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RESUMO 

 

 
As doenças arbovirais têm alta incidência no Brasil e constituem um grave 

problema de saúde pública. O Rocio vírus (ROCV) é um arbovírus pertencente à 

família Flaviviridae, responsável pelo surgimento de um surto de encefalite no 

litoral paulista no final da década de 1980. Embora nenhum caso recente dessa 

infecção viral tenha sido relatado, os dados sugerem a circulação do ROCV em 

todo o território brasileiro. Diante desses indícios e da forte presença de fatores 

fundamentais para o ressurgimento de doenças emergentes no Brasil, este 

trabalho visa obter, a partir de rastreamentos virtuais, possíveis alvos e moléculas 

terapêuticas redirecionadas para o combate a infecções relacionadas ao ROCV. 

Para isso, realizamos a predição da estrutura molecular de proteínas por 

similaridade utilizando a plataforma I-TASSER, baseado na anotação mais 

recente do genoma do vírus. A partir desta predição, realizamos o atracamento 

molecular de fármacos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e 

demonstramos que a Relação Nacional de Medicamentos Essenciais do Sistema 

Único de Saúde (SUS) contém diversas moléculas que podem ser redirecionadas 

para o combate a esse flavivírus, como simeprevir, daclatasvir, iloprost e 

itraconazol. Dentre eles, o itraconazol mostrou-se um candidato interessante, pois 

interage com 12 dos 16 alvos proteicos estruturais e não estruturais desse vírus. 

 
Palavras-chave:  
 
Reposicionamento de fármacos 
Infecção emergente 
Atracamento molecular 
Vírus Rocio 
NS1 
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ABSTRACT 
 

 

 Arboviral diseases have high incidence in Brazil and constitute a serious 

public health problem. Rocio virus (ROCV) is an arbovirus belonging to the family 

Flaviviridae responsible for the appearance of an outbreak of encephalitis on the 

São Paulo state coast in the late 1970s. Although no recent case of this viral 

infection has been reported, data suggest the circulation of ROCV throughout the 

Brazilian territory. Given these indications and the strong presence of fundamental 

factors for the resurgence of emerging diseases in Brazil, this work aims to obtain, 

from virtual screenings, possible targets and therapeutic molecules redirected to 

fight infections related to ROCV. For this, we performed the prediction of the 

molecular structure of proteins by similarity using the I-TASSER platform, based 

on the most recent annotation of the virus genome. Based on this prediction, we 

performed the molecular docking of drugs approved by the Food and Drug 

Administration (FDA) and demonstrated that the National List of Essential 

Medicines of the Unified Health System (SUS) contains several molecules that can 

be redirected to fight this flavivirus, such as simeprevir, daclatasvir, iloprost and 

itraconazole. Among them, itraconazole proved to be an interesting candidate, as 

it interacts with 12 of the 16 structural and non-structural proteins of this virus. 

 
Keywords:  
 
Drug repurposing 
Emergent infection 
Molecular docking 
Rocio Virus 
NS1 
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INTRODUÇÃO 

 
 

1. Referencial teórico 

 
 

1.1 Considerações sobre doenças infecciosas emergentes 

 
 

Uma doença infecciosa pode ser caracterizada como emergente 

quando afeta pela primeira vez uma população, ou quando existia 

previamente e ressurge com um aumento do número de casos e em uma 

área de incidência diferente da reportada anteriormente. Além disso, estas 

doenças podem ser classificadas como re-emergentes, aparecendo com 

novas formas clínicas frequentemente severas (OMS, 2014; Morse & 

Schluederberg, 1990). 

Estas doenças emergentes envolvem diversos fatores biológicos, 

sociais e ambientais. Estima-se que 15% de todos os patógenos humanos 

são responsáveis por causar doenças emergentes, sendo 75% destas 

doenças emergentes de origem zoonótica. Estas doenças são transmitidas 

de animais para humanos por contato direto, água, comida, sendo mais 

comumente disseminadas por vetores. Dentre elas podemos citar a doença 

de Lyme, a dengue, a chikungunya, a febre amarela e a febre do oeste do 

Nilo (CDC, 2018; McArthur, 2019; WHO, 2010). 

O aumento destas doenças infecciosas impacta diretamente na 

macroeconomia e a predição de custo estimado para os setores de saúde 

e produção se torna limitado, dificultando as medidas de combate à 

infecção dos países atingidos. Em estudo do Programa das Nações Unidas 

para o Desenvolvimento (PNUD), estimou-se que os custos 

socioeconômicos da epidemia de Zika em países da América do Sul e 

Caribe, como Brasil, Colômbia e Suriname, totalizaria entre 7 a 18 bilhões 

de dólares entre os anos de 2015-2017. Além dos setores da saúde e 

produção, estes valores também afetam o turismo, que movimenta a 

economia de diversos países em desenvolvimento (Smith et al., 2019; 

UNPD, 2017). 
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O fortalecimento do sistema de saúde pública é fundamental para a 

prevenção, manejo e tratamento de doenças emergentes. Este 

fortalecimento deve ser coordenado em nível nacional, com ações 

aplicadas a nível local. O nível de sucesso dessa coordenação reflete 

diretamente o desenvolvimento da sociedade. 

 

1.2 Arboviroses e sua importância epidemiológica no Brasil 

 

O Brasil possui uma das maiores áreas de extensão do mundo, com 

cerca de 8.500.000 km², e uma conhecida variabilidade climática em suas 

regiões. Por estar situado em zonas de latitudes baixas, há a prevalência 

de um clima tropical quente e úmido, com temperaturas médias em torno 

dos 20ºC. Somado ao fato da urbanização desordenada e de graves 

problemas associados à falta de planejamento estratégico, como 

desmatamento, acúmulo de lixo e falta de saneamento ambiental – onde 

cerca de 5 milhões de domicílios possuem esgoto a céu aberto em seu 

entorno –, se tornou possível o estabelecimento e desenvolvimento de 

diversos vetores com impacto na saúde humana (Duarte et al., 2019; IBGE, 

2010; Viana & Ignotti, 2013). 

Do ponto de vista sanitário, a presença de vetores possivelmente 

transmissores de doenças nas áreas periurbanas pode ser um risco para a 

disseminação de microrganismos patogênicos, como protozoários, 

bactérias e vírus. Destes, podemos destacar os arbovírus, termo 

introduzido na década de 1940 e utilizado para denominar vírus 

transmitidos por artrópodes (arthropod-borne viruses) para humanos e 

outros animais. São conhecidas cerca de 545 espécies de arbovírus, das 

quais 150 são patógenos humanos. No Brasil, 37 espécies de arbovírus 

são popularmente conhecidas, dentre elas: o vírus da dengue (DENV), da 

encefalite de Saint Louis (SLEV), o vírus Rocio (ROCV), do oeste do Nilo 

(WNV), Oropouche (OROV), lhéus (ILHV), Mayaro (MAYV), Bussuquara 

(BUSV) e Iguape (IGUV) (Lopes et al., 2014; Pinheiro et al., 1996; WHO, 

1985). 
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Em uma estudo de custos levantado por Teich e colaboradores 

(2017), estima-se que o manejo total de arboviroses tenha impactado em 

cerca de R$ 2,6 bilhões para o país no ano de 2016. Este valor incluiu 

medidas de manejo do vetor, com um investimento entre 1,4 e 1,5 bilhão de 

reais. Destes, cerca de 78,6 milhões de reais foram investidos somente na 

aquisição de inseticidas e larvicidas pelo governo federal. Além disso, o 

custo total levou em consideração custos médicos diretos – que 

envolveram condutas de manejos ambulatoriais e hospitalares – e indiretos 

– relacionados ao afastamento laboral –, os quais alcançaram um custo 

cerca de 374 milhões e 431 milhões, respectivamente. Naquele ano, Minas 

Gerais, São Paulo, Bahia e Rio de Janeiro foram os estados brasileiros com 

maiores gastos relacionados à estas doenças. 

Embora o combate aos vetores seja o foco das instituições de saúde 

nos dias atuais, dados apontam evidências da presença do mosquito 

Aedes aegypti, conhecido vetor do YFV, DENV, ZIKV e chikungunya 

(CHKV), no Brasil desde o século XVII. A primeira epidemia de febre 

amarela relatada ocorreu em Recife (PE), no ano de 1685, sendo relatada 

no ano seguinte na cidade de Salvador (BA). Além disso, foram relatados 

episódios de doenças com sintomas semelhantes à dengue nos estados 

de São Paulo e do Rio de Janeiro no ano de 1846, indicando o início de 

uma expansão do vetor pelo território brasileiro. O combate dos vetores no 

país, em especial em espécies do gênero Aedes, incitou também grandes 

campanhas de Oswaldo Cruz desde o início do século XX e reflete até os 

dias de hoje como um dos grandes desafios da saúde pública brasileira 

(Catão, 2012; Franco, 1969). 

 
1.3 Características gerais das arboviroses 

 
 

A atual emergência mundial de arboviroses é resultado da 

introdução antrópica de artrópodes infectados e de sua preferência 

alimentar, além de uma dispersão natural ocorrida devido aos movimentos 

migratórios de aves. Com o auxílio do aumento populacional e 
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urbanização, estes vírus foram transmitidos de seus hospedeiros silváticos 

para o ser humano, permitindo em muitos casos uma transmissão sem a 

necessidade de um reservatório natural nas matas. Além disso, a 

adaptação de diversos arbovírus em vetores comuns, como no caso do 

gênero Aedes, pode elicitar padrões ecológicos, epidemiológicos e 

evolutivos semelhantes destes microrganismos (Gould, 2018). 

A manutenção destes microrganismos no ecossistema ocorre pela 

infecção de mamíferos hospedeiros por meio da picada de artrópodes 

hematófagos, como mosquitos, carrapatos e flebotomíneos, permitindo a 

replicação e viremia. Nesse caso, a retransmissão do vírus a outros 

mamíferos pode ocorrer pela ingestão de sangue infectado e subsequente 

multiplicação no aparelho bucal e reprodutivo dos artrópodes (WHO, 1985). 

As infecções por arbovírus são assintomáticas na maioria dos 

casos, ou passam apenas por um período de sintomas inespecíficos, 

dificultando o diagnóstico de um arbovírus conhecido. Nos primeiros 

estágios, a doença pode se apresentar por picos febris e sintomas 

gastrointestinais e respiratórios. Apesar da inespecificidade de sintomas, 

as arboviroses evoluem para quadros clínicos distintos, desde doenças do 

sistema nervoso central até febres hemorrágicas (Lopes et al., 2014; Young, 

2018). As doenças relacionadas aos arbovírus estão representadas no 

quadro a seguir. 
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Os arbovírus relacionados a doenças emergentes no Brasil estão 

incluídos em três principais famílias: Togaviridae, Flaviviridae e 

Bunyaviridae (Quadro 1). 

 
 

 
Os arbovírus da família Togaviridae estão inseridos principalmente 

em um único gênero: Alphavirus. São vírus envelopados, icosaédricos, de 

RNA fita simples polaridade positiva (ss+) com aproximadamente 11 kb 

(Figura 1). Os principais representantes desta família e gênero são o 

MAYV, CHIKV, vírus da encefalite equina do Leste (EEEV) (Lopes et al., 

2014). 
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A família Bunyaviridae é constituída por diversos gêneros capazes 

de infectar animais e plantas. Estes vírus são envelopados, circulares e 

possuem RNA fita simples polaridade negativa (ss-) (Figura 1). Podemos 

destacar o OROV, pertencente ao gênero Orthobunyavirus e segundo 

arbovírus mais frequente causador de quadros febris no país (Rodrigues et 

al., 2011; Young, 2018). 

A família Flaviviridae pode ser considerada a mais importante 

representante por agrupar grande parte dos arbovírus de relevância clínica. 

São vírus envelopados, icosaédricos, RNA genômico fita simples 

polaridade positiva (ss+) (Figura 1). Esta família é composta por três 

gêneros principais: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Cerca de 39 

espécies de arbovírus estão incluídas no gênero Flavivirus, dentre elas 

DENV e seus sorotipos, ZIKV, WNV, YFV, ROCV e SLEV. 

 

 

 
Figura 1. Principais famílias e gêneros representantes dos arbovírus. 

ss-RNA – RNA fita simples negativa; ss+RNA – RNA fita simples positiva 

(adaptado de Young,  2018). 
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Os flavivírus possuem um tamanho genômico de aproximadamente 

11 kb e sua partícula mede em média 40 a 60 nm de diâmetro. Seu 

capsídeo proteico é envolvido por um envelope lipoproteico com espículas 

glicoproteicas. Todos são similares em sua estrutura e organização 

genômica. Possuem uma fase de leitura aberta (ORF – do inglês open 

reading frame) flanqueada por uma região cap-5’-terminal não codificante e 

uma região 3’-terminal não codificante, que formam uma estrutura do tipo 

“stem-loop” essencial para a replicação e transcrição. Essa estrutura 

expressa uma polipeptídeo precursor de aproximadamente 3500 

aminoácidos, clivado posteriormente em dez peptídeos, sendo eles: três 

proteínas estruturais – do capsídeo, do precursor de membrana (prM), e 

das glicoproteínas do envelope (E) – e sete não estruturais – NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 – essenciais para o ciclo viral (Figura 2). 

O precursor de membrana é posteriormente clivado por uma protease 

furina permitindo a maturação da partícula infectiva (Campos et al., 2018; 

Lidenbach & Rice, 2003; Young, 2018). 

 

 
 
 

 

Figura 2. Organização genômica dos flavivírus e suas proteínas 

estruturais e não estruturais resultantes (adaptado de Campos et al., 

2018). O ciclo infectivo dos flavivírus nas células hospedeiras envolve 

quatro principais etapas: (I) adesão e endocitose da partícula viral, (II) 

liberação do nucleocapsídeo no citosol, (III) replicação, tradução e 

processamento do genoma e (IV) montagem e maturação e liberação de 



 

 
 

18 
 

 

novos vírions, representadas na Figura 3. 

 

A etapa de adesão inicia a partir da ligação das partículas virais, 

opsonizadas ou não, a receptores de membrana. Esta ligação medeia 

sinalizações secundárias que engolfam o flavivírus em um endossomo, cuja 

acidificação desencadeia a reorientação dos dímeros de glicoproteína E de 

maneira a fundir as membranas do endossomo e do vírion, ocasionando a 

inserção do nucleocapsídeo no citosol. O material genético é então liberado, 

replicado e traduzido. Novos nucleocapsídeos são então formados, e a 

montagem ocorre a partir da ligação e brotamento pelo lúmen do retículo 

endoplasmático. Os vírus imaturos seguem pelo aparato de Golgi, cuja 

acidificação durante a trajetória estimula sua maturação. A liberação de 

novos vírions ocorre após a clivagem do prM por proteases do tipo furina 

nas porções pr e M, que continuam ligados à membrana juntamente com a 

glicoproteína E nos heterodímeros M2E2. A etapa de adesão inicia a partir 

da ligação das partículas virais, opsonizadas ou não, a receptores de 

membrana. Esta ligação medeia sinalizações secundárias que engolfam o 

flavivírus em um endossomo, cuja acidificação desencadeia a reorientação 

dos dímeros de glicoproteína E de maneira a fundir as membranas do 

endossomo e do vírion, ocasionando a inserção do nucleocapsídeo no 

citosol. O material genético é então liberado, replicado e traduzido. Novos 

nucleocapsídeos são então formados, e a montagem ocorre a partir da 

ligação e brotamento pelo lúmen do retículo endoplasmático. Os vírus 

imaturos seguem pelo aparato de Golgi, cuja acidificação durante a 

trajetória estimula sua maturação. A liberação de novos vírions ocorre após 

a clivagem do prM por proteases do tipo furina nas porções pr e M, que 

continuam ligados à membrana juntamente com a glicoproteína E nos 

heterodímeros M2E2. Isso previne a ligação da partícula imatura à 

membrana da célula hospedeira. Após a liberação do vírus, a superfície se 

torna lisa conforme a porção pr se dissocia, permitindo a formação de um 

vírus maduro (Campos et al., 2018). 
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Figura 3. Ciclo infectivo dos flavivírus. (I) adesão e endocitose da 

partícula viral por receptores de membrana, (II) liberação do 

nucleocapsídeo no citosol, (III) replicação, tradução e processamento do 

genoma e formação dos novos nucleocapsídeos e (IV) montagem e 

maturação e liberação de novos vírions (adaptado de Campos et al., 2018). 

 

Naturalmente, estas infecções incitam respostas pelo sistema 

imunológico hospedeiro de modo a iniciar a remoção destes agentes. As 

arboviroses mobilizam ambos linfócitos T CD4+ e CD8+, além de estimular 

citocinas e a produção de anticorpos neutralizantes. Entretanto, de acordo 

com Campos e colaboradores (2018), a resposta à alta similaridade dos 

flavivírus pode atuar como uma “faca de dois gumes” na produção de 

anticorpos, de modo que estes podem agir de forma a proteger ou 
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exacerbar infecções secundárias em uma reação cruzada. Estes dados 

também sugerem que a reação imunológica depende da sequência de 

infeções primárias e seguintes e dos tipos virais que acometeram o 

hospedeiro. 

Até o momento, não existe tratamento com antivirais específicos para 

as arboviroses, sendo indicado o rápido diagnóstico para acompanhamento 

do quadro clínico do paciente. O tratamento sintomático é indicado, sendo 

preconizado o alto consumo de líquidos e a redução do quadro febril por 

antipiréticos. Todavia, tal conduta é capaz de encobrir a evolução da 

doença. Quadros hemorrágicos, encefalopatias e outras complicações 

devem ser assistidas por meio de medidas específicas. Além disso, a 

notificação destas doenças é de caráter compulsório (Lopes et al., 2014; 

WHO, 2009). 

Algumas vacinas já estão disponíveis para o acesso da população 

suscetível no Sistema Único de Saúde do Brasil, como é o caso da vacina 

para a febre amarela, e as medidas de combate aos vetores das doenças 

mais frequentes, como dengue, zika e chikungunha, são fortemente 

difundidas em campanhas por todo o país. Estas medidas incluem o uso 

de repelentes, inseticidas, limpeza e manutenção de focos de proliferação 

de mosquitos, e proteções em portas e janelas (Ministério da Saúde, 

2019). 

 
1.4 Vírus Rocio 

 
 

O vírus Rocio é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae, 

gênero Flavivirus. Bem como outros componentes do gênero, possui RNA 

polaridade positiva fita única. É um vírus endêmico brasileiro que ficou 

conhecido por um surto de encefalite na costa do estado de São Paulo 

durante a década de 1970. Segundo o catálogo de arboviroses do CDC 

(Centers for Disease Control) é uma doença de ordem e morte significante 

(de Souza Lopes et al., 1978). 

O Vale do Ribeira é uma região costeira do estado de São Paulo e 
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engloba cerca de vinte municípios (Figura 4). Os moradores estão em 

constante contato com o ambiente silvestre, sendo a região reconhecida 

1990 pela UNESCO como Patrimônio Mundial da Humanidade por 

apresentar o maior remanescente da Mata Atlântica. Em 1974, teve início 

da primeira epidemia de encefalite do país, onde, no ano seguinte, cerca 

de 460 casos e 61 óbitos foram reportados no segundo trimestre. Nos dois 

anos seguintes, cerca de mil casos foram diagnosticados. Ainda, alguns 

autores sugerem que os surtos tenham ocorrido durante o período de 1973 

a 1980, com aproximadamente mil casos da doença, ocasionando cerca de 

cem mortes e duzentos pacientes com sequelas (Ellwanger et al., 2017; 

Figueiredo, 2000; Iversson, 1980; Lopes et al., 1978). 

 
 

 

 
Figura 4. Região do Vale do Ribeira (SP) (adaptado de Iversson, 1980). 

 
 

Ao final do ano de 1975, um trabalhador do município de Iguape foi 

admitido no hospital municipal apresentando febre alta, confusão, cefaleia 

e fraqueza nos membros inferiores, entrando em estado de coma algumas 
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horas depois. Três dias após ser admitido e transferido para um centro de 

referência, o paciente evoluiu para óbito por insuficiência respiratória. O 

sistema nervoso central e as vísceras deste paciente foram coletados para 

o exame post-mortem. Um vírus distinto de outros flavivírus foi isolado da 

medula e do encéfalo deste paciente, não tendo sido identificado nas 

vísceras coletadas (SPH 34675). Tecidos de outros dezoito pacientes com 

casos de meningoencefalite que evoluíram a óbito também foram coletados 

para análise, juntamente com amostras de soro de pacientes fatais e não 

fatais. Todas as análises de tecidos eram sorologicamente similares ao 

vírus identificado anteriormente, entretanto, nenhum vírus foi isolado do 

soro de pacientes com sintomas agudos da doença. Outras cepas foram 

identificadas em camundongos sentinelas e em um tico-tico (Zonotrichia 

capensis) amostrados da região, entretanto nenhum vetor foi identificado 

até o momento (Lopes et al., 1978). 

A primeira caracterização do vírus foi realizada pelos testes de 

inibição da hemaglutinação (HI) e fixação do complemento (CF), em 

comparação com outros arbovírus já conhecidos na região. As amostras 

demonstraram reação cruzada com outros flavivírus, como SLEV, JEV e 

MVEV, e em menor força com ILHV, BSQV e YFV, sugerindo seu 

pertencimento a este táxon. O vírus Rocio foi nomeado em homenagem ao 

bairro do município de Iguape onde o paciente residia, sendo identificado 

em 1978 como a segunda arbovirose mais importante, abaixo somente da 

febre amarela silvestre. Além disso, foi reconhecido como o único flavivírus 

causador de encefalite na América do Sul na época (Lopes et al., 1978). 

Estudos mais tardios sugerem que o vírus seja transmitido por 

mosquitos hematófagos das espécies Psorophora ferox e Aedes 

scapularis. Ainda, alguns autores especulam sobre suscetibilidade de 

mosquitos do gênero Culex a este vírus. Estes artrópodes são conhecidos 

por ocorrerem na região do surto e outras regiões do país, como os estados 

de Goiás e do Rio Grande do Sul, tornando estes estados suscetíveis a 

novos casos. Nenhuma evidência sugere que ocorra transmissão 

interpessoal, visto que nas residências habitadas por pacientes afetados 
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pela encefalite, cerca de 75% dos acometidos residiam em moradias 

diferentes. Este é um dado importante, sugerindo que o vírus seja incapaz 

de manter ciclos longos de epidemia (Lopes et al., 1978; Lopes et al., 1981; 

Mitchell et al., 1986). 

Os sintomas desta arbovirose incluem: distensão abdominal, 

cefaleia, febre, complicações respiratórias, mal-estar, retenção urinária, 

vômito, letargia, hiperemia da orofaringe e conjuntiva e sintomas 

neurológicos relacionados à encefalite, como cegueira, confusão, 

convulsões, surdez, disartria, meningite e anormalidades motoras e 

reflexas. Cerca de 20% dos acometidos pela doença nos anos 1970 

desenvolveram sequelas, tais como distúrbios visuais, auditivos e 

olfatórios, estrabismo, disfagia, disartria, distúrbios de memória, 

motricidade e equilíbrio, parestesia e incontinência de esfíncter. A maioria 

dos casos afetados foram reportados em homens jovens com atividades 

rurais e crianças, com mortalidade de aproximadamente 13%. Por se tratar 

de um vírus neurotrópico, a característica das lesões são de infiltrados de 

células microgliais, necrose focal e neurodegeneração, principalmente na 

medula espinal, tronco cerebral, núcleo dentado, tálamo e hipotálamo. 

Ainda, estudos em camundongos sugerem um acometimento no 

miocárdico e pâncreas durante a infecção (CDC,1984; Ellwanger et al., 

2017; Harisson et al, 1989; Romano-Lieber & Iversson, 2000). 

Em estudo desenvolvido por de Barros e colaboradores (2011), após 

a inoculação do vírus em camundongos, observou-se sua letalidade após 

atravessar a barreira hematoencefálica em menos de 24h. Os animais 

desenvolveram meningoencefalomielite fatal de 4 a 9 dias. Além disso, 

sugere-se o envolvimento de diversas células inflamatórias, linfócitos-NK e 

T CD8+, juntamente com diversas citocinas, como interferon gama e IL 4 e 

10, que desempenham um papel de homeostase inflamatória. Os 

resultados também demonstraram severa lesão tecidual, degeneração e 

morte neuronal, principalmente no hipocampo e no giro dentado. 

Embora o surto tenha sido limitado à região do Vale do Ribeira, 

ainda houve a detecção de anticorpos contra o ROCV. Tavares-neto e 
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colaboradores (1986) e Straatmann e colegas (1997), observaram 

anticorpos para o vírus em moradores da Bahia. Alguns anos depois, foram 

detectados anticorpos em equinos dos estados do Mato Grosso do Sul, 

Paraíba, Rio de Janeiro e São Paulo, além de búfalos-d’água (Bubalus 

bubalis) no estado do Pará. Além disso, foram encontrados traços de 

genoma viral em mosquitos coletados na Floresta Nacional de Caxiuanã, no 

Pará, juntamente com a detecção de anticorpos em animais silvestres e 

anticorpos do tipo IgM na população humana da região. Apesar dos 

achados sugerirem a circulação do vírus pelo território brasileiro após o 

surto na baixada paulista, as reações cruzadas devido à alta similaridade 

de antígenos dos flavivírus, em especial do ILHV, não podem ser 

descartadas. Isto demonstra a necessidade de uma detecção acurada para 

as particularidades das arboviroses que podem levar a diagnósticos 

precipitados (Casseb et al., 2014; Silva et al., 2014; Silva, 2018). 

A reação cruzada entre outros arbovírus também pode ser 

observada com o vírus Rocio. Amarilla e colegas (2018) demonstraram 

uma proteção cruzada contra o ROCV em camundongos imunizados por 

infecções prévias por ILHV e SLEV. Os animais imunizados somente com 

uma infecção prévia pelo vírus Ilhéus demonstraram proteção completa a 

uma dose letal de vírus Rocio. No caso do SLEV, houve uma redução da 

mortalidade. Entretanto, outros arbovírus (DENV 1-4, BSQV, CPCV e ZIKV) 

não demonstraram proteção ou aumento da infecção. Em contrapartida, a 

exposição ao ROCV após uma infecção por YFV resultou em um aumento 

significante da mortalidade. 

O aprimoramento dependente de anticorpo (ADE – do inglês 

antibody-dependent enhancement) do ROCV também foi demonstrado em 

estudo desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2019). Enquanto as 

amostras de soro positivas para ZIKV demonstraram atividade 

neutralizante para Rocio, amostras de soro contendo anticorpos anti-DENV 

IgG e infecção ativa por ZIKV demonstraram aumento de infecção em 

linhagem celular. Estas reações cruzadas podem ocorrer devido à alta 

similaridade antigênica entre as sequências de aminoácidos da proteína E 
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entre os flavivírus, resultando tanto em um fator protetor quanto em 

aumento de severidade em infecções posteriores (Amarilla et al., 2018; 

Campos et al., 2018). 

Na década de 1980, Lopes e colegas avaliaram a conversão 

sorológica após a produção de uma vacina combinada com ROCV e 

SLEV. Entretanto, a imunização não se mostrou efetiva, demonstrando 

uma taxa de conversão de cerca de 22%, com uma elevação significativa 

em 10% destes. 

 
1.4.1 Aspectos moleculares do vírus Rocio 

 
 

A caracterização do genoma completo do vírus Rocio foi publicada 

somente em 2007 por Medeiros e colaboradores. Neste estudo, o tamanho 

do genoma deste arbovírus foi determinado em 10.794 nucleotídeos, com 

uma ORF que compreende 10.275 nucleotídeos. 

Esta região codifica uma poliproteína de 3.425 aminoácidos, que, 

após processos de edição e clivagem, origina dez proteínas comuns dos 

flavivírus. Estas proteínas são divididas em dois grupos: proteínas 

estruturais (pré-membrana, envelope e capsídeo – prM, E e C) e não-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Estima-se que 

a variabilidade do tamanho genômico do vírus Rocio seja maior comparada 

ao DENV e seus subtipos e vírus transmitidos por carrapatos, do que aos 

demais membros do grupo (JEV, WNV, SLEV e ILHV). É proposto que a 

diferença no tamanho do genoma dos flavivírus seja devido a uma maior 

heterogeneidade na região não codificante 3’-NCR, entretanto, esta 

variabilidade também pode ser encontrada nas regiões codificantes. 

(Medeiros et al., 2007). 

Os sítios de glicosilação são fundamentais para garantir 

estabilidade, solubilidade e correta conformação de proteínas. No tipo N de 

glicosilação, uma glicana é ligada a proteína pela asparagina, quando existe 

uma sequência Ans-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoácido 

exceto prolina. De acordo com o estudo, estima-se a presença de dois 
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potenciais sítios de N-glicosilação nos genes prM, um sítio nos genes E e 

quatro nos genes NS1. Estes sítios foram encontrados somente nos 

domínios hidrofílicos e possuem função desconhecida, sendo que alguns 

estudos sugerem sua importância durante o ciclo infectivo de outros vírus. 

Além disso, foram encontrados 6, 12 e 12 resíduos de cisteína nestes 

genes, respectivamente, podendo indicar similaridade com outras cepas de 

vírus da mesma família (Beasley et al., 2005; Li et al., 2006; Medeiros et al., 

2007; York et al., 2018). 

O ROCV apresenta diversos peptídeos conservados entre os 

flavivírus. Alguns deles são compartilhados pela grande maioria dos 

arbovírus, sendo apenas um aminoácido a ser substituído quando 

comparamos as doenças transmitidas por mosquitos e as relacionadas as 

carrapatos (Medeiros et al., 2007). 

Em relação à ORF de outros flavivírus, o ROCV apresenta maior 

identidade com o ILHV (77,5%) e, em menor grau, a outros membros do 

grupo JEV (SLEV, WNV, MVEV e JEV). Grande parte dos estudos de 

análise filogenética relaciona o vírus Rocio a membros deste grupo, em 

especial ao vírus Ilhéus, podendo ainda ser associado aos subclados 

relacionados aos vírus causadores de encefalites e dos vírus transmitidos 

pelo gênero Culex, mas ainda assim sendo distinto. Atualmente, de acordo 

com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (do inglês International 

Committee on Taxonomy of Viruses – ICTV), o vírus Rocio está agrupado 

dentro do complexo Ntaya vírus, juntamente com o vírus Ilhéus (Fig. 5) 

(Medeiros et al., 2007; Gould et al., 2017; Simmonds, 2017; Kuno et al., 

1998). 
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Figura 5. Filogenia dos arbovírus (adaptado de Medeiros et al., 2007). 
 

O genoma dos flavivírus é conhecido por possuir sequências 

complementares nos terminais do RNA que permitem sua associação 

resultando em uma ciclização da molécula, sendo essencial para a 

amplificação do material genético. Medeiros e colegas (2007) 

demonstraram que o ROCV possui um padrão similar a outros flavivírus. A 

presença de um pentanucleotídeo CACAG na estrutura de grampo de 

cabelo próxima a sequência 3’- terminal é de extrema importância para a 

replicação dos flavivírus, entretanto, a principal diferença se encontra 

principalmente na organização das sequências (CS3, RCS, CS2 e CS1) 

presente em outros arranjos em diferentes vírus. A formação destas 

estruturas secundárias na fita de RNA permite uma maior estabilidade com 

níveis diferentes de enovelamento (Villordo & Gamarnik, 2009). 

Em 2017, Setoh e colaboradores realizaram uma nova análise do 
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genoma do ROCV, sugerindo algumas modificações da sequência 

protótipo. Dentre estas modificações, incluem-se a mudança de trinta 

nucleotídeos resultando em 14 mudanças de aminoácidos, encontradas 

nos genes prM, E, NS3 e NS5. Este genoma atualizado demonstrou maior 

similaridade a outros flavivírus neurovirulentos. 

A utilização de técnicas para apurar as características do genoma 

destes micro-organismos emergentes e a predição de suas estruturas 

permitem uma maior acurácia e rapidez diagnóstica, juntamente de uma 

maior eficácia no tratamento destas infecções. 

 
1.5 Reposicionamento de fármacos – uma estratégia racional para o 

tratamento de infecções emergentes 

 
Desde o descobrimento da penicilina no século passado, a busca 

pela prevenção e tratamento de doenças infecciosas se tornou foco 

principal da saúde pública global. O aumento nos últimos anos de micro-

organismos resistentes está sendo reportado de maneira alarmante. Em 

contrapartida, o desenvolvimento de medicamentos e vacinas capazes de 

manejar tais afecções é dispendioso e vagaroso, tanto no âmbito da 

pesquisa básica até o desenvolvimento pela indústria farmacêutica. Além 

disso, as alternativas para a descoberta de moléculas antimicrobianas está 

se tornando cada vez mais escassa (Hughes & Karlen, 2014; Basseti et al., 

2017). 

Tratando-se de doenças infecciosas potencialmente emergentes, se 

torna essencial a busca por alternativas que auxiliem de maneira rápida e 

eficaz no tratamento e que não tenham grandes custos para a saúde 

pública. Deste modo, o reposicionamento de fármacos pode ser uma 

estratégia interessante, pois permite o reaproveitamento de drogas já 

aprovadas pelas instituições para testes em modelos in silico, in vitro, in 

vivo e em estudos clínicos para diferentes alvos para as quais foram 

projetadas. Este é um fator importante, visto que dois terços das drogas 

em investigação não passam pela aprovação por estudos clínicos, seja 
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pela toxicidade ou falta de eficácia (Farha & Brown, 2018; Petrova, 2014; 

Zheng et al., 2018). 

Interessantemente, em análise conduzida por Zheng e 

colaboradores (2018), de aproximadamente 1500 fármacos aprovados pelo 

Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, cerca de 20% 

possuem potencial anti-infectivo, com maior atenção para as atividades 

antibacterianas e antivirais. Para isso, a triagem virtual e a interação destas 

moléculas com proteínas são estratégias essenciais na busca por possíveis 

alvos e drogas a serem reaproveitadas. Em estudo, Kharkar e 

colaboradores (2016) demonstraram o reposicionamento de fármacos 

aprovados e existentes com potenciais atividades anti-Ebola. Dentre estes 

fármacos estão antihipertensivos, antibióticos, antivirais e anti-

inflamatórios. Após a triagem virtual, testes in vitro e in vivo são 

indispensáveis, como no caso da clorciclizina, um antihistamínico que foi 

avaliado para o tratamento da hepatite C crônica por um estudo clínico que 

permitirá o melhoramento desta droga para uma maior segurança e 

estabilidade (Koh et al., 2019). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
 

Levando em consideração: 

(i) a forte presença de fatores fundamentais para a emergência e re-

emergência de infecções relacionadas a arbovírus no Brasil; 

(ii) a necessidade de implementação de medidas de prevenção, 

tratamento e controle para estas arboviroses; 

(iii) os indícios da circulação do vírus Rocio pelo território brasileiro e sua 

relevância dentro de um contexto de saúde pública; 

Se torna necessária a investigação das estruturas virais do vírus Rocio, de 

modo a sugerir seu papel de envolvimento no ciclo replicativo e a auxiliar na 

elaboração de tratamentos seguros e efetivos. 
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3. OBJETIVOS 

 

O presente estudo possui como objetivo geral realizar, a partir de análise 

computacional, o reposicionamento de fármacos para o combate das 

infecções relacionadas ao vírus Rocio, de modo a: 

a. elucidar a estrutura das proteínas estruturais e não estruturais do vírus Rocio; 

b. determinar o(s) possível(is) alvo(s) molecular(es) e analisar virtualmente 

a interação de fármacos já disponíveis nas bases de dados integrando o 

mercado e o Sistema Único de Saúde brasileiro; 

c. identificar os possíveis candidatos frente ao tratamento deste arbovírus. 
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Abstract  

 

 Arboviral diseases have high incidence in Brazil and constitute a serious public health problem. 

Rocio virus (ROCV) is an arbovirus belonging to the family Flaviviridae responsible for the emergence of 

an outbreak of encephalitis on the São Paulo state coast in the late 1970s. Although no recent case of this 

virus has been reported, data suggest the circulation of ROCV throughout the Brazilian territory. Given these 

indications and the strong presence of fundamental factors for the resurgence of emerging diseases in Brazil, 

this work aims to obtain, from virtual screenings, possible targets and therapeutic molecules redirected to 

fight infections related to ROCV. Here, we demonstrated that the National List of Essential Medicines of 

Brazilian Unified Health System (SUS) has several molecules that could be redirected to combat this 

flavivirus, as simeprevir, daclatasvir, iloprost, and itraconazole. Among them, itraconazole showed to be an 

interesting candidate since it interacts with both structural and non-structural proteins of this virus. 
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Highlights: 

 

• Rocio virus is a potentially reemergent infectious agent that causes encephalitis. 

• RENAME is a repository of freely available drugs in the Brazilian Health System. 

• Therapeutics available at RENAME have an optimistic perspective for repurposing. 

• Itraconazole interacts with ROCV non-structural proteins, especially NS1 and NS5. 

• Itraconazole could act as a replication inhibitor in ROCV infection. 
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1. Introduction 

 

 Arboviruses (arthropod-borne viruses) have become a global public health threat due to disordered 

urbanization, deforestation, garbage accumulation, and environmental changes [1]. Although dengue virus 

(DENV) is the most relevant arbovirus in Brazil, followed by yellow fever (YFV), zika (ZIKV), and 

chikungunya viruses (CHIKV), other pathogens have an emerging and reemerging epidemic potential, such 

as Ilheus virus (ILHV), Oropouche virus (OROV) and the Rocio virus (ROCV) [2]. 

 ROCV is a flavivirus that was known to be responsible for the appearance of an outbreak of 

encephalitis on the coast of Brazil in the mid-1970s. It was recognized as the only encephalitis-causing 

flavivirus in South America in the 1970s and the second most important arbovirus at the time, second only to 

wild yellow fever. Its name was based in Iguape county’s district in which it was first discovered in the 

Ribeira Valley, São Paulo [3,4]. Some authors suggest that the outbreaks occurred during the period from 

1973 to 1980, with approximately one thousand cases of the disease, causing about one hundred deaths and 

two hundred patients with sequelae of the disease [4, 5, 6, 7,]. Symptoms of this arbovirosis include non-

specific signs, such as bloating, headache, fever, respiratory complications, malaise, vomiting, lethargy, 

oropharyngeal and conjunctiva hyperemia, and neurological symptoms related to encephalitis, such as 

blindness, confusion, seizures, deafness, dysarthria, meningitis, and motor and reflex abnormalities. About 

20% of those affected by the disease developed sequelae, such as senses dysfunctions, dysphagia, dysarthria, 

memory, motor and balance disorders, and paresthesia [5, 8]. 

 The molecular characterization of the ROCV indicates that its genome is ~ 10.8Kb in size, with an 

ORF comprising 10275 nucleotides. This region encodes a 3425 amino acid polyprotein, which, after editing 

and cleavage processes, gives rise to ten common flavivirus proteins. These proteins are divided into two 

groups: structural proteins (pre-membrane, envelope, and capsid - prM, E, and C) and non-structural (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5). Regarding the ORF of other flaviviruses, ROCV has a greater 

identity with ILHV (77.5%) and, to a lesser extent, with other members of the Japanese encephalitis virus 

group (SLEV, WNV, MVEV, and JEV) [9]. 

 Vector studies suggest that the virus is transmitted by blood-sucking mosquitoes of the species 

Psorophora ferox and Aedes scapularis. Still, some authors speculate about the susceptibility of mosquitoes 

of the genus Culex to this virus. These arthropods are known to inhabit the outbreak region and other regions 

Brazil, such as the states of Goiás and Rio Grande do Sul, making these states susceptible to new cases. 

There is no evidence to suggest that interpersonal transmission occurs, since approximately 75% of those 

patients affected by encephalitis lived in different households. This is an important finding, suggesting that 

the virus may be unable to sustain long epidemic cycles [4, 10, 11].  Although this epidemic has been limited 

to the Vale do Ribeira region, studies suggest the circulation of the virus throughout the country. Saivish and 

colleagues [12] detected viral ROCV RNA in 2 of 121 patients with a negative dengue diagnosis from a 

fever outbreak between 2011 and 2013. Therefore, it is estimated that many of the cases are underreported, 

given their similarity with other arboviruses, reinforcing the need to search for accurate diagnoses [13, 14, 

15].  
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  At the moment, there is no specific antiviral treatment for arboviruses, and a rapid diagnosis is 

recommended to monitor the patient's clinical condition. Symptomatic treatment is indicated, with high 

consumption of fluids and a reduction in febrile symptoms by antipyretics. However, self-medication could 

cover the evolution of the disease. Hemorrhagic conditions, encephalopathies and other complications must 

be assisted by specific conducts [16]. 

 While considering potentially (re)emerging infectious diseases, it is essential to search for 

alternatives that may aid quickly and effectively in the treatment and do not have significant public health 

costs. Thus, the repurposing of drugs can be an attractive strategy, as it allows the reuse of drugs already 

approved by institutions for testing in silico/vitro/vivo models and in clinical studies for different targets for 

which they were designed. This repositioning is a relevant factor since two-thirds of the drugs under 

investigation do not pass approval by clinical studies, either due to toxicity or lack of effectiveness [17, 18, 

19]. 

 Bearing in mind the strong presence of fundamental factors for the emergence and re-emergence of 

infections related to arboviruses in Brazil, and the need to implement prevention, treatment, and control 

practices for those pathogens, we investigated the repurposing of drugs to fight infections related to ROCV, 

based on computational elucidation of its proteins. 
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2. Material and Methods 

2.1 Obtaining the genomic sequence 

 The genomic sequence of the Rocio virus was obtained from the NCBI Viral Genomes Resource 

[20], under access code NC_040776.1 [21]. The coding regions were identified based on the most recent 

annotation of the genome and their virtual translation was used to obtain three-dimensional structures for all 

viral proteins. 

 

2.2. Protein structure prediction 

 Possible template structures were identified by similarity of amino acid sequence by BLAST search 

[22] in the RCSB Protein Data Bank [23] with structural modeling of proteins being performed using the I-

TASSER pipeline [24]. The C-Score and the TM-Score were analyzed to assess the confidence value, 

quality, and similarity of models. Still, the generated models were validated for permitted distribution of 

residues by Ramachandran plot. Additional model evaluation was performed with SwissModel tools [25].   

 

2.3 Potential targets selection and drug virtual screening 

 Proteins with the potential for "druggability", i.e. to be inhibited to the point of weakening or 

hampering the viral cycle, were selected based on the literature available for taxonomically close viruses, 

while the identity degree between viral and human proteins was considered for potential off-target effects. 

The identification of inhibitor candidates for the target proteins was performed by virtual screening [26, 27], 

using the ZINC database of molecular structures [28] and the molecular docking server DockThor [29]. The 

selected subset contained only molecules approved by the Food and Drug Administration (FDA) and 

consisted of 1657 molecules, being additionally filtered only for drugs available in the National List of 

Essential Medicines (RENAME) of Brazilian Unified Health System (SUS), one of the widest public health 

care systems in the world [30]. DockThor dedicated virtual screening tools were employed for the docking 

calculations. Each previously modeled structure was paired with the selected subset, using standard 

parameters for the primary blind virtual screening. For proteins with more than one domain, docking was 

performed for separate domains and complete structures.  

 Each protein's top 50 results were evaluated and explored according to their presence at RENAME. 

We subsequently analyzed the best score results according to their frequency and pharmacological 

characteristics. A refined docking was performed using proteins that demonstrated interaction with the sorted 

molecules, using the following parameters: grid box edges measuring 8Å x 18Å x 15Å, with a discretization 

of 0.25Å, standard search algorithm, with resulting conformers being clustered at 2Å of RMSD. Drug-target 

interactions were inspected via PLIP [31] and LigPlot+ [32]. All visualizations and molecular manipulations 

were performed with UCSF Chimera [33]. 
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3. Results and discussion 

 

3.1 ROCV structural and non-structural proteins modeling 

 Like other flaviviruses, genomic polyprotein results in mature proteins after specific enzymatic 

cleavages in the host cell's endoplasmic reticulum (ER) [34]. Based on the ROCV polyprotein amino acid 

sequence, which contains 3425 residues and 16 coding regions, we obtained 11 prototypes representing 

structural and non-structural proteins of the virus. Still, the individualized domains belonging to three of 

these proteins (protein E of the envelope, NS3, and NS5) were elucidated separately (Box A.1). The 

modeling results are described in Table 1 and were used to perform the virtual screening.   

  Figure 1. Schematic representation of ROCV proteins. The genome polyprotein is cleaved 

after translation into two types of proteins: structural proteins (A), present in the viral particle and 

responsible for viral assembly, evasion, and invasion; and non-structural proteins (B), present 

mainly in the endoplasmic reticulum (ER) and needed for the production of new virions. 
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 There are three structural proteins: capsid protein (C), envelope protein (E), and membrane protein 

(M), which is cleaved from the PrM propeptide after its translation (Fig 1.A). These proteins have a binding 

function to the host cell, inducing the viral genome penetration into the cytoplasm after its partial fusion, as 

well as assisting in the assembly, budding, and maturation of the new viral particles. Non-structural proteins 

(NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, and NS5) are present mainly in the ER and play the central role in viral 

replication (Fig 1.B) [35]. 

 The amino acid sequence comparison was able to identify similar proteins in the PDB database and 

evaluate their similarity with other flaviviruses (data not shown). This step proved to be essential since the 

ROCV protein structures are not resolved and incorporated in any database. Only three proteins had no 

matches in this search: non-structural protein 2A (NS2A) and non-structural proteins 4A and 4B 

(NS4A/NS4B), which could justify lower quality models compared to those that have at least partial direct 

templates. 
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 Table 1. Parameters from structural elucidation of ROCV proteins. 

 

Structure 

 

I-TASSER  Ramachandran Plot 

 
Size 

C-Score TM-Score  
Residues in 

most favoured 
regions 

Residues in 
additional 
allowed 
regions 

Residues in 
generously 

allowed regions 

Residues in 
disallowed 

regions 

Capsid protein C 113 -1.30 0.55 ± 0.15  76% 16.7% 5.2% 2.1% 
Polyprotein propeptide 56 0.55 0.79 ± 0.09  71% 24.6% 2.9% 1.4% 

Glycoprotein M 75 0.12 0.73 ± 0.11  78.5% 16.9% 1.5% 3.1% 
Envelope glycoprotein E – Central and 

Dimerization domains 
 

297 
1.25 0.89 ± 0.07  76.8% 18.8% 2.7% 1.5% 

Envelope glycoprotein E – Ig-Like domain 
III 

 
93 

1.20 0.88 ± 0.07  82.4% 14.9% 1.4% 1.4% 

Envelope glycoprotein E – Stem/anchor  
97 

0.88 0.83 ± 0.08  87.3% 7.6% 2.5% 2.5% 
Envelope glycoprotein E – Complete 

structure 
 

487 
2.00 0.99 ± 0.04  77.1% 19.5% 1.7% 1.7% 

NS1 355 1.76 0.96 ± 0.05  73.1% 23.1% 2.6% 1.3% 
NS2A 132 -2.93 0.38 ± 0.13  63.1% 24.6% 6.6% 5.7% 
NS2B 127 -3.55 0.32 ± 0.11  45.5% 42.7% 7.3% 4.5% 

NS3 – S7 domain 149 1.48 0.92 ± 0.06  79.1% 19.1% 0.9% 0.9% 
NS3 – DEAD domain 148 0.69 0.81 ± 0.09  77% 20.6% 0.8% 1.6% 

NS3 – Helicase domain 145 0.83 0.83 ± 0.08  81.3% 17.9% 0.8% - 
NS3 – Complete structure 442 0.81 0.82 ± 0.08  77.8% 20.3% 0.5% 1.4% 

NS4A 140 -2.43 0.43 ± 0.14  84.7% 10.5% 2.4% 2.4% 
NS4B 247 -3.20 0.36 ± 0.12  76.7% 15.7% 5.7% 1.9% 

NS5 – Fts-J like domain 168 1.27 0.89 ± 0.07  87% 10.1% 2.2% 0.7% 
NS5 – RNA polymerase domain 645 2.00 0.99 ± 0.03  83.7% 14.1% 0.9% 1.4% 

NS5 – Complete structure 813 2.00 0.99 ± 0.04  82% 15.3% 1.5% 1.1% 



 
 

42 
 

 

3.2 RENAME drugs have potential to become ROCV treatment precandidates 

 To investigate the ''druggability'' of selected targets, the subset covered only drugs deposited in the 

DrugBank approved by the FDA, containing 1657 molecules. This database was submitted to the DockThor 

platform along with the 19 previously modeled ROCV targets. During the blind virtual screening, 24 

molecules considered structurally invalid by the platform were excluded, resulting in 1633 submitted 

molecules. At the end of the docking, the 50 molecules with the best scores for each of the targets were 

selected for further analysis, totaling 950 molecules. 

 RENAME comprises an improved and published list to guarantee access and pharmaceutical care 

within the scope of SUS. It includes traditional medicines, specialized drugs, supplies, and vaccines. A 

manual filtering of 950 molecules was performed according to the 2020 version to select drugs available at 

RENAME. This selection included drugs present in this version, with or without combined use, and the 

version exclusions. Of these 950 molecules, about 19.4% were present, 3% of which were excluded from the 

current version. It must be taken into account that the molecules present in the list may or may not repeat in 

the same or different dockings. Also, the atracurium/cisatracurium molecules, which are not present in the 

list, were between the most prevalent and best-scored molecules on the list (Table A.1). 

 The target with the highest scores and an interesting number of ligands available at RENAME was 

NS5. This protein has 813 amino acids and is located mainly in the nucleus of the host cell. However, it can 

be found in the membrane of the endoplasmic reticulum and budding vesicles. It can form homodimers and 

has post-translational modifications by phosphorylation of serine residues, which stimulates nuclear 

localization. In addition, it interacts with the NS3 protease [35].  

 Furthermore, NS5 is the most conserved protein in the flavivirus genome and has the function of 

replicating the viral genome and ‘‘capping’’ of the genomes in the cytoplasm, methylating guanine N-7 and 

ribose 2’-O. Also, it inhibits phosphorylation of STAT2 and TYK2, preventing JAK-STAT signaling and 

antiviral action of the cell. Two NS5 protein domains are known: a methyltransferase domain (MTase) in the 

N-terminal region and an RNA-dependent RNA polymerase domain in the C-terminal. It is also estimated 

that NS5 has interferon blocking and cytokine production activities [36] 

 Considering the other molecular targets, we observed the highest scores on protein E of the 

envelope, followed by non-structural proteins NS1, NS4B, and C. The most frequent molecules among the 

best scores were the antifungal agents itraconazole and ketoconazole (present in 15 of the 19 targets), the 

antivirals simeprevir and daclatasvir, and the antihypertensive iloprost. Also, we can highlight the 

antiretrovirals saquinavir and lopinavir. 

 In order to select the best molecules and targets for repositioning, we sought to evaluate the best 

scores within the selected RENAME molecules, their frequency and absence at docking, together with their 

dosage, toxicity, and use properties. 

 Four molecules were selected (simeprevir, daclatasvir, iloprost, and itraconazole) to evaluate and 

screen on the DrugBank database considering the various factors as use, dosage, contraindications, and 

molecular aspects (Table 2). In view of these characteristics, only the itraconazole (ITC) and daclatasvir 
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(DAC) were selected for further analysis of specific docking at the active protein site. The NS4A and 

glycoprotein M proteins were excluded from the analyzes as they did not obtain results for these drugs. 

 Interestingly, Montes-Grajales and colleagues [37] performed an in silico identification of potential 

molecules for repositioning and use in the treatment of dengue, zika, and chikungunya. Five molecules, 

including pranlukast, nilotinib, conivaptan, ITC, and novobiocin, were selected for in vitro analysis. 

Although demonstrating good affinity in silico, this antifungal did not show significant antiviral activity in 

vitro. 

 Other authors report the antiviral activity of itraconazole, however, most of these activities are 

related to respiratory viruses, such as rhinovirus, influenza A, and more currently, the SARS-Cov-2 virus, 

highlighting that the antiviral activity of this antifungal agent should be investigated further for the treatment 

of the flaviviruses [43, 44, 45]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

44 
 

 

Table 2. Particular aspects of pre-selected molecules the virtual screening.

Drug  
Molecular weight 

(Da) 
Group Administration Indication Target Adverse effects 

Daclatasvir 

 

738.89 Antiviral Oral Hepatitis C NS5A 
Headache, fatigue, 

nausea, and diarrhea 

Iloprost 

 

360.49 Antihypertensive 
Inhaled 

Intravenous 

Pulmonary arterial 

hypertension 
Prostacyclin receptor 

Neuropathy, nausea, 

headache, leukopenia, 

and cardiac effects 

Itraconazole 

 

705.63 Antifungal 
Oral 

Intravenous 

Blastomycosis, 

histoplasmosis, 

aspergillosis, and 

onychomycosis 

Cytochrome P450  

14α-demethylase 

Thrombocytopenia, 

bronchospasm, nasal 

congestion, diarrhea, 

tachycardia, and 

hypotension 

Simeprevir 

 

749.94 Antiviral Oral Hepatitis C NS3/4A 
Headache, fatigue, 

nausea, and diarrhea 
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3.3 ITC interacts with multiple ROCV targets  

 From the selection of ITC and DAC, we carried out new directed dockings with the target 

proteins using more refined analysis parameters. The flowchart of the selection of candidate drugs 

is described in Figure 2. 

 DAC is an agent capable of preventing viral replication during hepatitis C virus (HCV) 

infection by binding to NS5 [38]. Since HCV is a flavivirus, we could expect some similar 

interaction from this drug to ROCV proteins. On the other hand, ITC is a large triazole antifungal 

that inhibits the ergosterol synthesis pathway and is indicated for treating fungal infections such as 

aspergillosis [39].  

 

 

 

Figure 2. Steps for the identification of drug repurposing candidates against ROCV 

proteins. 
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 Our further analyses demonstrated an improvement in interactions between ITC and the 

proteins C, propeptide, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4B, and N5A, as shown in Figure 3. 

However, this same improvement was not obtained when applying the new parameters for DAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Itraconazole interaction with ROCV proteins. (A) Capsid protein;               

(B) polyprotein propeptide; (C) envelope glycoprotein; (D) NS2A; (E) NS2B; (F) NS3; (G) NS4B 

and (H) NS5. 

 

 

 The NS1 protein showed to be an interesting target for this drug, since it was the best 

scored candidate. This 355 amino acid protein is located in the endoplasmic reticulum, being 

secreted N-glycosylated in homohexameric form, and interacts with E protein and NS4B.  Also, it 

interacts with host CFH complement protein leading to C3 degradation. It has three destinations 

after its cleavage: (i) replication cycle, where it is necessary for the formation of the replication 

complex and recruitment of other NS proteins in the ER membrane structures; (ii) plasma 

membrane; and (iii) extracellular compartment, being excreted in lipoparticles antagonizing 

complement function and aiding in the evasion of the immune system [35]. We highlight the ITC-

NS1 interaction in Figure 4. 
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Figure 4. Itraconazole-NS1 interaction. 

 

 Several authors suggest the importance of this protein in different arboviral infections, 

which indicates that this could be an interesting target for therapeutics [40, 41, 42]. As previously 

reported [37], ITC has a virtual interaction with arboviral proteins. However, since it demonstrated 

no viral inhibition in vitro for ZIKV and DENV, its potential for treating rare emergent flavivirus 

remains unknown. 

 Here, we investigated the interaction of the FDA-approved drugs available at the non-cost 

public health care system in Brazil with an emergent flavivirus. We suggested that itraconazole 

could be an exciting candidate for rapid drug repurposing in case of a (re)emergency of ROCV 

infections in Brazil. This molecule demonstrated interactions with most of its proteins, especially 

with NS1, which may be an interesting multitarget drug. 
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Appendices 

 

Box A.1. ROCV proteins and their protein family (Pfam) catalogue entry. 

 

 

 

 

 

Structural proteins 

  Capsid protein c (core protein) Flavivirus capsid protein C; pfam01003 

  Protein prM Flavivirus polyprotein propeptide; pfam01570 

  Small envelope protein M Flavivirus envelope glycoprotein M; cd17038 

  Envelope protein E 
Flavivirus glycoprotein, central and dimerization 

domains; pfam00869 

 
Immunoglobulin-like domain III (C-terminal 

domain) of Flavivirus envelope glycoprotein E; 

cd12149 
 Flavivirus envelope glycoprotein E, stem/anchor 

domain; TIGR04240 

   Non-structural proteins 

  Non-structural protein 1 (NS1) 
Flavivirus non-structural protein NS1; 

pfam00948 

  Non-structural protein 2A (NS2A) 
Flavivirus non-structural protein NS2A; 

pfam01005 

  Non-structural protein 2B (NS2B) 
Flavivirus non-structural proteinNS2B; 

pfam01002 

  Non-structural protein 3 (NS3) 
Peptidase S7, Flavivirus NS3 serine protease; 

pfam00949 
 Flavivirus DEAD domain; pfam07652 

 C-terminal helicase domain of viral helicase; 

cd18806 

  Non-structural protein 4A (NS4A) 
Flavivirus non-structural protein NS4A; 

pfam01350 

  Non-structural protein 4B (NS4B) 
Flavivirus non-structural protein NS4B; 

pfam01349 

  Non-structural protein 5 (NS5) Fts-J like methyltransferase; pfam01728 

 Flavivirus RNA-directed RNA polymerase; 

pfam00972 
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Table A.1 Docking results for selected drugs available at RENAME and ROCV proteins. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A estratégia de reposicionamento de fármacos se tornou uma aliada para a 

rápida triagem e direcionamento de moléculas já aprovadas para o tratamento 

doenças novas e reemergentes. Levando em consideração que cerca de dois 

terços dos fármacos em desenvolvimento não possuem eficácia comprovada e 

não têm um índice aceitável de toxicidade em testes clínicos, a perspectiva de 

tratamento para surtos de doenças negligenciadas se torna cada vez mais 

onerosa e prolongada para o desenvolvimento de novos candidatos (Farha & 

Brown, 2018; Petrova, 2014; Zheng et al., 2018). 

Tendo esta perspectiva para este estudo, investigamos os potenciais 

candidatos aprovados pelo FDA e presentes no RENAME para reposicionamento 

de fármacos em caso de uma re-emergência de infecções pelo vírus Rocio no 

Brasil, visto que dados sugerem a circulação do vírus pelo território brasileiro e os 

testes diagnósticos possuem baixa capacidade de identificação para arbovírus 

diferentes de DENV e CHIKV (Casseb et al., 2014; Silva et al., 2014; Silva, 2018). 

O ROCV é um vírus do gênero Flavivirus, +ssRNA capaz de produz uma 

poliproteína  precursora de  3425 aminoácidos que possui 16 regiões codificantes 

para suas treze proteínas estruturais e não-estruturais (Kuno & Chang, 2005). 

Devido sua caracterização molecular tardia e falta de interesse após a epidemia 

de encefalite dos anos 1970, as proteínas do ROCV não estão elucidadas e 

incorporadas nas bases de dados. Neste estudo, realizamos a modelagem 

molecular destas proteínas a fim de servirem como base para estudos de 

interação de moléculas aprovadas pelo FDA a partir da metodologia de 

atracamento molecular.  

Com o intuito de selecionar fármacos aprovados pelo FDA disponíveis na 

RENAME, foi realizada uma filtragem manual das 800 moléculas de acordo com a 

versão do ano de 2020 desta relação. Esta seleção incluiu drogas presentes 

nesta versão, com ou sem utilização combinada, levando em consideração as 

exclusões desta lista. Destas 800 moléculas, cerca de 21,7% estavam presentes 

na Relação, sendo 3% dessas moléculas drogas excluídas da versão atual. Cerca 

de 8% foram excluídas por serem moléculas sem identificação na base de dados. 

Ainda, a molécula do atracúrio, que não está presente na Relação, foi uma das 



 
 

60 
 

 

moléculas de maior prevalência na lista com presença nas primeiras posições 

(9%). Totalizando, cerca de 39% das moléculas selecionadas nas 50 primeiras 

posições foram catalogadas. Deve-se levar em conta que as moléculas presentes 

na lista podem ou não se repetir no mesmo ou em diferentes atracamentos. 

Visando selecionar as melhores moléculas e alvos para a continuidade do 

estudo, buscou-se avaliar os melhores scores dentro das moléculas selecionadas, 

sua frequência e ausência no atracamento, juntamente com suas propriedades de 

posologia, toxicidade e uso. 

As moléculas que apresentaram melhor score foram os antivirais 

daclatasvir (-10.103 para proteína E do envelope; -9.880 para proteína NS4B e 

9.823 para proteína C do capsídeo) e o simeprevir (9.926 para a RNA polimerase 

e -9.880 para a proteína NS1). Entretanto, esta segunda molécula foi excluída da 

versão atual do RENAME devido à descontinuidade do medicamento pela 

indústria farmacêutica. Ambas as moléculas são indicadas para o tratamento da 

hepatite C em uso combinado com outros medicamentos. 

Ainda, a molécula mais frequente nesta seleção foi o itraconazol, um 

antifúngico triazólico presente como ligante potencial de 12 das 16 proteínas, 

seguido por simeprevir (11/16), iloprost (9/16), daclatasvir (9/16), cetoconazol 

(8/16), saquinavir (8/16), lopinavir (8/16), permetrina (5/16) e tipranavir (2/16). 

Levando em consideração os alvos moleculares, os maiores scores foram 

observados na proteína E do envelope, seguido das proteínas não-estruturais 

NS1, NS4B, proteína C do capsídeo e RNA polimerase. 

Por fim, foram selecionadas quatro moléculas, sendo elas: simeprevir, 

daclatasvir, iloprost e itraconazol, para prosseguir com avaliação e triagem no 

DrugBank levando em conta os diversos aspectos para uso, posologia, 

contraindicações e aspectos moleculares. Interessantemente, Montes-Grajales e 

colegas (2020) realizaram uma identificação in silico de potenciais moléculas para 

reposicionamento e uso no tratamento de dengue, zika e chikungunya. Cinco 

moléculas, dentre elas pranlukast, nilotinib, conivaptan, itraconazol e novobiocina, 

foram selecionadas para análises in vitro. Embora demonstrando uma boa 

afinidade in silico, este antifúngio não demonstrou atividade antiviral significativa 

in vitro. 
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Tendo em vista estes aspectos, foram selecionados apenas as moléculas 

do itraconazol e do daclatasvir para análises posteriores de atracamento cego e 

localizado no sítio ativo das proteínas, exceto na proteína não-estrutural NS4A e 

glicoproteína M do envelope que não obtiveram resultados para estes fármacos. 

A partir das análises realizadas, observamos um melhoramento no 

atracamento do itraconazol junto às proteínas estudadas. Entretanto, este mesmo 

melhoramento não foi possível quando utilizada a molécula do daclatasvir. A partir 

deste resultado observamos que a proteína NS1 se revelou uma forte candidata 

como molécula-alvo do itraconazol, visto que, além do score interessante frente a 

atracamento molecular, possui papel essencial na replicação viral e atuação das 

outras proteínas. Este resultado se mostrou bastante interessante, visto que esta 

proteína está relacionada com o recrutamento de outras proteínas não-estruturais 

e desempenha papel importante no ciclo viral dos flavivírus. Alguns autores já 

demonstram esta molécula como um alvo em potencial para o tratamento da zika 

e dengue (Cavazzoni et al., 2020; Gonçalves et al., 2020). 

 Podemos apontar alguns pontos fortes e limitações em nosso estudo. 

Dentre os pontos fortes, destacamos o fato de que não existem estruturas 

moleculares das proteínas estruturais e não-estruturais do vírus Rocio disponíveis 

em bases de dados, nem estudos relacionando o reposicionamento de fármacos 

disponíveis no Sistema Único de Saúde para esta arbovirose. A fim de uma 

melhor segurança na predição deste candidato, estudos de dinâmica molecular e 

outras análises de interação são necessárias, juntamente com ensaios in vitro no 

redirecionamento desta molécula para tratamento desta e outras arboviroses. 
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6. APÊNDICES 
 

 
Proteínas estruturais e não-estruturais do vírus Rocio 
 

A poliproteína genômica resulta em proteínas maduras após clivagens 

enzimáticas específicas que ocorrem no retículo endoplasmático da célula 

hospedeira, dentre elas: a proteína C do capsídeo, a proteína prM, o peptídeo pr, 

as proteína M e E do envelope viral, as proteínas não estruturais NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5.  Essas proteínas possuem papéis estruturais e 

não-estruturais no ciclo viral e serão explicitadas a seguir (Medeiros et al., 2007). 

 

Proteína C do Capsídeo (core protein) 

 

 Esta proteína possui 113 aminoácidos e está presente em homodímeros 

possui função ligante à célula do hospedeiro e de montagem do RNA em um 

nucleocapsídeo que forma o core da partícula viral madura. Além disso, é capaz 

de induzir a penetração do genoma viral no citoplasma após sua fusão parcial 

com as proteínas de superfície, migrando para o núcleo de modo a modular 

funções celulares (The Uniprot Consortium, 2019). Ainda, podem interagir com 

EXOC1 (gene que regula o complexo de exocisto que possui efeito antiviral em 

flavivírus) e DICER para degradação. Seus domínios transmembrana contêm um 

sinal de retenção do retículo endoplasmático. 

Corroborando com resultados da literatura, foi encontrado percentual de 

identidade de 56% com a proteína do capsídeo do vírus Kujin e 50% de 

identidade com a proteína do capsídeo do vírus da encefalite japonesa (JEV). 

 

Proteína prM e peptídeo pr 

 

A proteína prM age como uma chaperona durante a montagem intracelular 

do vírion, bloqueando a ativação da proteína E do envelope pela formação de 

heterodímeros no retículo endoplasmático. Possui 81 aminoácidos e identidade 

de cerca de 65% com a cadeia D do peptídeo pr do WNV. 
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Ainda, possui modificação pós-traducional, quando uma furina cliva a 

proteína em duas porções: proteína M do envelope e no peptídeo pr. Esta 

clivagem pode ser incompleta em cerca de 30% das partículas virais, podendo ter 

uma função não esclarecida na evasão do sistema imunológico (The Uniprot 

Consortium, 2019). Já o peptídeo pr previne a fusão prematura das proteínas do 

envelope no aparato transgolgi ligando-se à proteína E do envelope e se 

dissociando de seus dímeros após a liberação do vírion. 

 

Proteína M do envelope (matrix protein) 

 

Possui identidade de cerca de 60% com outros flavivírus, como o ZIV e 

JEV. Sua estrutura contém 75 aminoácidos. Exerce efeitos citotóxicos devido a 

seu ectodomínio que estimula a apoptose mitocondrial. Ainda, possui função no 

brotamento viral e é suposto que possua atividades de viroporina. Esta proteína 

está presente na membrana do vírion e no retículo endoplasmático da célula 

hospedeira (The Uniprot Consortium, 2019). 

 

Proteína E do envelope 

 

Possui função de ligação aos receptores de superfície e de invasão celular 

pela fusão das membranas. Faz parte da membrana do vírion juntamente com a 

proteína prM. Além disso, possui função no brotamento de virions, onde as novas 

partículas possuem cerca de 60 heterodímeros de proteína prM e proteína E. A 

modificação do pH ao longo do aparato de Golgi ocasiona a dissociação da 

proteína prM e a formação de dímeros de proteína E. Além disso, possui sítio de 

N-glicosilação e interage com as proteína NS1 (The Uniprot Consortium, 2019). 

Os monômeros da proteína E dos membros da família Flaviviridae 

pertencem à classe de proteínas de fusão de classe II e são compostos por três 

domínios distintos (EDI, EDII e EDIII), sendo unidos na porção da membrana viral 

por meio de uma porção “âncora” (anchor domain). Estes monômeros são 

capazes de sofrer alterações conformacionais durante as fases do ciclo viral, em 

especial durante a fusão das membranas da célula hospedeira e da partícula viral, 
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onde ocorre a exposição da porção terminal do EDII altamente conservada, 

conhecida como fusion loop ou peptídeo de fusão (Zhang et al., 2017). 

 

• Domínios central e de dimerização (EDI e EDII) 

 

Contém 297 aminoácidos e possui cerca de 60% de identidade com 

proteínas dos WNV e JEV. Os domínios I e II são peptídeos descontínuos 

ligados por quatro peptídeos ligantes. O domínio EDI é conhecido por possuir 

função de antígeno não-neutralizante e estabilização da molécula, enquanto o 

domínio EDII envolve a interação entre a partícula viral e a célula infectada 

(Zhang et al., 2017). 

 

• Domínio immunoglobulin-like (EDIII) 

 

O domínio III possui um formato globular e está localizado na porção C-

terminal do monômero. Está acoplado às duas hélices “hastes” (stem) e às duas 

hélices transmembrana. Em geral nos flavivírus possui um formato de barril-β com 

seis fitas β antiparalelas. Ainda, possui epítopos com atividade importante contra 

anticorpos neutralizantes, o que o torna um alvo interessante no desenvolvimento 

de vacinas (Zhang et al., 2017). 

A sequência deste domínio presente no ROCV contém 93 aminoácidos e 

possui cerca de 60% de identidade com outras proteínas do envelope do vírus da 

encefalite japonesa e do vírus Usutu. 

 

• Domínio stem/anchor 

 

Esta região da proteína E do envelope dos flavivírus consiste em dois 

domínios catiônicos, hélice transmembrana e anfipáticos (TM1 e TM2). Enquanto 

a primeira porção age como uma proteína de parada de transferência, a segunda 

atua como uma sequência sinal interna que direciona a proteína não-estrutural 

NS1 (Zhang et al., 2017). 

Este domínio contém 97 aminoácidos e possui aproximadamente 70% de 

identidade com a proteína E do envelope do JEV. Ainda, possui identidade de 
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cerca de 38% com proteínas transmembrana do Homo sapiens. 

 

 Proteína não-estrutural NS1 

 

Esta proteína está localizada no retículo endoplasmático e é secretada N-

glicosilada em forma homohexamérica. Interage com a proteína E do envelope e 

NS4B, além de interagir com a proteína complemento CFH do hospedeiro levando 

à degradação de C3. 

Possui três destinos após sua clivagem: (i) ciclo de replicação, onde é 

necessária para a formação do complexo de replicação e recrutamento de outras 

proteínas NS nas estruturas de membrana do retículo endoplasmático; (ii) 

membrana plasmática e (iii) compartimento extracelular, sendo excretada em 

lipopartículas antagonizando função do complemento e auxiliando na evasão do 

sistema imunológico, inibindo a transdução de sinal do TLR3 (The Uniprot 

Consortium, 2019). 

A proteína NS1 do ROCV possui 355 aminoácidos e cerca de 60% de 

identidade com os vírus da zika, encefalite japonesa e oeste do Nilo. 

 

 

 Proteína não-estrutural NS2A 

 

A proteína NS2A possui 132 aminoácidos e não possui nenhum percentual 

de identidade com outras proteínas do Protein Data Bank. Esta proteína de 

aproximadamente 22kDa, tem função na montagem do vírion e antagoniza a 

resposta de interferon α/β com atividade antiviral. É um componente do complexo 

de replicação do RNA viral presente no retículo endoplasmático da célula 

hospedeira. Além disso, interage com a serino-protease NS3 via N-terminal. Sua 

porção C-terminal está localizada no citosol e é gerada pela protease viral (The 

Uniprot Consortium, 2019; Xie et al., 2013). 
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  Proteína não-estrutural NS2B 

 

A proteína não-estrutural NS2B possui 127 aminoácidos e possui cerca de 

70% de identidade com a flavivirina do vírus da encefalite do vale Murray (MVEV) 

e também é conhecida como subunidade NS2B regulatória da protease flavivirina 

e atua um cofator necessário para a função da serino-protease NS3. Além disso, 

pode possuir atividade desestabilizante de membranas e atuar formando 

viroporinas. Está presente no retículo endoplasmático do hospedeiro podendo 

formar homo-oligômeros e heterodímeros com a NS3 e pode formar homo- 

oligômeros (The Uniprot Consortium, 2019). 

 

 Proteína não-estrutural NS3 

 

A proteína não-estrutural NS3 está localizada na membrana do retículo 

endoplasmático e interage com as proteínas NS2A, NS4B e NS5 não fosforilada. 

Esta última interação estimula a atividade da guanililtransferase. Ainda, forma 

heterodímeros com a NS2B, seu cofator, de forma não covalente (The Uniprot 

Consortium, 2019). 

É conhecida entre os flavivírus por possuir três atividades enzimáticas: (i) 

serino- protease em associação com a NS2B, realizando sua autoclivagem e a 

clivagem da proliproteína em sítios dibásicos no citoplasma (C-prM, NS2A-NS2B, 

NS3-NS4A, NS41-2K, NS4B-NS5); (ii) NTPase e (iii) RNA helicase. A porção N-

terminal desta proteína tem função de serino-protease, e não apresenta tanto 

solubilidade quanto atividade catalítica in vitro, sugerindo o envolvimento da 

proteína NS2B em seu enovelamento correto, atividade e aumento de solubilidade 

(Luo, Vasudevan & Vascar, 2015; The Uniprot Consortium, 2019). 

Por outro lado, sua porção C-terminal possui atividade de NTPase e RNA 

helicase, compreendendo 3 subdomínios, que podem interagir com a proteína 

NS5. Por estar envolvida com a função da RNA polimerase, possui uma função 

vital no ciclo viral, podendo auxiliar na montagem correta de estruturas 

secundária. A helicase pertence à família de ATPases da superfamília 2 que 
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contém DEAD/DEAH box, com cerca de 80% de resíduos conservados, contendo 

principalmente resíduos de glutamina reconhecedores de adenina (da Fonseca Jr. 

et al., 2017; Li, Phoo & Luo, 2014; Wu et al., 2005). 

A seguir estão citados os domínios da proteína não-estrutural NS3 

encontrados na poliproteína genômica do vírus Rocio. 

 

• Peptidase S7 - NS3 serino-protease 

 

Este domínio da proteína do vírus Rocio possui 149 aminoácidos e 

identidade de cerca de 67% com os vírus da zika e do oeste do Nilo. 

 

• Domínio DEAD 

 

Este domínio da proteína NS3 do ROCV possui 146 aminoácidos e 

identidade de cerca de 80% com os domínios catalíticos da protease dos vírus 

Kujin, da encefalite japonesa e do vale Murray. 

 

• Domínio helicase C-terminal 

 

Este domínio possui 145 aminoácidos e identidade de cerca de 75% com 

os domínios helicase da proteína NS3 dos vírus Kujin e da encefalite japonesa. 

 

Proteína não-estrutural NS4A 

 

A proteína NS4A do ROCV contém 140 aminoácidos e não possui 

resultados de identidade semelhante a outras proteínas. Possui três resíduos 

desordenados. Esta proteína localizada no retículo endoplasmático possui função 

regulatória da atividade de ATPase da helicase NS3, permitindo a conservação de 

energia durante o desenovelamento. Ainda, sugere-se sua participação na 

autofagia, alterações de membrana e inibição de interferon (da Fonseca Jr. et al., 

2017; The Uniprot Consortium, 2019). 
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Proteína não-estrutural NS4B 

 

No vírus Rocio, possui 247 aminoácidos, sendo 12 resíduos desordenados. 

Não possui percentual de identidade com outras proteínas. É responsável pela 

indução da formação de vesículas do retículo endoplasmático necessárias para a 

replicação viral. É capaz de inibir a fosforilação STAT1 induzida por interferon, de 

modo a prevenir a ação antiviral na célula. Além disso, inibe a translocação 

STAT2 no núcleo após o tratamento do interferon α, função regulada pelo 

peptídeo sinal 2K. Interage com a serino-protease NS3 (The Uniprot Consortium, 

2019). 

 

 RNA polimerase (NS5) 

 

Está localizada principalmente no núcleo da célula hospedeira, entretanto 

pode ser encontrada na membrana do retículo endoplasmático e nas vesículas 

em brotamento. É capaz de formar homodímeros e possui modificações pós-

traducionais pela fosforilação de resíduos de serina, que estimula a localização 

nuclear. Interage com STAT2 do hospedeiro que inibe a fosforilação. Após todas 

as proteínas virais estarem presentes, sinaliza essa para a degradação. Além 

disso, interage com a protease NS3 (The Uniprot Consortium, 2019). 

É a proteína mais conservada do genoma dos flavivírus. Possui função de 

replicação do genoma viral e ‘‘capping” dos genomas no citoplasma, metilando a 

guanina N-7 e ribose 2’-O. Além disso, inibe a fosforilação de STAT2 e TYK2, 

prevenindo a sinalização JAK-STAT e ação antiviral da célula (da Fonseca Jr. et 

al., 2017; The Uniprot Consortium, 2019). 

São conhecidos dois domínios da proteína NS5: um domínio 

metiltransferase (MTase) na região N-terminal e um domínio RNA polimerase 

RNA-dependente na região C- terminal. Ainda, estima-se que a NS5 possua 

atividade bloqueadora de interferon e de produção de citocinas (da Fonseca Jr. et 

al., 2017). 

A seguir apresentamos os dois diferentes domínios da proteína não-
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estrutural NS5 do ROCV. 

• FTS J-like metiltransferase 

 

Possui 168 aminoácidos e identidade de cerca de 70% com o domínio 

metiltransferase da proteína NS5 do vírus da dengue e do oeste do Nilo. 

• RNA polimerase RNA-dependente 

 

Possui 647 aminoácidos e identidade de cerca de 70% com a proteína 

NS5 do vírus da zika, Kunjin e da encefalite japonesa 
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