prediz que houve interação de menor 

distanciamento entre receptor-ligante. Em comparação com as curvas de RMSD dos fragmentos 

de CuPc e NoPc, observa-se que as curvas desses fragmentos atingem um patamar de desvio 

maior, porém ainda se mantêm próximos da M-pro. A figura 4.6b compara as curvas de RMSD 

das três Pc’s em estudo. De maneira geral, a S-gly permaneceu mais estável na presença das Pc 

ligadas quando comparadas à sua conformação inicial. Conforme mostrado na Figura 4.6c, o 

RMSD de todos os três complexos obteve equilíbrio aumentou ligeiramente em torno de 70 a 

80ns posteriormente se estabilizou gradualmente até o fim da no início da simulação DM. Após 

cerca de 100ns, os valores RMSD convergiram entre 1.0 – 2.5 Å. A estabilidade do RMSD 

inicial nos complexos era esperada devido à interação do inibidor com a proteína que diminuiu 

a flexibilidade geral da proteína. Isso é possivelmente devido ao melhor perfil de interação do 

composto com o sítio catalítico. No entanto, uma análise mais detalhada da flexibilidade do 

esqueleto da proteína foi possível a partir da maior amplitude de movimento que ocorreu por 

uma diminuição da flexibilidade na região de ligação ao S-gly, o que revelou a influência das 

interações da glycoproteina sobre os ligantes.  
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Figura 4.6: RMSD versus tempo dos ligantes com a) E-pro; b) M-pro e c) S-gly. 
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Os resultados acima também implicam que o campo de força OPLS-AA e campo de 

força CHARMM36 (sob o modelo de água tip3p) descrevem com precisão a estrutura dos 

complexos Pc+Receptor. Assim, S - Gly foi a proteína que teve as interações mais estáveis com 

Pc's. Este resultado também está de acordo com o que foi observado anteriormente nos 

resultados das simulações de docking, uma vez que S - Gly foi a proteína que apresentou mais 

interações com os Pc's. Consequentemente, durante a simulação DM, essas moléculas 

mostraram ter conformações mais estáveis 

As interações das ligações químicas metálicas na CoPc e CuPc indica que as interações 

eletrostáticas de um grupo polar com seu entorno podem ser descritas por um modelo simples 

de um dipolo com momento constante sob a ação de um campo de força. Esta relação é 

empregada para desenvolver uma abordagem geral para gerar um modelo de carga baseado em 

energia eletrostática para moléculas contendo ligações químicas polares. As simulações de DM 

dos íons presentes nas Pc’s com o sítio ativo das estruturas externas do SARS-CoV-2 fornecem 

uma representação melhor da interação eletrostática no ambiente de ligação, as simulações com 

campo de força CHARM36 sugerem que as cargas também podem ter relação com a alteração 

do receptor em simulação. 

 

4.2.2 SASA 

 

SASA foi calculado para três sistemas complexados para medir a interação entre os 

complexos proteína-ligante e solventes. Nas ferramentas de análise em pacotes GROMACS para 

calcular SASA, com o módulo g_SAS. As áreas de superfície polares e não polares são 

frequentemente definidas por meio de cargas atômicas parciais retiradas do potencial molecular 

utilizado. Essas cargas atômicas parciais diferem significativamente entre os campos de força. 

Para evitar esta dependência do campo de força, recalculamos as SASA polares e apolares 

médias, somando as contribuições não de acordo com as cargas parciais dos átomos, mas de 

acordo com se esses átomos pertencem a resíduos hidrofóbicos ou hidrofílicos. Isso pode ser 

feito usando a opção por resíduos na ferramenta g_SAS. As superfícies acessíveis ao solvente 

dos aminoácidos terminais são muito maiores e não dependem dos campos de força, indicando 

que eles estão amplamente expostos ao solvente (Figura 4.7). Os resíduos centrais que têm a 

menor flutuação quadrática média são também os resíduos que têm a menor área exposta ao 

solvente, pois estão na parte mais central da estrutura dos receptores e, portanto, protegidos do 

solvente. A energia livre de solvatação apolar foi estimada por meio do SASA. A energia livre 

da solvatação apolar de cada átomo em uma molécula é proporcional ao SASA. O termo apolar 

é responsável pelo rearranjo de moléculas de solvente em torno do soluto e interação do contato 

de van der Waals (vdW) entre o soluto e as moléculas de solvente.  
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Figura 4.7: Resultados SASA a) E-pro b) M-pro, e c) S-gly. 
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Mudanças conformacionais da E-pro modeladas ao longo do período de simulação foram 

estimadas usando cálculos SASA. O valor SASA médio calculado para E-pro para CuPc e NoPc 

durante a simulação de 100 ns foram relativamente estáveis, indicando que não houve mudanças 

significativas na estrutura da E-pro, porém na interação com a CoPc houveram variações 

significativas no período de no período de 10 a 30 ns como visto na figura 4.7. 

Os resultados confirmaram que os resíduos de M-pro estavam bem expostos e 

acessíveis ao solvente. Na figura 4.7, SASA apresenta a área de superfície dos receptores que é 

acessível a um solvente. O intervalo SASA desta estrutura de proteína para a interação com M-

pro situa-se entre 15 a 20 ns e 60 a 80ns, onde a superfície do receptor se torna mais acessível. 

Podemos ver o valor SASA mais baixo na figura 4.7c para a CoPc para o tempo de 20 a 40 ns 

no início do período de simulação, para as outras duas interações o valor SASA dessa estrutura 

de proteína é pode ser considerado constante. Podemos analisar em todos os gráficos da figura 

4.7 que o aumento do valor SASA mostrou diminuição na quantidade de proteína, o que indica 

que ela mostra uma diminuição na área de superfície acessível ao solvente, o que resulta em um 

aumento da estabilidade da proteína. A partir do gráfico, podemos ver que o valor SASA da 

estrutura formada por receptor+CoPc é globalmente maior quando comparado ao das outras 

interações, tornando a esta interação mais estável. O SASA relativo pode prever as mudanças 

conformacionais da proteína após a ligação dos ligantes. De acordo com os resultados do SASA; 

foi observado que a ligação das Pc induziu pequenas mudanças conformacionais das estruturas 

virais. 

 

4.2.3    Energia Livre de Gibbs de ligação 

O comportamento dinâmico dos compostos selecionados é analisado para perfis de baixa 

energia usando o script g_MM/PBSA, que utiliza o método MM/PBSA, que é usado para pós-

processamento de estruturas acopladas junto com a confiabilidade da ligação do composto 

dentro do bolso de ligação flexível. Os 100 ns da simulação dos complexos proteína-ligante 

junto com a energia livre de ligação do MM-PBSA sugere que as moléculas principais se 

encaixam perfeitamente no local de ligação e são estruturalmente estáveis com um perfil de 

baixa energia. O método MM-GBSA foi calculado pela energia livre (ΔGligação) das Pc com as 

estruturas virais, e isso foi feito usando a energia da área de superfície, energia de solvatação e 

minimização de energia dos complexos de ligante e receptor. A análise da variação da energia 

vdW para essa interação visou investigar propriedades estruturais das Pc. Assim, as interações 

de vdW desempenham um papel importante nas propriedades dos sistemas nos quais interações 

dipolo-dipolo muito mais fortes estão presentes. na energia potencial no solvente. Incluindo 

termos vinculados, como, ângulo e energias de torção, bem como termos não vinculados, como 



57 

 

 

vdW e interações eletrostáticas. O segundo termo é responsável pela dissolução das diferentes 

espécies. É quantificado pela soma de dois termos de energia, ou seja, as energias de solvatação 

polar e não polar usando um modelo de solvatação implícito. 

Os valores para a energia SASA na tabela 2 mostram um aumento acentuado conforme 

a interação se aproxima da superfície do SARS-CoV-2, indicando relaxamento estrutural. 

Assim, assumimos que os tempos de simulação 100 ns foram suficientes para amostrar sistemas 

equilibrados. O valor de energia SASA mais alto é encontrado para a interação da CoPc com a 

S-gly. Vários modelos alternativos de solvatação não polar, juntamente com o modelo SASA 

amplamente usado, também estão incluídos. Além disso, a energia de ligação pode ser 

decomposta por resíduo. Em várias investigações recentes, a energia de solvatação não polar 

obtida usando o modelo SASA não se correlaciona bem com aquelas obtidas nas simulações de 

solvatação explícita. Vários outros modelos, no entanto, foram desenvolvidos para alcançar um 

acordo melhor. Os parâmetros para esses modelos foram otimizados com base em simulações 

explícitas de solvente e validados contra energias livres de solvatação. O g_MMPBSA fornece 

opções para usar três modelos apolares alternativos. A influência da escolha do modelo na 

energia de ligação foi, portanto, examinada. Os valores apolares foram calculados usando esses 

diferentes modelos apolares com os parâmetros mostrados na Tabela 2.     

 

Tabela 2: Componentes de energia e desvios. 

 

 

A energia eletrostática da interação das Pc aumentou significativamente conforme foram 

testadas estruturas mais a superfície do vírus, o que pode contribuir para o desvio para o 

vermelho observado dos máximos de emissão. A presença de íons no sistema pode ter provocado 

uma maior mudança nas energias eletrostáticas do estado fundamental deles. A falta de 
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mudanças nas afinidades de ligação indica que a amostragem de energia livre usando MM-

PBSA é amplamente afetada pelos movimentos de domínio observados, em todos os casos, os 

valores presentes nos termos eletrostáticos se compensam, resultando em alterações mínimas na 

estrutura. A atração eletrostática é considerada característica comum de todos os sistemas 

iônicos, usando ambas as estratégias de simulação. O equilíbrio desses dois efeitos é 

predominantemente responsável pelo g_MMPBSA obtido para cada sistema. A energia 

eletrostática geral das Pc com íons 2+ presentes na sua estrutura é quase independentemente do 

tipo ou das concentrações de íons.  Os resultados da análise energética dos complexos fornecidos 

na tabela 2 demonstram que o ΔGligação foi de -92,730 kcal/mol (CoPc), -83,842 kcal/mol (CuPc) 

e -49,772 kcal/mol (NoPc), para a E-pro. Os valores de ΔGligação foram de -102,568 kcal/mol 

(CoPc), -87,842 kcal/mol (CuPc) e -64,842 kcal/mol (NoPc), para a M-pro. Para a S-gly os 

resultados obtiveram valores de −182,443 kcal/mol (CoPc), −158,954 kcal/mol (CuPc) e 

−129,963 kcal/mol (NoPc). Os resultados mostram que, as contribuições para o acoplamento do 

ligante foram os termos de solvatação polar, SASA e vdW. Esses inibidores identificados não 

representam quaisquer mudanças importantes em suas energias livres de ligação. Os detalhes do 

cálculo MM-PBSA dos complexos estão resumidos na Tabela 2. A energia potencial de van der 

Waals (EvdW) varia principalmente por dois fatores, especificamente, área de superfície 

(geometria da molécula) e polarizabilidade eletrônica (tamanho molecular), dentre os diversos 

tipos de energia calculados, os que deram maior erro percentual foram os para a NoPc, isso pode 

se dar por conta da ausência do metal no seu meio. Podemos relacionar isso aos resultados da 

CoPc e CuPc que mostra que quando há a presença do metal maiores são as chances de mais 

interações vdW e ΔGligação e menor o erro percentual delas. Assim, pode-se sugerir que a S-gly 

é a proteína com maior capacidade de interagir com os Pc's, uma vez que sua energia livre de 

ligação foi a mais expressiva em comparação com as demais proteínas investigadas neste 

trabalho. Além disso, à medida que as interações aumentam gradativamente com a adição de 

metais de transição, de forma que o complexo Proteína + Ligante composto por S-gly e CoPc 

foram os que mais interagiram, observa-se que esses resultados apresentam excelente correlação 

com os dados de RMSD e simulações.da DOC.  

Moléculas grandes geralmente estão associadas a uma maior polarizabilidade. As Pc’s 

com metal são mais polarizáveis pois há mais elétrons para deformar e interagir. A energia 

potencial eletrostática é influenciada pela polaridade das moléculas interagidas que podem ser 

expressas por um momento de dipolo. Quanto maior for a diferença nos valores de 

eletronegatividade dos átomos ligados, maior será o momento de dipolo. A existência de 

heteroátomos centrais desempenha um papel significativo no aumento da polaridade da 

molécula. Dentre as interações se destacam as com a S-gly, os valores de ΔGligação apresentam 
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um forte valor de afinidade, demonstrando a eficácia da interação com os resíduos da 

glicoproteína. A E-pro também mostra um forte valor de afinidade, os ligantes não interagem 

significativamente com os resíduos do local de ligação e também tem uma alta instabilidade, 

que se traduz em um elevado valor de desvio padrão, a interação com a M-pro fica com valor 

intermediária, mesmo assim demonstra estabilidade quando comparada a E-pro, esses  último 

receptor não é tão adequado quando se trata de interação para a inibição do SARS-CoV-2, porém 

a interação dentro do sítio de ligação persiste durante toda a simulação.  
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CAPÍTULO 5 - CONCLUSÕES 

Este estudo apresenta potenciais inibidores para as principais estruturas da superfície do 

SARS-CoV-2, por meio de uma abordagem computacional integrada para reposicionamento de 

agentes inibidores. Após nossos testes de DOC, uma postura divergente de ligantes foi gerada, 

e a postura com a pontuação de DOC ideal e interações de ligação foi considerada a melhor 

postura para processamento posterior e análise manual. O DOC de compostos para as estruturas 

superficiais foi visualizado em termos de interações nos bolsos de reconhecimento de substrato 

da proteína, e a estabilidade dinâmica dos contatos receptor-ligante foi avaliada por meio de 

simulações de DM de cada tipo de Pc. As simulações são geralmente focadas na adsorção de 

uma única Pc em uma superfície, que é essencialmente representatada por partículas em uma 

solução. A ancoragem molecular com múltiplas conformações de proteína seguidas, permitiu 

ajustes na conformação do receptor por meio da abordagem de DOC. Por meio do RMSD, vimos 

como os ligantes interagem com o passar do tempo e como essa interação se dá visto que as Pc 

foram capazes de se ligar aos resíduos do sítio ativo das macromoléculas, elas demonstraram 

boas interações; em particular, a CoPc. Com base nos estudos de simulação de DM, demonstrou-

se valores próximos para a proteína de modo que a pose do ligante foi considerada como a mais 

estável para todas as interações. Assim, acreditamos que obter informações sobre o mecanismo 

molecular responsável pelo reconhecimento de proteína-ligante por meio deste estudo irá 

facilitar o desenvolvimento de equipamentos para o combate da doença COVID-19. As 

simulações também podem explicar a funcionalização da superfície e seu impacto nas interações 

com a proteína. Por meio do pós-processamento da trajetória, foi possível identificar as 

principais forças motrizes da adsorção (efeitos hidrofóbicos, ligações de hidrogênio e calcular 

as energias de interação para obter uma estimativa quantitativa das energias de ligação). 

O modo de acoplamento dos ligantes foi conhecido para entender as propriedades de 

ligação e o mecanismo de ação das interações. A partir dos resultados combinados dos cálculos 

de acoplamento e energia livre, foi descoberto que os resíduos do sítio ativo da S-gly interagiram 

fortemente com as Pc. A previsão do local de ligação do glicoproteína poderia ajudar na 

descoberta e no projeto de diferentes novos antagonistas potentes. O trabalho relatado aqui 

aborda uma preocupação importante e necessidade urgente de medicamentos para o tratamento 

da infecção por SARS-CoV-2. Conforme demonstrado por meio desta abordagem integrada, a 

predição computacional para inibição das estruturas externas principais do SARS-CoV-2, que 

resultou em algumas pistas promissoras para validação experimental adicional. Esperamos que 

os resultados e previsões in sílico obtidos neste estudo, incluindo os potenciais insights clínicos, 

possam facilitar a descoberta de inibidores altamente potentes da protease principal da SARS-
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CoV-2. No geral, nossa estratégia computacional de reposicionamento das Pc prevê alguns 

candidatos promissores a medicamentos que, se confirmados por meio de abordagens 

experimentais e clínicas, podem contribuir para resolver a crise global da pandemia de COVID-

19. Embora os resultados de tais simulações possam certamente contribuir para aumentar a 

compreensão e racionalizar os dados experimentais, esta abordagem também tem algumas 

limitações e desvantagens. Além disso, a simulação de DM foi usada para entender as mudanças 

conformacionais nos complexos de proteínas ligantes. Na análise de MM-GBSA, os estudos de 

DOC foram validados além de mostrar que os ligantes têm características de interação capaz de 

adsorver as proteínas. Estes estudos computacionais indicaram que as propriedades de ligação 

dos inibidores podem ser utilizadas como potenciais agentes terapêuticos. 
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APÊNDICE 1 

 

A função de pontuação usada por MolDock Score (THOMSEN e CHRISTENSEN, 

2006) deriva das funções de pontuação PLP, de forma que a energia de pontuação (Escore) é 

definida pelo somatório dos termos energéticos de interação ligante-proteína (Einter) com a 

energia interna do ligante (Eintra) 

 

𝐸𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 = 𝐸𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 + 𝐸𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎                                    A-1 

 

Nesta função de pontuação, a equação foi otimizada para melhorar a pontuação com um 

novo termo para ligações de hidrogênio e um novo esquema para cargas. Desse modo, a energia 

referente à interação ligante-proteína (Einter) é definida como: 

 

𝐸𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 = ∑ ∑ [𝐸𝑃𝐿𝑃(𝑟𝑖𝑗) + 332.0
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝑟𝑖𝑗
2 ]𝑗𝑖                                 A-2 

 

O termo EPLP é um potencial linear por partes que utiliza dois parâmetros, um para 

aproximar o termo estérico (van der Waals) entre átomos e um segundo para ligações de 

hidrogênio, sendo este um potencial mais forte. O segundo termo descreve as interações 

eletrostáticas entre átomos carregados, um potencial de Coulomb onde a constante dielétrica 

distância-dependente é definida por D(r) = 4r. A multiplicação pelo numeral 332.0 transforma 

as unidades de energia eletrostáticas para kcal/mol. Com objetivo de garantir que a contribuição 

(atração elétron-núcleo) não seja superior à penalidade por aproximação (repulsão núcleo-

núcleo), a energia eletrostática é desconsiderada em distâncias menores a 2.0 Â. 

 

𝐸𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 = ∑ ∑ 𝐸𝑃𝐿𝑃(𝑟𝑖𝑗) + ∑ 𝐴[1 − 𝑐𝑜𝑠(𝑚𝜃 − 𝜃0)]𝑓𝑙𝑒𝑥𝑖𝑏𝑙𝑒𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠𝑗𝑖 + 𝐸𝑐𝑙𝑎𝑠ℎ        A-3 

 Onde,  

θ – representa o ângulo de torsão da ligação. 

 

A energia interna do ligante (Eintra) é um somatório entre os pares de átomos do ligante, 

excluindo pares de átomos conectados por duas ligações ou menos. O segundo termo refere-se 

a energia de torsão, sendo parametrizado segundo os tipos de hibridação dos átomos ligados. 

Caso muitas torsões tenham sido determinadas, a média de contribuição das energies de torsão 

da ligação é utilizada. O terceiro termo (Eclash), está relacionado a questão espacial de átomos 

pesados, atribuindo uma penalidade de 1000, caso a distância entre dois destes átomos for 
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inferior a 2.0 Â, e 10000 se o átomo pesado estiver fora do sítio de interação (delimitado pelo 

grid esférico). Após o software predizer uma ou mais poses promissoras, uma série de termos 

energéticos adicionais é calculado ao fim da corrida. Estes termos são combinados linearmente, 

gerando o “rerank score”. 
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APÊNDICE 2 

 

O artigo foi submetido e aceito na revista Scientific Reports, Qualis A1 da CAPES, em 2021. 

 


