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Introducio

As ferramentas computacionais aplicadas a Quimica e a Biologia Molecular t€ém
desempenhado papel central na descoberta racional de farmacos, permitindo prever
interacdes entre proteinas e ligantes em nivel atobmico (Morgon; Coutinho, 2007; Santos
et al., 2021). Entre essas ferramentas, destaca-se o docking molecular, uma técnica
amplamente utilizada para prever o modo de ligacdo entre uma molécula-alvo
(geralmente uma proteina) e um ligante (molécula pequena de interesse) (Agu; Afiukwa,
Orji et al., 2023). Para que essa etapa seja realizada com precisao, ¢ indispensavel a
defini¢do correta do grid box, regido tridimensional que delimita o sitio ativo da proteina
onde o ligante serd avaliado.

No contexto de arboviroses emergentes, o virus Chikungunya apresenta
glicoproteinas E1, E2 e E3 do envelope viral, fundamentais para o processo de fusao viral
e entrada na célula hospedeira, configurando alvos estratégicos para estudos antivirais
(Voss et al., 2010), sdo alvos estruturais amplamente estudados para o planejamento
racional de farmacos antivirais (Haider er al, 2020). Assim, determinagdo das
coordenadas do grid box (X, Y, Z) constitui uma das fases mais criticas do processo de
docking, pois influencia diretamente a confiabilidade dos resultados obtidos (Neis, 2019).

Uma delimitagdo incorreta dessa regido pode gerar erros na previsdo do modo de ligagdo
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e comprometer a qualidade das andlises (Esteves; Fernandes, Silva 2019). Nesse contexto,
torna-se essencial o uso de ferramentas que auxiliem na identificacdo precisa do sitio
ativo e na defini¢cdo adequada do grid box.

O software LaBOX (RyanZR, 2024) surge como uma solugdo moderna e eficiente
para essa finalidade. Ele foi desenvolvido para identificar automaticamente o sitio ativo
das proteinas e fornecer as coordenadas ideais para configuragdo no AutoDock Tools
(ADT) (Morris, et al., 2009) e no AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010), softwares
amplamente utilizados em estudos de ancoragem molecular. Essa automatizagao reduz
significativamente a possibilidade de erro humano e otimiza o tempo de preparacdo das
simulagdes.

Considerando que muitos estudantes e pesquisadores iniciantes encontram
dificuldades ao definir manualmente as coordenadas do grid box, o LaBOX apresenta-se
como uma ferramenta acessivel e didatica, capaz de facilitar o processo e promover maior
precisao nos resultados. Além disso, seu uso contribui para o aprimoramento das praticas
de modelagem molecular em ambientes de ensino e pesquisa (RyanZR, 2024).

Entretanto, antes da automatiza¢do das coordenadas, ¢ indispensavel validar a
qualidade estrutural da proteina. O Ramachandran plot, gerado por ferramentas como o
UCSF Chimera Chimera (Pettersen, ef al., 2021), permite avaliar os angulos torsionais ¢
(phi) e v (psi) dos residuos de aminoacidos, assegurando que a estrutura tridimensional
esta conformacionalmente estavel e adequada para estudos de docking.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo validar estruturalmente as
glicoproteinas E1, E2 e E3 do complexo 3N44 (Voss, ef al., 2010), utilizando o UCSF, e,
em seguida, determinar automaticamente as coordenadas do grid box (X, Y, Z) com o
software LaBOX, demonstrando sua aplicabilidade e eficiéncia na preparagao de sistemas
biomoleculares para ancoragem molecular.

As proteinas do complexo 3N44 foram preparadas com o auxilio do UCSF
ChimeraX e do AutoDock Tools (ADT), enquanto sua qualidade estrutural foi avaliada
no UCSF Chimera por meio da andlise dos diagramas de Ramachandran, assegurando
conformacdes adequadas para o docking. Posteriormente, o0 LaBOX foi empregado para
identificar o sitio ativo e calcular automaticamente as coordenadas do grid box,
possibilitando a obtencdo de parametros confiaveis e reprodutiveis para as simulagdes de

ancoragem molecular.
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Material e Métodos

Neste estudo, utilizou-se como estrutura de referéncia o complexo 3N44,
disponivel no Protein Data Bank (PDB), correspondente ao conjunto das glicoproteinas
E3, E2 e E1 do envelope viral CHIKV (Figura 1) (Voss et al., 2010). O arquivo foi obtido
no formato .pdb e aberto no software UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 2021), onde
procedeu-se a separagdo das trés glicoproteinas em arquivos independentes, com o
objetivo de possibilitar a analise individual de cada subunidade durante o processo de

preparacao para o docking molecular.

Fig. 1: Estrutura entrelacada das glicoproteinas E1 (lilas), E2 (laranja) e E3 (verde-

esmeralda) do virus Chikungunya

Fonte: PDB:3N44

Cada proteina foi posteriormente preparada de forma independente no AutoDock
Tools (ADT). Nessa etapa, todas as moléculas de agua foram removidas e foram
adicionados hidrogénios polares, preservando a geometria nativa do receptor. Em
seguida, foram calculadas as cargas parciais de Gasteiger e salvas no formato .pdbqt,
garantindo compatibilidade com o AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010).

Em seguida proteina foi validada no UCSF Chimera, por meio da geragdo do
Ramachandran plot, sendo possivel avaliar os angulos torsionais ¢ (phi) e y (psi). Como
parametro de qualidade, adotou-se que pelo menos 90% dos residuos deveriam estar em
regides favorecidas, assegurando a estabilidade conformacional das proteinas (Morgon,;
Coutinho, 2007; Pettersen ef al., 2021).

Com as proteinas devidamente preparadas, cada arquivo foi submetido ao LaBOX
(RyanZR, 2024), para a determinagdo automatizada das coordenadas centrais (X, Y, Z) e

das dimensdes (size X, size Yy, size_z) do grid box. Essa etapa foi conduzida por meio da
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execugdo do script diretamente no terminal do Windows PowerShell, utilizando a sintaxe

basica python LaBOX.py -1 ligand.pdbqt.

Fig. 2: interface de texto do LaBOX

PS C:\Users\henri\OneDrive\Area de Trabalho\DOCAGEM\Receptors\E1\laBOX> python LaBOX.py 3NUe.pdb

Fonte: Autores (2025)

O software processou o arquivo do ligante e retornou as coordenadas
correspondentes ao centro geométrico da regido de ligagao, além do tamanho ideal da
caixa de busca em cada dimensdo. Esses valores foram posteriormente aplicados na
configuracdo dos arquivos de entrada do AutoDock Vina, assegurando a correta
delimitagdo do sitio ativo. A verificagdo visual do posicionamento da caixa de busca foi
realizada novamente no ADT, de modo a confirmar que o grid box englobava
integralmente o sitio ativo de cada proteina analisada, garantindo a confiabilidade das

coordenadas geradas pelo LaBOX.

Resultados e Discussao

A andlise dos Ramachandran plots (Figs. 3 - 5) revelou que mais de 90% dos
residuos das glicoproteinas E1, E2 e E3 se encontram em regides favorecidas ou
permitidas, demonstrando a estabilidade conformacional e a qualidade estrutural das
proteinas. Essa etapa foi crucial para garantir que o calculo do grid box ocorresse sobre
modelos tridimensionais corretos e sem distor¢des estereoquimicas.

Fig. 3: Ramachandran plot of PDB:3N44 da Glicoproteina E1.
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Fig. 4: Ramachandran plot of PDB:3N44 da Glicoproteina E2.
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Fig. 5: Ramachandran plot of PDB:3N44 da Glicoproteina E3.
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Fonte: Autores (2025)
A execucao do LaBOX permitiu a obtencao das coordenadas centrais (X, Y, Z) e
dos tamanhos (size x, size y, size z) correspondentes as regides de ligacdo das
glicoproteinas E3, E2 e E1. O método mostrou-se eficiente e reprodutivel, eliminando a

subjetividade comum em delimitagdes manuais de grid box.
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Fig. 6: Visdo das coordenadas e dimensdes calculadas pelo LaBOX

PS C:\LaBOX> python LaBOX.py El.pdb —c.txt

LaBOX. py

0 Grid Box Center: X 14.208 Y 9.885 Z
Grid Box Size : W 116.994 H 238.884 D

PS C:\LaBOX> python LaBOX.py E2.pdb —c.txt

LaBOX. py

0 Grid Box Center: X 23.34 Y -15.65 Z 18.685
Grid Box Size : W 156.9U46 H 189.82 D 102.31

PS C:\LaBOX> python LaBOX.py E3.pdb —c.txt

LaBOX. py

0 Grid Box Center: X 55.309 Y -=-12.741 Z 33.196
Grid Box Size : W 52.562 H euy.354 D B62.764

Fonte: Autores (2025)

A Tabela 1 apresenta um exemplo dos resultados obtidos apds a analise com o
LaBOX. Os valores foram posteriormente inseridos nos arquivos de configuracdo do

AutoDock Vina, garantindo que o volume de busca abrangesse a totalidade do sitio ativo.

Tabela 1: Exemplo de coordenadas e dimensdes calculadas pelo LaBOX

Proteina Center X Center Y Center Z Size X (A) Size Y (A) Size Z (A)

(A) A) A)
El 14.208 9.885 23.771 116.994 238.884 108.98
E2 23.34 -15.65 16.605 156.946 189.02 102.31
E3 55.349 -12.741 33.196 52.562 64.354 62.704

Fonte: Autores (2025)

Os resultados demonstraram que o uso do LaBOX otimiza a etapa de preparacao
para docking molecular, uma vez que o calculo automatizado das coordenadas reduz o
risco de erro humano e padroniza a area de busca. Além disso, a verificagdo visual no
ADT (Figuras: 7 - 9) confirmou o posicionamento correto da caixa de busca sobre os
residuos do sitio ativo, validando o método.

Essa defini¢do precisa do grid box ¢ fundamental para que o ligante seja avaliado
dentro do ambiente catalitico mais favoravel, maximizando as chances de formacao de
complexos proteina-ligante energeticamente estdveis. Assim, a integracdo entre a
validacao estrutural (via Chimera) e a automatizagdo das coordenadas (via LaBOX)

representa uma abordagem metodologica robusta para estudos de ancoragem molecular.
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Fig. 7: Coordenadas do Gridbox na Glicoproteina E1 size 40x40x40

Fonte: Autores (2025)
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Os resultados demonstraram que o uso do LaBOX otimiza a etapa de preparagao
para docking molecular, uma vez que o célculo automatizado das coordenadas reduz o
risco de erro humano e padroniza a area de busca. Além disso, a verificagcdo visual no
ADT confirmou o posicionamento correto da caixa de busca sobre os residuos do sitio

ativo, validando o método.

Conclusoes

O uso do LaBOX mostrou-se uma estratégia pratica e eficiente para a
determinag@o automatica das coordenadas centrais (X, Y, Z) e das dimensdes do grid box
em estudos de docking molecular. A metodologia aplicada neste trabalho, a partir da
estrutura 3N44 e da analise das glicoproteinas E3, E2 e El, demonstrou a
reprodutibilidade e a confiabilidade da ferramenta. Dessa forma, o LaBOX representa um
recurso importante para a padronizacdo e agilizagdo da preparacdo de sistemas
biomoleculares, contribuindo para maior precisdo nos resultados de simulagdes

computacionais.
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