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RESUMO

A febre Chikungunya (CHIKF) é causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), transmitido por meio da picada da fémea infectada do
mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus. A fase crénica dessa doenga é marcada pela presencga de dores articulares persistentes
devido a expressdo em niveis elevados da quimiocina CCL2 e seu receptor de quimiocina do tipo 2 (CCR2). A ligagdo do receptor
com sua quimiocina medeia a quimiotaxia e induz a migragdo de células inflamatdrias, o que contribui para o quadro inflamatdrio,
por isso inibidores que bloqueiam a interagdo entre CCR2 e CCL2 tém esperado que se torne um novo mecanismo terapéutico para
doencas relacionadas a inflamacgdo. Os objetivos desse trabalho foram realizar uma triagem virtual hierarquica utilizando o banco
de dados de produtos naturais do ZINC15. O modelo do CCR2 foi construido no servidor MODELLER e avaliado no servidor
SWISSMODEL. Os modelos farmacoféricos foram construidos no mddulo GALAHAD, utilizando inibidores extraidos do ChEMBL.
Apenas 181 compostos se alinharam ao modelo farmacoférico. Utilizando o programa FRED, o composto foi selecionado por
afinidade molecular com o CCR2. A dindmica molecular foi conduzida para analisar o padrdo de interagGes intermoleculares e a
estabilidade do complexo sob condicGes que se aproximam do ambiente bioldgico. Os resultados obtidos nas abordagens in silico
mostraram que o composto ZINC000225476190 apresenta um padrao interessante de interagdes intermoleculares, bem como boa
estabilidade no complexo dinamico, configurando uma molécula promissora.

Palavras-chave: Chikungunya; CCR2; Triagem virtual.
ABSTRACT

Chikungunya fever (CHIKF) is caused by the Chikungunya virus (CHIKV), transmitted through the bite of infected female Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes. The chronic phase of this disease is marked by the presence of persistent joint pain due
to the expression at high levels of the chemokine CCL2 and its chemokine receptor type 2 (CCR2). Binding of the receptor with its
chemokine mediates chemotaxis and induces migration of inflammatory cells, which contributes to the inflammatory condition.
Hence, inhibitors that block the interaction between CCR2 and CCL2 have been expected to become a new therapeutic mechanism
for inflammation-related diseases. The objectives of this work were to conduct a hierarchical virtual screening using the ZINC15
natural product database. The CCR2 model was constructed in MODELLER server, and available in SWISSMODEL server.
Pharmacophore models were constructed in GALAHAD module using inhibitors extracted to ChEMBL. Only 181 compounds for
ZINC15 align to the pharmacophore model. Using FRED program the compound was ranked by molecular affinity with CCR2.
Molecular dynamics was conducted in order to be analyzed for the pattern of intermolecular interactions and the stability of the
complex under conditions that approximate the biological environment. The results obtained in the in silico approaches showed
that the compound ZINC000225476190 presents an interesting pattern of intermolecular interactions, as well as good stability in
the dynamic complex, configuring a promising molecule.

Keywords: Chikungunya; CCR2; Virtual screening.

5294




revista

interfaces

Artigos
Originais

V.13, N.1(2025) | ISSN 2317-434X

INTRODUCAO

A febre Chikungunya (CHIKF) é causada pelo
virus  Chikungunya  (CHIKV), pertencente a
familia Togaviridae, transmitido por meio da picada da
fémea infectada do mosquito Aedes aegypti e Aedes
albopictus (BRASIL, 2017). Sabe-se que o CHIKV é
capaz de acometer células endoteliais e epiteliais
humanas, fibroblastos, dendritos, macréfagos e células B,
assim como células musculares, implicando na
possibilidade de diferentes apresentacBes clinicas
(OZDEN et al., 2007).

Essa doenca estda associada a quadro clinico
variavel, caracterizado pela existéncia de duas fases: a
aguda, de curta duracdo e de sintomas inespecificos e
associada aos sintomas clinicos que refletem a carga viral
e 0 inicio da resposta da imunidade inata, estando
relacionada com elevado nivel de citocinas pro-
inflamatdrias (CHOW et al., 2011) e a fase cronica, que
por sua vez, é marcada pela presenca de dores articulares
persistentes, com comprometimento da qualidade de vida
dos pacientes (CASTRO; LIMA; NASCIMENTO,
2016). Durante a fase crénica, ocorre um aumento na
expressdo da CCL2, uma quimiocina, e seu respectivo
receptor, o receptor de quimiocina do tipo 2 (CCR2). A
CCL2 medeia a quimiotaxia e induz a migracao de células
inflamatdrias, o que contribui para o quadro inflamatorio
e desenvolvimento da fase cronica (SOUSA et al., 2019).

Nessa perspectiva, sabendo-se da importancia da
doenca, por ainda ser uma ameaga e por possuir
mecanismos que necessitam de mais estudos, 0 emprego
de métodos computacionais como estratégia para o
planejamento e desenvolvimento de farmacos pode
acelerar a descoberta de moléculas com potencial acéo
sobre 0 CCR2, contribuindo para descoberta de compostos
com acdo sobre a fase crénica da doenca
(MAVROMOUSTAKQOS et al., 2011). Desta forma, esse
trabalho teve como objetivo central o emprego de métodos
computacionais para triagem de substancias de origem
natural com potencial a¢do sobre 0 CCR2.

METODOLOGIA
Modelagem comparativa

A sequéncia da proteina foi obtida a partir do
UNIPROT (CCR2 em humanos, cdédigo P41597). A

sequéncia primaria da proteina alvo foi submetida ao
BLASTP com as do banco de dados Protein Data Bank
(PDB) (BERMAN et al., 2000), no qual foram
selecionadas estruturas com identidade igual ou superior
25% e alta cobertura. Os moldes encontrados e a sequéncia
alvo foram alinhados pelas ferramentas disponiveis no
servidor SWISSMODEL (BIASINI et al., 2014) pelo
algoritmo CLUSTAL O. Os modelos gerados foram
analisados pelo valor de DOPE score.

O modelo foi avaliado pelo servidor SWISS-
MODEL, pelos parametros de desvio médio quadratico
padrdao (RMSD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996), grafico de RAMACHANDRAM (LASKOWSKI et
al., 1993) e software Atomic Non-Local Environment
Assessment (ANOLEA).

Modelos farmacoforicos

Um conjunto de 14 inibidores do CCR2 foram
selecionados no ChEMBL (GAULTON et al., 2017)
através dos dados de atividade bioldgica (Ki) <lum.
Foram selecionados 6, aleatoriamente, para a construgédo
dos modelos farmacoféricos no médulo GALAHAD™,
implementado no programa SYBYL-X 2.0 (TRIPOS,
2011). Os modelos gerados foram avaliados quanto a
pontuacgdo de Pareto, energia, sterics, hbond e mol_gry.

Posteriormente, os modelos farmacoféricos (MF)
foram avaliados pelo valor da curva ROC (AUC). Para
essa Ultima avaliacdo, foram utilizados os 8 inibidores
restantes, juntamente com 400 decoys gerados a partir
dessas moléculas no servidor DUD-E (MYSINGER et al.,
2012). A partir dos valores de QFIT foram construidas
curvas ROC para cada modelo. Um bom método deve
apresentar alta sensibilidade (valor=1, no eixo y) e
especificidade (valor zero no eixo x) (SEIDEL et al.,
2010), desta forma, a AUC da curva ROC foi utilizada
como métrica de avaliacdo, descartando-se MF com AUC
< 0,7 e considerando-se 0 modelo com maior valor de
AUC.

Triagem virtual hierdrquica
O MF foi utilizado para triagem de 247.795

moléculas do banco de produtos naturais disponiveis no
ZINC15 (STERLING; IRWIN, 2015). Foram
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consideradas apenas moléculas com QFIT igual ou
superior as de inibidores conhecidos.

As moléculas filtradas passaram para etapa de
acoplamento molecular no programa FRED da OpenEye
Scientific, avaliadas pela funcdo de pontuacdo
ChemGauss4 Score (MCGANN, 2011). A analise das
interaces intermoleculares com as moléculas foi
realizada no mesmo programa. Para selecionar a melhor
molécula, foi correlacionado o valor energia de afinidade
com o QFIT, calculando a seguinte equacdo: QFIT - (-
eficiéncia de ligagdo), onde a eficiéncia de ligacdo é igual
a energia de afinidade dividido pelo nimero de &tomos
pesados.

Dinamica molecular

As simulagdes de dindmica molecular foram
realizadas no pacote GROMACS (ABRAHAM et al.,
2015). O estado de protonagdo dos residuos &cidos e
basicos do receptor foi ajustado no mddulo pdb2gmx
implementado no programa GROMACS 5.1.2 de acordo
com o pH 6timo (7,0) (ORTIZ-GOMEZ et al., 2006). Para
isso, os valores de pKa dos residuos foram avaliados no
servidor web PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004). Uma
caixa dodecaédrica com modelo de agua SPC-E
(BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987) foi
utilizada para solvatar os sistemas da forma APO e do
complexo.

A forma APO e o complexo foram minimizados
inicialmente pelo algoritmo Steepest Descent (SD), em
seguida, pelo algoritmo Gradiente Conjugado (GC) com
1000 ciclos cada. Ap6s a minimizacdo de energia do
sistema, as simulagdes por DM foram realizadas durante
uma simulacéo de 1ns no ensemble isotérmico-isobérico -

NPT (nOmero de particulas, temperatura e pressao
constante) (t= 100 ps), em seguida, nas mesmas condi¢des,
foi realizada uma simulacdo por dindmica molecular de
100ns, sem restricao.

A estabilidade do sistema foi avaliada pela analise
da variacdo do valor do desvio médio quadratico (RMSD,
do inglés Root Mean Square Deviation) e da flutuagdo
guadratica média (RMSF, do inglés Root Mean Square
Fluctuation) através dos modulos rms e rmsf,
respectivamente, disponiveis no GROMACS 5.1.2.

Analise de interagdes intermoleculares

A andlise do padrdo de interacdes
intermoleculares ap6s a DM foi verificada utilizando o
servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Modelagem comparativa

E encontrado o alvo CCR2 de Homo sapiens com
cédigo 5T1A depositado no banco PDB, porém com
resolucdo de 2,8 A. A preferéncia é para estruturas
resolvidas de alta qualidade que possuam resolucéo
menor, igual ou o mais proximo possivel de 2,0 A
(SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021), visto que erros
relacionados a localizagdo ou a existéncia dos atomos
podem estar diretamente ligados a resolugdo da estrutura,
influenciando diretamente na qualidade (GONCALVES,
2015), dessa forma sendo impossibilitado aplicar as
técnicas virtuais nesse alvo, necessitando da modelagem
comparativa para trazer resultados mais fidedignos. Os
resultados encontram-se dispostos no quadro 1.

Quadro 1. Proteina alvo com os resultados dos moldes estruturais.

Proteina molde (PDB ID) Identidade sequencial (%) Cobertura do alinhamento (%) Resolucéo (A)
6GPS 86,08 99% 33
6GPX 83,43 78% 2,7
7F1S 74,37 83% 2,8
5T1A 99,55 81% 2,8
6MEO 79,31 76% 3,9
5UIW 64,93 7% 2,2

A acurdcia da estrutura gerada por modelagem
comparativa € diretamente proporcional ao grau de

identidade com a proteina-molde, quando o percentual de
identidade é superior a 50%, 0 modelo gerado apresentara
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de boa a 6tima qualidade e com resultados tdo precisos
guanto estruturas resolvidas por raios-X de baixa
resolucdo (KOPP; SCHWEDE, 2004; FRENKEL,;
TRIFONOV, 2007).

Das sequéncias analisadas (quadro 1), a proteina
com codigo PDB 5UIW foi selecionada para alinhamento
com a sequéncia alvo e posterior constru¢do do modelo,
tendo em vista que houve alinhamento com mais de 50%
de identidade com a estrutura alvo. Apesar de ndo ter sido
a de maior identidade, foi selecionada para a proxima
etapa de acordo com a melhor resolucéo, uma vez que é
importante selecionar estruturas resolvidas de alta

qualidade para garantir melhor confiabilidade no resultado
da construcdo (WATERHOUSE et al., 2018).

A proteina utilizada como molde (5UIW) é a
CCRS5 (receptor de quimiocina CC do tipo 5). Receptores
CCR2 e CCR5 compartilham cerca de 85% de identidade
de sequéncia em seus sitios ativos (JUNKER et al., 2015),
sendo que a figura 1 mostra marcag¢6es em azul do que se
refere a cada respectivo sitio ativo, contendo 61% de
aminoacidos idénticos, 11% aminoacidos similares, 15%
com baixa similaridade entre os aminoacidos e 13% nao
ha similaridade entre os aminoacidos, somando 87% de
similaridade no sitio ativo, na média proposta em
literatura.

Figura 1. Alinhamento entre a sequéncia alvo e o molde.
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* Identidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

: Similaridade dos aminoécidos alinhados na coluna indicada.
. Baixa similaridade dos aminoacidos alinhados na coluna indicada.

- (espagos vazios) N&o ha similaridade entre os aminoacidos alinhados na coluna indicada.
As marcagdes em cor azul correspondem aos residuos encontrados no sitio ativo do CCR2 para comparagdo com o molde. A marcagdo em verde
corresponde aos aminoacidos que foram retirados no momento da modelagem.
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Alguns estudos mostram que varios ligantes
potentes do CCR5 também demonstram alta afinidade
para o CCR2 e podem atuar como antagonistas duplos
(JUNKER et al., 2015), o que também demonstra como
positivo 0 emprego desse molde para a geracdo do modelo
3D do CCR2. Outro estudo de alinhamento desses
receptores mostrou que a maioria dos aminoacidos do
CCR2 no sitio ortostérico sdo semelhantes ao do receptor
CCR5 (KUMARI; SOBHIA, 2022). A parte que ndo ha
nenhuma similaridade entre os aminoacidos ndo héa
interferéncia no sitio ortostérico do CCR2, sendo assim
indiferente na construcdo do modelo 3D desse alvo.

A predicdo da estrutura 3D gerou 5 modelos
diferentes com valores de DOPE score (modelo 1 = 0,32;
modelo 2 = 0,24; modelo 3 = 0,28; modelo 4 = 0,26;
modelo 5 = 0,28). O modelo 2 foi selecionado por possuir
melhor valor de DOPE score (ERAMIAN et al., 2008).

O modelo 2 foi avaliado pelo servidor SWISS-
MODEL (BIASINI et al., 2014), inicialmente pelo

pardmetro de RMSD, que avalia a capacidade do modelo
formado em se posicionar corretamente ao molde base
(figura 2), resultando um valor de 0,25 A. De acordo com
a literatura, os valores de RMSD entre os préprios
modelos experimentais provenientes de uma mesma
proteina alcancam até 0,5 A, o que corrobora a alta
gualidade do modelo (CHOTHIA; LESK, 1986).

O gréafico de Ramachandran (figura 2) indicou
6tima qualidade estérica, com 91,1% dos residuos em
regides favoraveis e 7,7% em regides permissivas,
totalizando 98,8%. Apenas 3 residuos estdo em regides
generosamente permissivas (Asp185, Asnl131 e Arg223),
porém estdo posicionados em loop na estrutura terciaria.
Nenhum residuo foi encontrado em regides ndo
permitidas. Dessa forma, o modelo 2 obteve O6timos
resultados, ja que esse resultado indica pouquissimos
problemas nos angulos torcionais da estrutura.

Figura 2. 1) RMSD: 0,25 A. O modelo gerado (azul) sobreposto ao Molde PDB ID 5UIW (vermelho) com a proteina
cristalogréfica ligada ao sitio ativo (amarelo). 2) Representacdo do grafico de Ramachandran.
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Através da figura 3, pode ser observado que o
modelo apresenta poucos residuos com alta energia. Sao
2.317 atomos e 25.660 interacOes atdbmicas. A estrutura
apresenta energia de -343 E/KT, com 83 aminodcidos de
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alta energia, ou seja, as cadeias laterais desses residuos
estdo se chocando, 0 que representa apenas 28,72% do

total de 289 aminoacidos.
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Figura 3. Grafico de validagdo do modelo gerado. As regides em vermelho representam valores altos de energia, enquanto que as
regibes em azul representam regides de baixa energia.
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Modelo farmacoférico

Os modelos farmacoféricos gerados (n=10) foram avaliados através da analise de parametros internos do
GALAHAD (quadro 2)

B
—
=1
Dok

Quadro 2. Parametros estatisticos do GALAHAD™ para os modelos farmacoféricos construidos.

Modelo Energia Pareto Sterics Hbond Mol_grY
farmacoforico (Kcal/mol)
1 27,82 0 5880,10 278,90 98,28
2 27,62 0 5732,60 290,20 94,83
3 28,01 0 5904,30 282,20 95,81
4 28,01 0 5904,30 282,20 95,81
5 27,62 0 5732,60 290,20 94,83
6 28,01 0 5904,30 282,20 95,81
7 27,58 0 5861,30 286,10 65,06
8 27,58 0 5861,30 286,10 65,06
9 27,62 0 5732,60 290,20 94,83
10 28,00 0 5857,40 290,20 80,71

O valor de Pareto indica se um modelo é superior  resultados dos modelos estdo dentro abaixo de 100,0
aos demais com base nos critérios de Sterics, Hbond e  Kcal/mol.
Mol_gry, devendo ser igual a 0 (CABALLERO, 2010). Dessa forma, 0 método da curva ROC foi adotado
Portanto, demonstrou que os modelos remanescentes sdo  para avaliar a habilidade dos modelos farmacoféricos em
estatisticamente equivalentes (ATHRI et al., 2010), diferenciar inibidores verdadeiros de falsos positivos
indicando que nenhum modelo é superior ao outro. Além  (POLO; MIOT, 2020). Dentre os resultados, o0 modelo 10
disso, a utilizagdo de conformagbes com valor de energia  obteve melhor valor de AUC de 0,87 (Figura 4), o que é
> 100,0 Kcal/mol reflete distor¢fes nas moléculas para  considerado bom, dessa forma, o mais apropriado para a
que os atomos se aproximem do centro dos pontos etapa de triagem virtual.
farmacoféricos (CABALLERO, 2010). Todos o0s
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Figura 4. Curvas ROC obtidas para os modelos farmacofdricos de CCR2. A = AUC.
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O modelo 10 (figura 5) apresentou oito
caracteristicas farmacoforicas, sendo um grupo doador de
ligagdo de hidrogénio, dois grupos aceitadores de ligagdo
de hidrogénio, quatro centros hidrofébicos e um centro
positivo. Com base na estrutura dos inibidores do CCR2,
0s principais farmacaéforos estdo relacionados a um padréao
de atomo de nitrogénio que pode formar uma carga

positiva (centro positivo), presenca de doador de ligacdo
de hidrogénio e uma ligacdo de hidrogénio. O aceptor
possui uma ligagdo amida e pelo menos um anel
aromatico, configurando centros hidrofébicos (LIHUAI et
al., 2015), o que corrobora com o padréo desenvolvido
pelo modelo farmacofoérico.
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Figura 5. Representacdo do modelo farmacoférico 10 para CCR2. Doador de ligagao de hidrogénio na cor rosa, aceitador de
ligacédo de hidrogénio na cor verde, centro hidrofébico na cor azul e centro positivo na vermelha.

Triagem virtual hierarquica

Das 247.795 moléculas do banco de produtos
naturais, 448 moléculas se alinharam ao modelo 10, e
dessas, apenas 181 obtiveram QFIT maior que a soma da
média com 2 vezes 0 desvio padrdo (Média + 2x desvio
padrdo) de todos os valores de QFIT gerados, as quais
foram utilizadas para a etapa de acoplamento molecular.

O acoplamento molecular do alvo molde foi
realizado com as 181 moléculas triadas pelo filtro de
QFIT. Para a identificacdo da melhor molécula, foi levado
em consideracdo a eficiéncia de ligagdo e o valor de QFIT

gerado no modelo farmacoférico. Para a eficiéncia de
ligagdo foi utilizada a seguinte formula: EL = AG/N
(Fonte: HOPKINS et al, 2014), onde EL = Eficiéncia de
ligagdo, AG = Valor da fungdo de pontuacdo e N = Numero
de atomos pesados. Para correlacionar com o valor de
QFIT, foi calculado o score de consenso (EC) com a
seguinte formula: EC = (QFIT - (-EL), obtendo assim, um
resultado favoravel para os 2 parametros diferentes. No
guadro 3, foi feito um recorte com base nos 5 melhores
valores de EC, com isso, a ZINC000225476190 foi
considerada a mais bem ranqueada.

Quadro 3. Relagao entre energia de afinidade (acoplamento molecular), QFIT (modelo farmacoférico) e eficiéncia de ligagdo das
moléculas pontuadas.

ChemGauss4 Atomos Efi::iiéncja de
Molécula Score QFIT pesados gagao EC
ZINC000085631220 -9,40 32,41 39 -0,24 32,65
ZINC000225476190 -7,75 41,90 33 -0,23 42,14
ZINC000085490790 -6,81 31,76 38 -0,17 31,94
ZINC000085595764 -5,96 3527 45 -0,13 3540
ZINC000012482927 -5,12 38,92 64 -0,08 39,00
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Estudos de modelagem para o CCR2 postularam
que os residuos Tyr49, Trp98, Tyr120 e Glu291 formam
uma rede estreita de interacdo intermolecular necessaria
para a ativacdo do receptor. Eles também concluiram que
0 Glu291 pode posicionar o ligante em diferentes
orientagdes e gerar diferentes receptores conformagdes em
conformidade. Essas conformacdes alternativas séo
estabilizadas pela ligagdo de antagonistas (HALL et al.,
2009). Kothandan, Gadhe e Cho (2012) também relataram
que Tyrd49, Trp98, Tyrl20, Hisl2l e Glu291
desempenham um papel crucial na ligacao de antagonistas
de CCR2. Outro estudo com o Cenicriviroc, aprovado
clinicamente como um antagonista duplo dos CCR2 e
CCRS5, observou interagdo de ligacéo de hidrogénio com o
residuo Glu291 e o residuo Trp98 esta envolvido na
interagdo de empilhamento n-m. Além disso ¢ observada
interacdes hidrofobicas com os residuos Trp98, Prol192,
Vall189, Leu 45, Tyrl20, 1le263, Val289 e Phel9%4
(KUMARI; SOBHIA, 2022). Os resultados obtidos apés o
acoplamento molecular indicaram o mesmo padrdo de
interagOes intermoleculares entre ZINC000225476190 e o
alvo molecular, uma vez que, foi observado ligacdes de
hidrogénio com o Glu291 e interagdes hidrofobicas com
os residuos: Trp98, Phel94, Prol92, lle263. Essas

semelhancas sugerem que o composto identificado pode
atuar fortalecendo sua viabilidade como um potencial
candidato a farmaco contra a inflamacéo ocasionada pelo
virus da Chikungunya e ainda de diversas doengas
inflamatodrias (KOTHANDAN; GADHE; CHO, 2012).

Dinamica molecular

O objetivo da DM, empregada ap6s a triagem do
banco de produtos naturais, foi avaliar a estabilidade do
composto ZINC000225476190 no sitio ortostérico do
modelo gerado de CCR2 em funcdo do tempo, bem como
0 seu padrao de interacdes.

Inicialmente, o0s sistemas empregados nas
simulagdes de DM foram avaliados quanto a equilibrio
estrutural, através do desvio médio quadratico (RMSD), o
qual fornece informacgGes de variacdo das posicOes
atdbmicas comparadas com a estrutura de partida e ainda
permite a identificagdo do momento em que o sistema
atinge o equilibrio (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM,
2017). O sistema APO e a forma HOLO foram avaliados
guanto ao RMSD para a cadeia principal ao longo das
trajetorias (Figura 6).

Figura 6. 1) RMSD (backbone) da estrutura APO (A) e do complexo (B) durante a dindmica molecular. 2) RMSF (nm)
(backbone) da forma APO e do complexo (HOLO) durante a fase produtiva da DM.
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Os dados mostram que a forma APO apresenta
equilibrio entre 30ns a 80ns, ja o complexo comeca a
equilibrar a partir de 65 ns e mantém até o final da
simulagdo, ou seja, nesse tempo de simulagdo ndo ha
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variagdes conformacionais em uma magnitude maior que
0,1nm e, portanto, foi definida a fase produtiva, para a
aquisicdo de dados. Esse resultado demonstra maior
variacdo estrutural na forma APO do que quando
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comparado com sua forma HOLO, ao longo da simulacéo,
maior equilibrio quando complexada ao ligante.

Também se observa, na figura 6, as flutuacGes
atémicas dos residuos individualmente através do calculo
de flutuacdo quadratica média (RMSF). As flutuacdes
atdbmicas do complexo (azul) sugerem menor flutuacéo
guando comparado com a forma APO (vermelho). Em
destaque pode-se observar os locais dos residuos do sitio
ortostérico proximo a alguns pontos importantes de
interagdo intermolecular, como Leu45, Tyr49, Trp98,
Tyrl20, His121, Val189, Pro192, Phel194, 11263, Val289,
Glu291 (KUMARI; SOBHIA, 2022), o que sugere que 0
complexo se manteve mais estavel nos pontos do sitio
ortostérico, principalmente proximo ao residuo Cys250.
Outras regiGes com com maiores flutuagdes da forma APO
foram nos residuos Asn77 e Serl59 que correspondem a
regides de alca, que tem como caracteristica flexibilidade
conformacional, e por isso, tendem a apresentar maiores
valores de flutuacéo.

Os achados estdo em consonancia com estudos
anteriores sobre a DM do CCR2. Hall et al. (2009)
demonstraram que os residuos Tyr49, Trp98, Tyrl20 e
Glu291 formam interagdes intermoleculares criticas para
a ativacdo do CCR2, e que diferentes orientacdes do
ligante podem induzir distintas conformagdes. Da mesma
forma, Kothandan, Gadhe e Cho (2012) identificaram os
residuos Tyr49, Trp98, Tyr120, His121 e Glu291 como
fundamentais na estabilizacdo de antagonistas do CCR2.
Além disso, estudos com o Cenicriviroc, ja citado nesse
estudo anteriormente, também evidenciaram a formacao
de ligagdes de hidrogénio com Glu291 e interagdes n-n
com Trp98, além de intera¢Ges hidrofébicas com Pro192,
Vall89, Leud5, Tyrl20, 1le263, Val289 e Phel94
(KUMARI; SOBHIA, 2022), reforcando a confianca no

estudo tanto a nivel de acoplamento, quanto de dindmica
molecular. A semelhanca no perfil de interacdo entre o
Cenicriviroc e 0 ZINC000225476190 reforca a relevancia
do composto identificado neste estudo, sugerindo seu
potencial como um novo candidato a inibidor do CCR2.

Em um contexto mais amplo, a sinalizacdo via
CCR2 tem sido associada a diversas doencas
inflamatdrias, incluindo a inflamag&o ocasionada pelo
virus da Chikungunya, em adi¢do, a artrite reumatoide,
aterosclerose, fibrose pulmonar e doenca hepética cronica.
A estabilizagdo do receptor observada na presenca do
ZINC000225476190 pode ser um indicativo de sua
eficacia na modulacdo dessas vias inflamatdrias, o que
justifica investigagdes futuras em modelos experimentais
dessas doencas. Estudos prévios indicam que a reducéo da
atividade do CCR2 estd associada a diminuicdo da
migracdo de mondcitos e macrofagos para locais de
inflamacdo, um mecanismo crucial para o tratamento de
diversas doencas inflamatdrias cronicas (SARGSYAN;
GRAUFFEL; LIM, 2017).

Analise de interagdes intermoleculares

A figura 7 mostra o padrdo de interacdo
intermolecular entre os residuos do sitio ortostérico ativo
ap6s a DM. Esses dados implicam que o ligante
ZINC000225476190 mantém o padrdo de interacdes
hidrofébicas com Thr203, Arg206 e [le263 como
observado nas interacdes intermoleculares na estrutura
rigida através do acoplamento molecular, e ainda na
estrutura flexivel foi observada a mesma interacdo
hidrofébica com o residuo Tyr259. A interacdo com o
residuo 11e263 foi observada em outros estudos de inibicdo
frente ao CCR2 (KUMARI; SOBHIA, 2022).
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Figura 7. Representacdo das interagdes entre o ligante promissor (laranja) e os residuos de aminoacidos do alvo (azul) em um
sistema flexivel. Linha amarela: interagdo m-cation; linha cinza: interagdo hidrofébica; linha continua azul: ligagao de hidrogénio e
linha continua azul clara: ligacdo de halogénio.

A ligacdo de hidrogénio esté relacionada com a
Unica hidroxila do ligante com o residuo Glu291, dada
como importante (KUMARI; SOBHIA, 2022), porém na
estrutura flexivel a ligag&o de hidrogénio se deu através do
nitrogénio da piridina do ligante com o residuo GIn288.
Também em literatura, o residuo Trp98 esta envolvido na
interagdo de empilhamento n-n (KUMARI; SOBHIA,
2022), o gque na estrutura rigida foi observada esse residuo
como interacdo de contato, porém ap6s a DM foi possivel
observar apenas a interagdo m-Cation com um centro
aromaético do ligante com o residuo Lys38 do receptor.
Como novidade, foi observado uma interacdo de
halogénio com o flGor do ligante e o residuo Asn199, o
que até entdo ndo foi proposto em literatura de forma
direta.

CONCLUSAO

A triagem virtual, aliada as simulagbes de
dindmica molecular, permitiu a identificagdo de um
potencial inibidor do CCR2. As anélises de acoplamento
molecular destacaram interagdes do ZINC000225476190,
incluindo interagGes de hidrogénio com Glu291 e contatos

ARG206

THR203

ASN199

com residuos como Trp98, Phel94, Prol192 e 11e263. As
simulac¢des de DM indicaram que a presenga do composto
no sitio ativo contribui para a estabilizacdo do sistema,
reduzindo flutuagOes residuais e apresentando menores
valores de RMSD na fase produtiva em comparacao a
forma Apo.

Os resultados obtidos sugerem que o0
ZINC000225476190 possui potencial para inibicdo do
CCR2, fornecendo uma base sélida para estudos
experimentais futuros, como ensaios in vitro e in vivo, para
validar sua eficacia e seguranga. Além disso, investigagdes
tedricas adicionais, como estudos de mecanica quantica
(QM), podem aprimorar a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos, oferecendo novos insights para o
desenho racional de farmacos e contribuindo para o
desenvolvimento de inibidores mais seletivos e eficazes.
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