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RESUMO

O SARS-CoV-2, inicialmente circulando em ciclos enzooticos, se disseminou para 0s
humanos, desencadeando uma pandemia global declarada pela OMS em marco de
2020. Apesar de apresentar um periodo de incubacdo prolongado e uma taxa
evolutiva lenta, sua alta capacidade de infeccdo contribuiu para uma rapida
disseminacgdo. Variantes gendmicas surgiram ao longo do tempo, exigindo andlise
continua devido ao potencial impacto na transmissdo e gravidade da doenca,
refletindo na ocorréncia de algumas linhagens do virus apresentarem certa
resisténcia as vacinas, adicionando novos desafios ao controle da doenca. Nesse
contexto, ferramentas da bioinformatica, como bioisosterismo, docking molecular e
andlises fisico-quimicas, farmacocinéticas (ADMET) e de drogabilidade tém se
mostrado essenciais no desenvolvimento de farmacos, permitindo identificar e
otimizar moléculas com potencial antiviral, além de estudo de interacfes entre
complexos para identificacdo dos energeticamente estaveis. A presente pesquisa
aplicou essas técnicas para definir uma molécula alvo e prospeccéo de ligantes com
potencial farmacolégico antiviral contra a COVID-19. Os resultados indicaram a
NSP9 como receptor com alto nivel conservativo e que, apesar de apresentar
“limitacGes de drogabilidade”, a interacdo receptor-ligante com o acido micofendlico
(MPA) apresentou interagBes energeticamente favoraveis, especialmente o
complexo 1b. Além disso, por meio do bioisosterismo, foi gerado o iséster 1c, que
demonstrou propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas superiores aos demais
bioisésteros. No entanto, dentre todos, o MPA ainda se mostrou o ligante com maior
potencial antiviral. Assim, a pesquisa sugere a continuidade dos estudos com o0s
compostos MPA e 1c, além da exploracdo de outras técnicas de bioisosterismo, com
0 objetivo de obter melhores resultados e ampliar o potencial terapéutico contra a
COVID-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; NSP9; acido micofendlico (MPA); biosisosterismo;

analises farmacocinéticas (ADMET).



ABSTRACT

SARS-CoV-2, initially circulating in enzootic cycles, eventually spread to humans,
triggering a global pandemic declared by the WHO in March 2020. Despite having a
prolonged incubation period and a relatively slow evolutionary rate, the virus’s high
infectious capacity contributed to its rapid transmission worldwide. Over time, new
genomic variants emerged, highlighting the need for continuous monitoring to assess
their impact on transmission rates and disease severity. Certain strains have shown
partial resistance to vaccines, introducing additional challenges for disease control. In
this context, bioinformatics tools, including bioisosterism, molecular docking, and
analyses of physicochemical, pharmacokinetic (ADMET), and druggability properties,
have become essential in antiviral drug development. These techniques support the
identification and optimization of antiviral molecules, as well as the study of molecular
interactions to identify energetically stable complexes. This research applied these
bioinformatics approaches to define a target molecule and screen ligands with
antiviral pharmacological potential against COVID-19. The findings highlighted NSP9
as a receptor with a high degree of conservation. Although it exhibited some
"druggability limitations," the receptor-ligand interaction with mycophenolic acid
(MPA) showed energetically favorable binding, especially in complex 1b. Additionally,
through bioisosterism, an isoster called 1c was generated, demonstrating superior
physicochemical and pharmacokinetic properties compared to other bioisosteres.
Nevertheless, MPA remained the ligand with the highest antiviral potential among
those evaluated. Thus, the research suggests continued investigation of the MPA and
1c compounds, alongside further exploration of additional bioisosterism techniques,
with the aim of achieving improved therapeutic outcomes and enhancing the potential

for effective treatments against COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2; NSP9; mycophenolic acid (MPA); bioisosterism;
pharmacokinetic analyses (ADMET).
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1 INTRODUCAO

Em 31 de dezembro de 2019, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) foi
notificada sobre a presenca de uma nova doenca viral desencadeada pelo SARS-
CoV-2, detectada na China. Quase 3 meses apos, em 12 de marco de 2020, a OMS
oficialmente declarou que o mundo estava enfrentando uma nova pandemia,
identificando-o como agente etioldgico da coronavirus 2019 (COVID-19) (Onyeaka et
al., 2021). Anteriormente, sua circulacdo era somente em ciclos enzodticos, se
dispersando para outras populacdes mais susceptiveis, como 0s humanos, o que 0
caracteriza como virose emergente (Borges et al., 2020).

Embora, em relagdo a outros coronavirus, o SARS-CoV-2 apresente um
periodo de incubacdo maior, taxa evolutiva lenta (devido aos mecanismos de
autocorretores) e mutabilidade similar a outros virus da familia Coronaviridae e com
genoma de RNA, o mesmo possui uma alta capacidade de infeccdo, responsavel
pela sua rapida disseminacdo em escala mundial (Robson et al., 2020; Qin et al.,
2020; Wang et al., 2021).

No final do ano de 2020, ap6s aproximadamente um ano de circulacdo entre
0s humanos, sugiram as variantes, geradas a partir das variacées genémicas virais,
(Carabelli et al., 2023), as quais se acumulam durante a propagacado e devem ser
analisadas por sua evolucdo continua, principalmente, em relacdo a como podem
afetar a manifestacdo da doenca e caracteristicas virais, como transmissibilidade,
patogenicidade e antigenicidade (Zhang et al., 2020; Carabelli et al., 2023; Anand;
Long; Chandran, 2024).

Outro fator de extrema importancia, € a questdo da evasao imunoldgica, onde
h& indicios crescentes que algumas linhagens do virus estédo ficando cada vez mais
resistente as acdes das vacinas (Prathiviraj et al., 2023).

Nesta perspectiva, ferramentas computacionais como bioisosterismo, docking
molecular, analises fisico-quimicas, ADMET (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecao, Toxicidade) e de drogabilidade s&o importantes nas etapas de descoberta
e desenvolvimento de farmacos, respectivamente, auxiliando na otimizacdo de
medicamentos (Jayashree; Nikhil; Paul, 2022), estudo de intera¢gBes entre proteina-
ligante gerando previsdo de afinidade em relacdo as conformacbes de ligacao
(Shamin et al.,, 2024) e exame da bioatividade da molécula por parametros da

farmacocinética e toxicocinética (Flores-Holguin; Frau; Glossman-Mitnik, 2021). Com
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isto, este estudo se propbe, por meio de ferramentas computacionais, a triar
receptores mais ajustados e potenciais candidatos moleculares com acdo antiviral
contra o SARS-CoV-2.

1.1 OBJETIVOS

Prospectar molécula antiviral contra a COVID-19 através de ferramentas de

bioinformética.

1.1.1 Objetivo geral

Estudar o SARS-CoV-2 para definicdo de uma molécula alvo e perscrutacao

de ligantes com potencial farmacologico antiviral contra a COVID-19.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Pesquisar receptor com alto nivel conservativo de potencial capacidade
para uso como alvo farmacologico;

b) Uso de ferramentas da bioinformatica para investigar possiveis farmacos
e desenho destes, caso necessario;

c) Validar os resultados obtidos por verificagdo farmacocinética, toxicolégica
e de interacao receptor-ligante;

d) Analisar comparativamente a molécula ligante selecionada com os

ligantes desenhados por bioisosterismo a partir da mesma.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 SARS-COV-2

A COVID-19, doenca causada pelo SARS-CoV-2, foi identificada pela primeira
vez em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, China, quando um aumento nos
casos de uma "pneumonia misteriosa" foi observado (Velavan; Meyer, 2020). Devido
a sua alta taxa de transmissao, o virus se espalhou rapidamente em escala global,
levando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a declara-lo como uma pandemia
(Organizacdo Pan-Americana da Saude, 2020). Até abril de 2024, foram relatados
globalmente 775.3 milhdes de casos confirmados, resultando em 7.01 milhdes de
mortes, 0 que em classificatoriamente, expressa que o Brasil esta na 62 e 22

posicédo, respectivamente (Organizacao Mundial da Saude, 2023).

2.1.1 Transmissao e manifestacao clinica

A transmissdo da COVID-19 segue padrfes similares a outras doencas
respiratorias, ocorrendo através do trato respiratorio por meio de goticulas expelidas
durante tosses, espirros ou fala de individuos infectados. Além disso, o contagio
pode ocorrer por contato direto ou indireto com as mucosas da boca, olhos ou nariz,
tanto de pessoas sintomaticas quanto assintomaticas (Auwaerter, 2020). Estudos
indicam que o virus pode permanecer vidvel em diversas superficies por horas e até
dias, especialmente, em aco inoxidavel e plastico de forma mais estavel (Fundacéo
Oswaldo Cruz, 2020).

A infecgcdo pelo SARS-CoV-2 pode se manifestar clinicamente de trés
maneiras principais: individuos assintomaticos, pacientes com doenca respiratéria
aguda e aqueles com diferentes graus de pneumonia (Lai et al., 2020). Os sintomas
mais comuns no inicio da infec¢do incluem febre, tosse, mialgia e fadiga, podendo
estar acompanhados por secrecéo respiratoria, dor de cabeca e diarreia (Ochani et
al., 2021).

Embora alguns desses sintomas se assemelhem aos de outras infeccdes
virais respiratorias, como a gripe causada pelo virus influenza, como presenca de
coriza, dor de cabeca, fadiga, dor de garganta e, como ponto de alerta, a dispneia e

febre alta, a COVID-19 apresenta sintomas clinicos com maior probabilidade de
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evoluir para formas graves e criticas, exigindo suporte respiratério e oxigenoterapia
(Organizacdo Mundial da Saude, 2024; De Oliveira, 2020). Também pode haver
semelhancas com a dengue a partir de sintomas, como febre alta, dor no corpo,
auséncia de apetite e perda de palato (Brasil, 2024).

A grande maioria dos infectados, cerca de 80%, ndo desenvolve formas
graves da doenca, enquanto aproximadamente 20% necessitam de cuidados
hospitalares e somente 15% destes requerem cuidados intensivos (Pereira; Da
Silva, 2022). Embora a maioria dos pacientes tenha um bom prognéstico, é
importante ressaltar que idosos e pessoas com comorbidades, como diabetes,
doencas cardiovasculares e renais, correm maior risco de desenvolver formas mais
graves da doenca, incluindo pneumonia, sindrome do desconforto respiratorio agudo
e disfuncdes cardiacas, hepaticas e renais (Liu et al., 2020).

A alta infectividade do virus SARS-CoV-2 se deve a sua capacidade de
reconhecer a enzima conversora de angiotensina Il (ACE2) como receptor de
entrada. A ACE2 esta presente em diversos tecidos humanos, como coracgéo,
intestino delgado, tireoide, rins, tecido adiposo e pulmdes, que sao, portanto, 6rgaos
preferencialmente infectados pelo virus (Beyerstedt; Casaro; Rangel, 2021).

A transicdo da manifestacdo inicial da COVID-19 para o quadro séptico é
gradual, sendo o comprometimento de o6rgdos além dos pulmdes caracterizado,
principalmente, por insuficiéncia cardiaca e danos renais. Isso leva
aproximadamente 25% dos pacientes criticos a necessitar de terapia renal
substitutiva, como dialise e hemodialise (Yang et al., 2020). Estima-se que mais de
50% dos pacientes criticos possam evoluir para sepse, muitas vezes desencadeada
por infeccdes secundarias (Zhou et al., 2020). A Figura 1 apresenta a frequéncia
estimada dos sintomas e a evolugdo da COVID-19 na populacdo em geral.
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Figura 1 - Sintomas e evolucédo da COVID-19.
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2.1.2 Particula viral e genoma do SARS-CoV-2

O RNA gendmico do virus responsavel pela COVID-19 € um dos maiores de
RNA, com cerca de 30 kB de tamanho. Seu genoma é composto por RNA de sentido
positivo, com Cap na extremidade 5 e poliadenilado na extremidade 3'. Esse
genoma codifica tanto proteinas estruturais como ndo estruturais (NPS), além de
proteinas acessorias (Borges et al., 2020).

De acordo com a sua evolugdo, esse virus foi classificado pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como pertencente a espécie Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus (SARSr-CoV) como segunda estirpe,
ou seja, Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2), do

género Betacoronavirus, subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae, ordem
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Nidovirales e reino Riboviria (Gorbalenya et al., 2020).

Assim como outros coronavirus, em referéncia ao SARS-CoV-1, apresenta
proteinas estruturais como a proteina de espicula (S), a proteina de membrana (M),
a proteina do nucleocapsideo (N) e a proteina do envelope viral (E) (Figura 2). Os
trimeros de proteina S dos coronavirus criam projecdes na superficie viral,
assemelhando-se a coroas quando observados através de microscopios eletrénicos,

originando assim o nome "coronavirus" (Helmy et al., 2020).

Figura 2 - Estrutura viral do SARS-CoV-2.
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Fonte: Napitupulu et al. (2023).

No que diz respeito as proteinas estruturais, a proteina S é dividida em duas
regides distintas: S1, responsavel pela ligacdo ao receptor, e S2, encarregada da
fusdo das membranas. A regido S1 abriga os dominios de ligacdo ao Receptor
Binding Domain (RBD), os quais desempenham um papel crucial na interacdo do
virus com o receptor nas células hospedeiras, determinando, assim, o tropismo
celular e a propagacéo viral (Heald-Sargent; Gallagher, 2012).

Entre as regides S1 e S2, estéo localizados os sitios de clivagem, que podem
ser alvos de proteases celulares especificas, dependendo do tipo de coronavirus. A
regido S2 é composta por um peptideo de fusdo, um sitio de clivagem adicional,
regioes de repeticAdo Heptad, uma regido transmembrana e um dominio
citoplasmatico (Heald-Sargent; Gallagher, 2012; Lu et al., 2020).

A proteina de envelope (E) € a menor das proteinas estruturais e esta

presente em menor quantidade na particula viral em formag&o comparativamente as
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outras proteinas estruturais, apesar de ser expressa em grande quantidade durante
a replicacdo viral na célula hospedeira. Embora sua funcdo nao esteja
completamente esclarecida, sabe-se que essa proteina desempenha um papel no
processo de montagem e liberacdo das particulas virais (Heald-Sargent; Gallagher,
2012).

A proteina de membrana (M) é mais abundante no envelope viral e
desempenha um papel essencial na montagem das particulas virais, determinando o
local de liberacdo do virus e a morfologia do envelope. Além disso, sua interagdo
com a nucleoproteina (N) estabiliza o nucleocapsideo (Malik, 2020).

A nucleoproteina (N) se liga ao RNA gendémico, formando o nucleocapsideo,
que esta envolvido na replicagdo, transcricao e traducdo do RNA viral. Além disso,
atua como um antagonista da resposta de interferon e repressor da via de
interferéncia do RNA, promovendo, assim, a replicacao viral (Borges et al., 2020).

Além das proteinas estruturais, 0 genoma do SARS-CoV-2 também codifica
proteinas acessorias e proteinas nao estruturais (NSPs). As NSPs sdo encontradas
nas open reading frames (ORFs) la e 1b, as quais codificam NSP1 a NSP11 e
NSP12 a NSP16, respectivamente (Figura 3) (Tam et al., 2023).

Figura 3 - Genoma do SARS-CoV-2.
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Essas ORFs podem ser transcritas independentemente para produzir a
poliproteina l1a (ppla, NSP1 a NSP1l) ou podem incluir ambas as ORFs em
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sequéncia para produzir a pplab. Para isso, o virus utiliza parte da NSP11 (13pb) da
ORF 1la para modificar a leitura da sequéncia. Embora a sequéncia dessa proteina
seja composta principalmente por pplb, aproximadamente 99%, e apenas 1% por
ppla (Tam et al., 2023).

2.1.3 Processo infeccioso viral

O tropismo dos coronavirus, tem como alvo células epiteliais do trato
respiratorio e cardiovasculares, além de células da mucosa (Sun et al., 2020;
Pessanha et al., 2021). Ap6s contato com a célula hospedeira, durante a infeccéo
viral, a glicoproteina S da particula viral interage com receptores celulares,
possibilitando a fusdo direta do envelope viral com a membrana celular ou a
penetracdo do virus na célula por endocitose mediada por receptor (De Almeida et

al., 2020), dando inicio ao ciclo viral (Figura 4).

Figura 4 - Ciclo viral em esquema ilustrativo.
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A proteina espicula facilita a fusdo do envelope viral com a membrana

endossomal a partir de interagdo com o receptor ACE2, liberando o RNA gendmico
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viral no citoplasma. Inicialmente, o0 genoma viral atua como um RNA mensageiro, e a
regiao 5 do genoma, composta pelas ORFs 1a e 1b da polimerase, traduzida para
gerar as poliproteina replicase 1la e lab (Da Silva, 2021).

A traducdo da ORF1la ¢é induzida a partir de mudanca no cédon de leitura do
ribossomo, ja a ORFlab é pelo deslocamento de quadro (De Almeida et al., 2020).
As poliproteinas ppla e pplab sdo subsequentemente processadas por proteases
virais para formar 16 proteinas ndo estruturais, denominadas nspl-nspl6, que
desempenham um papel crucial no complexo de replicacéo (Figura 5) (Robson et al.,
2020; Da Silva, 2021).

Figura 5 - Estrutura das proteinas nédo estruturais (NSPs) de SARS-CoV-2.
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Fonte: Bai; Zhong; Gao (2022).

Legenda: As proteinas em vermelho (nsp4, nspl4) representam aquelas cuja estrutura ndo esta
resolvida ou sem ID no banco de dados Protein Data Bank (PDB), proteinas em preto sao
de estruturas ja resolvidas, porém nédo especificadas seu ID no PBD pelo autor.

Estas proteinas ndo estruturais se organizam em membranas gerando
vesiculas de membranas duplas, onde ocorre a sintese do RNA genbémico e a
transcricdo de mRNA subgendmico. Os RNAs subgendmicos, por sua vez, dao
origem a todas as proteinas localizadas ap0s a ORF1b, e cada RNA subgenémico
possui uma sequéncia inicial comum na extremidade 5 semelhante a sequéncia

inicial presente no RNA genbémico (Bai; Zhong; Gao, 2022).
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Os RNAs subgenbmicos sdo entdo traduzidos para produzir as proteinas
estruturais (S, M, N, E) e as proteinas acessorias (Figura 6) (Borges et al., 2020). O
RNA gendmico replicado, forma um complexo com a proteina N, originando o
nucleocapsideo com estrutura helicoidal (Bai; Zhong; Gao, 2022). As proteinas
estruturais do virus sao inseridas no Reticulo Endoplasmatico (ER). O
nucleocapsideo € inserido no compartimento intermediario entre o complexo de
Golgi e o reticulo endoplasmatico, onde ocorre a formacao da particula viral que séo,
entdo, encapsuladas em vesiculas antes de serem transportadas e liberadas da

célula por exocitose (Hasokstiz; Kili¢; Sarag, 2020).

Figura 6 - Estrutura das proteinas estruturais e acessérias do SARS-CoV-2.
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pelo autor.
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Além da replicacdo viral, ha fatores codificados no genoma viral que podem
proteger a replicacao, interferindo na resposta imune do hospedeiro. Uma estratégia
viral comum é reduzir a resposta imune inata, interrompendo processos celulares
como autofagia e sintese de mediadores intracelulares pela via de interferon, além
de bloquear entradas ribossomais, clivando RNA mensageiro do hospedeiro e
evitando o transporte de moléculas para o meio interno e externo do nucleo celular
(Tam et al., 2023).

Esses fatores de viruléncia codificados pelas NSPs atuam na interrupgcéo da
resposta do hospedeiro, impedindo o hospedeiro de montar uma resposta imune
eficaz contra o virus e limitando, assim, a infec¢cdo, enquanto, simultaneamente, o
virus promove a sintese e montagem de novas particulas virais (Figura 5) (Tam et
al., 2023). Portanto, compreender como as NSPs age para reduzir a resposta imune
inata € importante para identificar alvos terapéuticos que possam inibir a replicacao

viral e permitir que o hospedeiro monte uma resposta imune robusta.

» Proteina ndo estrutural 1 (NSP1)

A NSP1 blogueia a traducdo de proteinas do hospedeiro ao se ligar
subunidade ribossémico 40s do RNA mensageiro por meio do dominio Carboxi
terminal. Isso impede a sintese de proteinas cruciais na resposta imune inata,
incluindo IFN-b, IFN-g1, IL-8 e &cido retindico indutor de gene 1, resultando em
apoptose. Além disso, a NSP1 recruta exonucleases que degradam o RNA
mensageiro do hospedeiro. Esses fatores de viruléncia reduzem a capacidade da
célula hospedeira de iniciar uma resposta imune inata, promovendo, assim, a

replicacdo viral (Afsar et al., 2022).

* Proteina ndo estrutural 2 (NSP2)

Possui interacdo com ribossomo e complexos de replicagdo-transcricao
(RTC), além de participar do acoplamento da transcricdo viral no processo de
traducao (Wu et al., 2022). Apesar de ndo ser essencial na replicacao, sua delecéo
mitiga o crescimento e sintese de RNA (Bai; Zhong; Gao, 2022).

A NSP2 interage com as proteinas do hospedeiro proteins prohibitin 1 (PHB1)
e prohibitin 2 (PHB2). Ambas as proteinas estdo envolvidas em diferentes atividades

celulares, como a morfologia das mitocondrias e a transcricdo de fatores
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regulatorios, além de associada como receptor para a entrada de virus Chikungunya

e Dengue 2 nas células (Gamble et al., 2007).

* Proteina ndo estrutural 3 (NSP3)

Esta proteina é semelhante a uma papain-like protease (PLpro) que quebra a
regido N-terminal do ppla para liberar NSP1 a NSP3 da poliproteina sintetizada.
Além disso, esta envolvida na clivagem e modificacdes poés-traducionais das
proteinas hospedeiras, relacionadas a resposta imune antiviral (Tam et al., 2023).

* Proteina ndo estrutural 4 (NSP4)

A NSP4 é uma proteina transmembrana que faz parte do complexo de
replicacdo viral dentro da célula infectada. Ela estd envolvida na modificacdo da
membrana do reticulo endoplasmatico para a formacdo de dupla membrana,
juntamente com NSP6, para compartimentalizar a replicagdo e montagem viral,

atuando como uma barreira contra a resposta celular antiviral (Tam et al., 2023).

* Proteina ndo estrutural 5 (NSP5)

A NSP5 é uma protease 3-cysteine like (3CLpro), que € a principal protease
dos SARS-CoV-2. Esta proteina cliva 11 sitios especificos apés os residuos de
glutamina junto com ppla e pplab para liberar NSP4 a NSP16 e suas formas
imaturas ou finais (Roe et al., 2021).

* Proteina ndo estrutural 6 (NSP6)

A NSP6 é uma proteina transmembrana que interage com NSP3 e NSP4,
induzindo a formagcdo do reticulo endoplasmatico de dupla membrana e
autofagossomos, as quais atuam como locais para a transcricdo e replicacéo viral
(Angelini et al., 2013; Frecer et al., 2020).

* Proteina ndo estrutural 7 (NSP7)
Esta é um fator de proteina acessoéria que forma um heterotetramero com
NSP8 e NSP12 para constituir o complexo de transcricdo e replicagdo (RTC),

necessario para a sintese de RNA (Te Velthuis et al., 2012; Tam et al., 2023).
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* Proteina ndo estrutural 8 (NSP8)

A NSP8 é um fator de proteina acessoria que forma um homodimero com ela
mesma, ou seja, existe a NSP1 e NSP82, compondo parte do complexo de tradugao
e replicagcdo (RTC), necessario para a sintese de RNA. Esta molécula também
demonstra papel na supressdo de interferon (Xia et al., 2020; Lima Neto et al.,
2024).

* Proteina ndo estrutural 9 (NSP9)

A NSP9 é uma proteina replicase dimérica de ligacdo a RNA de fita simples,
gue se liga e ativa NSP8 como cofator (Chandel et al., 2022). Na célula hospedeira,
essa proteina esta localizada ao redor do reticulo endoplasmatico, associada a
nucleoporina 62 (NUP62), uma proteina estrutural que faz parte do complexo poro
nuclear (NPC), que funciona como portais para canais de transporte seletivo
nuclear-citoplasmatico bidirecional que atuam em conjunto com receptores,
carioferinas, e sao importantes na regulacdo da informacdo gendmica em que
alteracdes podem gerar problemas na transducdo patoldgica de sinalizacdo celular
(Makiyama et al., 2022; Tam et al., 2023).

A interacdo da NSP9 com a NUPG62 restringe a mesma de se associar a
NPCs, com esta reducdo de NUP62, ha dificuldade na translocacdo da p65
resultando em reducéo da regulacdo da expressao génica da NF-kB e diminuicéo da
resposta imune (Makiyama et al., 2022; Tam et al., 2023).

* Proteina ndo estrutural 10 (NSP10)

A NSP10 é uma proteina semelhante a fator de crescimento que possui 2
motivos ligantes de zinco, que permitem a acdo de cofatores para NSP16 na
transcricdo do capping viral do RNA mensageiro. Este capping do RNA mensageiro
transcrito aumenta a taxa de replicacdo pelo complexo de transcricdo e replicacéo,
permitindo a evaséo de ribonucleases (RNases) do hospedeiro que clivam o0 mRNA
sem capping (Bouvet et al., 2012). Também, atua como cofator para outras NSPS,
como a 14 e 16 (Wu et al., 2022).

* Proteina nao estrutural 11 (NSP11)
A NSP11 é uma pequena proteina que compartilha homologia com o primeiro

segmento de NSP12. Pode estar associada a interacdes com a membrana citolitica
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do hospedeiro, sugerindo ter um papel na mudanca da janela de leitura do

ribossomo para a leitura de NSP em ppla e pplab (Gadhave et al., 2021).

 Proteina ndo estrutural 12 (NSP12)

A NSP12 é uma proteina RNA dependente de RNA polimerase (RdRp) que
atua no complexo de replicacéo e traducédo. Ela se liga aos cofatores NSP7 e NSP8
(NSP81 e NSP82) para estabilizar a regido de ligacao, permitindo assim o processo
de replicacao viral (Hillen et al., 2020; Lima Neto et al., 2024).

* Proteina ndo estrutural 13 (NSP13)

ANSP13 é uma ATP dependente de RdRp contendo uma helicase ATP ligante
e um dominio de zinco ligante que envolve o RNA durante a replicacdo e a
transcricdo do complexo de RNAs de estruturas secundarias e terciarias (Yan et al.,
2020).

* Proteina ndo estrutural 14 (NSP14)

A NSP14 é uma exoribonuclease dependente de zinco que revisa e remove
erros de insergao de nucleotideos incorretamente adicionados na diregao 3’-5' pela
RNA polimerase durante a replicacdo do genoma. Este dominio de exoribonuclease
€ estabilizado pelo dominio dedo de zinco de NSP10, que aumenta a capacidade de
remover os nucleotideos (Chen et al., 2021).

* Proteina ndo estrutural 15 (NSP15)

Faz parte da classe enzimética de ribonuclease, ou seja, atividade
desempenhada de clivagem de RNA, em que para a NSP15, esta acdo € especifica
para uridina (Wu et al., 2022). Esta endoribonuclease uridilase especifica RNA
nidoviral dependente de Mn?* (NendoU), contém 3 dominios: o N terminal, o central
e o C Terminal, este dltimo cliva os nucleotideos de RNA fita simples e dupla.
NendoU é muito conservada nos coronavirus e eles evitam a deteccdo do sistema
imune por clivar a sequéncia poli U no RNA viral de sentido negativo (Kim et al.,
2020; Kim et al., 2021).

Além disso eles também agem contra a resposta imune celular por suprimir o
interferon (IFN) alfa e beta, que estdo associados a formacdo de granulos

citoplasmaticos durante o estresse celular, agindo como antagonista de interferon e
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com capacidade de escape dos sensores dos macrofagos de RNA de fita dupla
(Nakagawa et al., 2018; Senanayake, 2020).

* Proteina ndo estrutural 16 (NSP16)

A NSP16 é uma 2-O-ribose metiltransferase que requer uma S-
adenosilmetionina (SAM) que promove a associacdo da NSP16 com o seu cofator, a
NSP10. Essa maior interagdo entre NSP10 e NSP16 evita que o RNA mensageiro
viral seja reconhecido e degradado pela célula hospedeira (Tazikeh-Lemeski et al.,
2021).

Em sintese, pode ser visto no Quadro 1 todas as 16 NSPs presentes no
SARS-CoV-2, tamanho destas proteinas e suas principais funcées no processo de

replicacéo e infeccéo viral.

Quadro 1 - Compilacéo das funcdes das proteinas ndo estruturais (NSPs) do SARS-

CoV-2.
(continua)
Massa
Numero de
Proteina| Molecular ) Funcéo
residuos

(kDa)
Ligacdo do ribossomo 40S;

NSP1 19,8 180 Bloqueio da traducéo a partir de atuagéo no
IFNs e mRNA;

Potencial ligante para inibidores;

NSP2 70,5 638 Age no processo de replicacao e traducéo;
Participa do RTC;

Clivagem das poliproteinas;
Inibicéo do sinal de IFNs;

NSP3 217,3 1945 ] _
Protease semelhante a papaina que ajuda na
regulacéao da propagacéo viral;

Viabiliza a formacao de vesiculas de

NSP4 56,2 500
membrana dupla (DMVs);

Participa da clivagem das poliproteinas em

NSP5 33,8 306 _
conjunto com NSP3;
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(continuacao)

Massa )
) Numero de
Proteina| Molecular ] Funcéo
residuos
(kDa)

NSP5 33,8 306 Protease do tipo 3C;

Propicia a constituicdo de vesiculas de dupla

NSP6 33,0 290 membrana nas células infectadas;

Acomoda as defesas antivirais;
Ao formar complexo com NSP8, a estabiliza,
esta juncao atua como cofator importante

NSP7 9,2 83 o
para ligacdo da NSP12, gerando complexo
gue estabiliza o dominio da polimerase;
Com o NSP7, gera complexo hexadecamérico

NSP8 21,9 198 _ ] _
gue catalisa a sintese dos primers do RNA;
Proteina de ligacdo ssRNA;

NSP9 12,4 113 Vinculada a sintese de RNA viral,

Envolvida na viruléncia;
Atua como cofator para as NSP14 e NSP16,

NSP10 14,8 139 colaborando com a regulacéo da replicacéo
viral;

Estudo indica funcionalidade de

NSP11 1,3 13 afinidade/interacdo com a membrana no
citosol da célula hospedeira;

NSP12 106,7 932 Catalisador da sintese de RNA viral;
Interacdo com as NSP8 e NSP12,
favorecendo a regulacéo da helicase,

NSP13 66,9 601 _ _
importante na replicacdo e com alto grau
conservativo;

Atividade na exoribonuclease 3'-5' (ExoN) e

NSP14 59,8 527

N7-metiltransferase C-terminal (N7-MTase);
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(concluséo)

Massa )
Numero de
Proteina| Molecular ] Funcéo
residuos

(kDa)
Proteina com acéo de clivagem de RNA
(NendoU);

NSP15 38,8 346 Inibicdo de IFN;

Altera a progresséao do ciclo celular do

hospedeiro;

Catalisa o capping de mRNA,;
NSP16 33,3 298 Interacdo com NSP10 indispensavel para
estabilidade e fung¢ao da 2’-O-MTase

Fonte: Tam et al. (2023); Da Silva (2021); Bai; Zhong; Gao (2021); Suryawanshi et al. (2021);
Gadhave et al. (2021); Shin et al. (2020); Chang; Chen (2021).

2.1.4 Variantes virais

Desde o surgimento da pandemia de COVID-19, analises genémicas do
SARS-CoV-2 em vérias partes do mundo e em diferentes periodos revelam que tem
passado por varias mutacdes (Flores-Vega et al., 2022). Essas mutacfes sao
cruciais na evolucdo do virus e ocorrem durante sua replicacdo, especialmente em
virus de RNA, onde sdo mais comuns. A maioria dessas mutacfes é neutra, sem
impacto significativo na capacidade do virus. No entanto, algumas delas podem
conferir alteracbes nas propriedades quimicas, alterando a interacdo virus-
hospedeiro durante a infec¢do (Michelon, 2021).

Dentre as proteinas virais, a proteina espicula € particularmente importante,
pois desempenha um papel fundamental na entrada do virus na célula hospedeira.
Mutacbes nessa proteina podem ter implicagdes significativas do ponto de vista
clinico e epidemioldgico (Freitas; Giovanetti; Alcantara, 2021). E uma glicoproteina
transmembranar que se encontra na superficie da particula viral. Ela é clivada em
subunidades S1 e S2, com a S1 sendo responsavel pela ligacdo do virus a célula
hospedeira e a S2 facilitando a fusdo do envelope viral com a membrana celular
(Dejnirattisai et al., 2021).

A entrada do virus na célula ocorre por meio da ligacdo do dominio receptor-
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binding domain (RBD) da subunidade S1 do virus a enzima ACE2, presente na
membrana celular. Assim, mutacfes na proteina S dentre as variantes (Figura 7)
aumentam a eficiéncia de endocitose ou exocitose dos virus formados durante a

infeccéo e podem facilitar na propagacéo viral (Dejnirattisai et al., 2021).

Figura 7 - Variantes de SARS-CoV-2 e a localizacdo das mutacdes na proteina.
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Fonte: Araf et al. (2022).

A exemplo de mutagdes com influéncia fenotipica no virus, ha D614G e 501Y,
associadas a uma maior capacidade de disseminacéo viral (Santos; Passos, 2021).
Portanto, o sequenciamento do genoma viral é essencial para identificar alteracdes
genéticas e suas possiveis implicagbes. Para acompanhar as variantes do virus, a
OMS desenvolveu um sistema de nomenclatura baseado no alfabeto grego,
classificando-as como variantes de interesse (VOI) ou variantes de preocupacao
(VOC) (Brasil, 2023).

A vigilancia gendmica do SARS-CoV-2 avalia diversos parametros, incluindo o
potencial de transmissao, viruléncia e capacidade de propagacao, auxiliando na
identificagdo e monitoramento de novas linhagens do virus (Figura 8) (Nishioka,
2023).
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Figura 8 - Deteccéao de linhagens relevantes de SARS-CoV-2 no Brasil entre 2020 a

2024.
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Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz (2024).

A seguir serdo apresentadas as variantes mais importantes e notificadas até o

momento:

e Alfa (Variante B.1.1.7)

A variante Alfa foi identificada no Brasil no final de 2020 (Moura et al., 2022).
Apresenta delecées que removem aminoacidos na regido N-terminal da proteina
espicula. Como essa area € alvo de anticorpos, essa modificacdo pode facilitar a
evasao do virus as defesas imunoldgicas (Cerutti et al., 2021).

Dentre as diversas alteracdes na regido espicula, a mutacdo N501Y que
resultou da substituicdo de uma asparagina por uma tirosina no dominio RBD da
proteina S (Dejnirattisai et al., 2021), facilitando a ligagdo da particula viral com a
ACE2, receptor celular. Sugere-se que essa mudanca possa explicar sua alta
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transmissibilidade e resisténcia parcial aos anticorpos (Supasa et al., 2021) num

intervalo de 70-80% a mais que seu ancestral (Leung et al., 2021).

e Beta (Variante B.1.351)

A variante Beta foi inicialmente identificada na Africa do Sul em 2020 e logo
se espalhou para vérias regifes (Wolf et al., 2023).

Comparada ao virus original, essa cepa apresenta 12 mutacgdes,
principalmente na proteina S. Algumas mutacfes também ocorrem nas regides
ORF1la, E e N (Gomez; Perdiguero; Esteban, 2021).

As multiplas mutagfes concentradas em areas imunodominantes da proteina
espicula, como o RBD e outras na regido N terminal (NTD), podem representar um
mecanismo de escape do sistema imunologico do hospedeiro (Gomez; Perdiguero;
Esteban, 2021).

A mutacdo N501Y tem sido associada a uma maior afinidade da particula viral
pelo receptor ACE2 e também a resisténcia imunoldgica (Supasa et al., 2021). Ja as
mutacOes K417N e E484K, localizadas no RBD, desempenham um papel crucial na
interacdo viral com o receptor e na evasdo imunolégica (Gomez; Perdiguero;
Esteban, 2021).

A mutacdo E484K envolve a substituicdo de um &cido glutdmico (negativo)
por uma lisina (positivo), aumentando a afinidade do virus pelo receptor da célula
hospedeira. A mutacdo K417N, trocando uma lisina por uma asparagina, parece nao
afetar diretamente a ligacdo virus-célula, mas, juntamente com as outras duas
mutacdes, potencializa a interacao viral com o receptor, favorecendo a disseminagéo

viral e evitando a neutralizacédo por anticorpos (Nelson et al., 2021).

e Gama (Variante B.1.1.28.1 ou P.1)

Estudos corroboram que o inicio da circulagdo da variante Gama,
primeiramente identificada no Brasil, foi antes de dezembro de 2020, o que gerou
cluster de transmissdo nos meses seguintes (Orellana; Marrero; Horta, 2021; Moura
et al., 2022).

A P.1 compartilha a mutacdo N501Y com as variantes beta e alfa do
coronavirus. Essa mudanca parece facilitar a disseminagdo viral. Além desta,
também possui mais duas mutagdes (E484K e K417T) no RBD, ambas associadas a
resisténcia aos anticorpos (Fabiani et al., 2021; Wang et al., 2021a).
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Além disso, a linhagem P.1 é pouco neutralizada por varios anticorpos
monoclonais, apresentando um baixo potencial de neutralizacdo por individuos
vacinados ou recuperados. Essas mutacdes combinadas podem estar relacionadas
a uma maior transmissibilidade e maior risco de reinfecgéo viral (Wang et al., 2021a;
Faria et al., 2021).

e Zeta (Variante B.1.1.28.2 ou P.2)

A variante Zeta foi detectada em amostras coletadas no Rio de Janeiro no
periodo de abril a novembro de 2020 (Fumagalli et al., 2021).

Essa cepa possui cinco mutagdes comuns na maioria dos genomas do SARS-
CoV-2 (Voloch et al., 2021). Uma dessas mutacdes € a E484K, localizada no RBD,
associada a uma maior afinidade viral pelo receptor ACE2 e a mecanismos de
evasao imunoldgica (Voloch et al., 2021; Baum et al., 2021).

A E484 costuma afetar a interagdo com o0s anticorpos e ser o local onde as
mutacOes estdo associadas a uma reducao significativa na neutralizacdo viral em
diversas linhagens da COVID-19 (Greaney et al., 2021).

e Delta/Kapa (Variante B.1.617)

A variante Delta foi inicialmente detectada na india em 2020 e identificada no
Brasil em junho do ano seguinte (Wolf et al., 2023; Menezes, 2022). De acordo com
a OMS, essa variante possui trés sublinhagens: B.1.617.1, B.1.617.2 e B.1.617.3,
com diferencas sutis e distribuicdo geografica distintas (Associacdo Médica
Brasileira, 2021).

A Delta possui 13 mutacdes que resultam na substituicdo de alguns
aminoacidos (Cherian et al., 2021). As mutacdes mais relevantes estdo na proteina
S, incluindo duas na NTD: G142D e E154K. Além disso, apresenta as mutacdes
E484Q e L452R no RBD e uma mutacdo na regido da furina polibasica (P681R)
(Edara et al., 2021). A combinacdo dessas mutagcdes no RBD, sugere um aumento
na afinidade viral pelo receptor ACE2 e uma maior taxa de clivagem da S1/S2,
resultando em maior transmissao viral (Cherian et al., 2021).

Além disso, embora os individuos recuperados e vacinados com as vacinas
da Moderna e Pfizer possam ter alguma eficacia contra a variante B.1.617, ela
mostrou uma capacidade de neutralizacdo até oito vezes menor em comparagao

com a linhagem de referéncia para SARS-CoV-2 (Edara et al., 2021). Soros de
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pessoas vacinadas e recuperadas com as vacinas Oxford-AstraZeneca e Pfizer-
BioNTech também mostraram uma capacidade neutralizante reduzida contra as

variantes Delta e Kapa (Liu et al., 2021).

e Lambda (Variante C.37)

A Lambda foi relatada inicialmente no Peru no final de 2020 (Wolf et al.,
2023). No Brasil, sua detec¢do ocorreu no inicio de 2021, com ocorréncia
esporadica posteriormente (Wink et al., 2021).

Assim como as variantes Gama, Beta e Alfa, a Lambda também apresenta a
delecdo 3575-3677 na ORF1la. Além disso, possui a delecdo 246-252 na proteina S
e varias mutacbes ndo sindnimas (T859N, G75V, F490S, T76l, L452Q, D614G)
(Wink et al., 2021).

A mutacdo L452Q é semelhante a L452R, também presente nas variantes
Kapa, Delta e Epsilon, e esta associada a evasédo viral e ao aumento da taxa de
infeccdo, devido a maior afinidade com o receptor ACE2. Da mesma forma, a
mutacéo F490S esta relacionada a evasao viral (Romero et al., 2021).

Estudos in vitro realizados no Chile mostraram uma menor taxa de
neutralizacdo da Lambda em comparacdo com o virus original. Além disso, foi
observado um maior potencial de infec¢cdo dessa variante em relacdo as variantes
Gama e Alfa (Acevedo et al., 2021).

e Variantes dalinhagem B.1.1.33
A linhagem B.1.1.33 teve uma ampla disseminacdo no Brasil em 2020.
Embora varias variantes desta linhagem tenham sido identificadas, nenhuma
apresenta mutacoes classificadas como preocupantes (Resende et al., 2021).
Uma variante que evoluiu da linhagem B.1.1.33 é a N.9, que possui a
mutacdo N10 e E484K, além de outras 14 mutacdes distintas, incluindo mutacfes no
RBD (V445A e E484K) e trés delecdes na NTD da espicula (Resende et al., 2021).

e Variantes dalinhagem B.1.1.28
A linhagem B.1.1.28 detectada no Brasil entre maio e junho de 2021 (Da Silva
et al.,2022), tem como variantes que a descendem: P.1, P.2, NP.13L E P.4 (Michelon,
2021).

Essa linhagem apresenta 12 mutagbes que s&o usadas sistematicamente
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para classificar as variantes, com destaque para a mutacdo E484K na proteina S
(Francisco Jr et al., 2021). Outro exemplo € na P.4, que possui a alteracdo L452R na
espicula (Bittar et al., 2021).

e Omicron

Em novembro de 2021, a OMS identificou a B.1.1.529, uma nova variante do
SARS-CoV-2, denominada Omicron na Africa do Sul, classificada como uma variante
de preocupacao (Araf et al., 2022; Fundacdo Oswaldo Cruz, 2022). Esta variante &
particularmente preocupante devido ao aumento da transmissibilidade e a possivel
resisténcia a resposta imunoldgica induzida por vacinagdo (Torjesen, 2021;
Organizacdo Mundial da Saude, 2021).

Sua disseminacdo ocorreu rapidamente no pais, causando o maior pico de
casos de COVID-19 ja registrado no Brasil, tendo em algumas regifes mais que o
dobro do méaximo de casos identificados até aguele momento. Junto com o aumento
de casos, houve também a de letalidade, que antes estava em 0,4% e neste periodo
chegou a 4% (Fundacédo Oswaldo Cruz, 2022).

A Omicron possui 18.261 mutacdes, sendo mais de 97% dessas mutacdes
presentes na regido codificada. As mutacdes nessa regiao incluem substituicdes nao
sinbnimas e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) (Bansal; Kumar, 2022).
Trinta dessas mutacdes estdo localizadas na proteina Spike, principalmente no RBD.
Além disso, ha trés delecbes e uma insercdo fora da espicula (Araf et al., 2022;
Daria; Bhuiyan; Islam, 2022).

Esta variante demonstrou ser quatro vezes mais infecciosa do que a variante
original do SARS-CoV-2. Isso sugere que as mutacfes na proteina S podem
influenciar a infectividade viral, com a émicron apresentando uma maior afinidade de
ligacdo ao ACE2 do que outras variantes (Garcia-Beltran et al., 2022).

Varios fatores contribuem para a alta transmissibilidade da 6micron. Mais de
30 mutacBes na regido da espicula, responsavel pelo reconhecimento da célula
hospedeira, foram identificadas. Essas mutagbes indicam um aumento na
transmissdo devido a evasdo do sistema imunoldgico (Centers for Disease Control
and Prevention (US), 2021). A mutagdo N501Y aumenta a afinidade pelo receptor
ACE2, facilitando a entrada viral, e, combinada com a mutacdo Q498R, aumenta
ainda mais essa afinidade. Isso permite que a émicron tenha acesso facilitado a

célula hospedeira (Centers for Disease Control and Prevention (US), 2021).
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Além disso, a possibilidade de reinfecgdo com a variante Omicron sugere uma
alta transmissibilidade. As mutacdes H655Y e N679K, localizadas proximas aos
sitios de clivagem das furinas (FCS), podem aumentar a clivagem da proteina Spike,
tornando o virus mais contagioso (Hossain et al., 2021; Peacock et al., 2021).
Adicionalmente, a Omicron pode causar resultados falso-negativos em testes de
PCR que visam a regido S, afetando os resultados dos exames laboratoriais (Araf et
al., 2022).

Devido a sua alta disseminagé&o, surgiram subvariantes desta, como BA.2.9.1,
BA.2.11, BA.2.12.1, BA.4, BA.5, apresentando efeitos fenotipicos diferentes do
ancestral comum, a émicron, a exemplo de evaséo imunoldgica e transmissibilidade
(Wang et al., 2023; Kimura et al., 2022; Cao et al., 2023). Na Figura 9 pode ser vista
as subvariantes e disposi¢ao temporal no Brasil.

Figura 9 - Distribuicdo temporal das variantes de SARS-CoV-2 no Brasil,
indicando presenca de subvariantes da Omicron.
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Fonte: Brasil (2023).

2.1.5 Tratamento: vacina e farmacos

Apesar dos fatores de higiene e diversidade gendmica do virus, é factivel que

a vacinacgao proporciona acao protetora (Mohamed et al., 2022) e é responsavel por
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minimizar os danos gerados pela pandemia, a partir da reducdo da letalidade e
sobrecarga dos sistemas de saude (International Coalition of Medicines Regulatory
Authorities, 2023).

Em dltima atualizacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2023,
existem 10 vacinas aprovadas para uso contra a COVID-19: Pfizer, Moderna,
AstraZeneca, Janssen, Sinopharm, Sinovac, Bharat, Novavax, Cansino, Valneva
(Organizacdo Pan-Americana da Saude, 2023). De acordo com o0 panorama
atualizado da OMS de vacinas candidatas, ha o quantitativo de 382, em que 183
estdo em fase clinica de desenvolvimento e 199 em pré-clinica. Dentre estas, mais
de 50% séo feitas pela tecnologia de subunidade proteica, vetor viral (ndo replicante)
e DNA (Organizacdo Mundial da Saude, 2023a).

Vacinas como as da Pfizer, da Moderna, CVnCoV e BNT16b2 sdo baseadas
em RNA mensageiro e visam a proteina S do SARS-CoV-2. Ja as vacinas da
AstraZeneca, Gamaleya (Sputnik V), AZD1222, e Johnson & Johnson utilizam
vetores virais para transportar genes que codificam proteinas do SARS-CoV-2.
Enquanto isso, a CoronaVac, desenvolvida pelo Instituto Butantan, Covaxin, QazVac
e KoviVac sédo baseadas em virus inativado; ja ZF2001 e Abdala sdo de proteinas
(Fiolet et al., 2022).

Quanto aos medicamentos para combater o SARS-CoV-2, ao longo da
pandemia, varios tiveram uso suspenso ou revogado pela Anvisa no Brasil, como
Banlanivimabe e etesevimab, Regkirona (regdanvimabe), Casirivimabe e
imdevimabe, Evusheld® (cilgavimabe + tixagevimabe) (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Brasil), 2024)

Os aprovados para uso de emergéncia e que estdo sendo utilizados séo:
Remdesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe, Plaxlovid (nirmatrelvir com ritonavir),
molnupiravir e tocilizumabe (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil), 2024),

0S quais estéo descritos a seguir:

¢ Remdesivir
O GS-5734, conhecido como Remdesivi,b € um éster carboxilico
(C27H3sN6s0sP) com a férmula quimica estrutural descrita (Ko et al., 2020), Figura 10.
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Figura 10 - Formula estrutural do Remdesivir.

Fonte: Pubchem (2024).

Funciona como um inibidor da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
bloqueando assim a replicacdo do genoma do SARS-CoV-2. ARdRp é um complexo
proteico utilizado pelos virus com genoma de RNA para replicar seu préprio material
genético (Ko et al., 2020; Ita, 2021).

Dentro da célula infectada, o Remdesivir € metabolizado em nucleosideo
trifosfato ativo (NTP). Esse metabdlito concorre com a adenosina trifosfato (ATP)
durante a formacdo de novas moléculas de RNA (Amirian; Levy, 2020). Este

processo € representado pelas etapas 2, 3 e 4 na Figura 11.
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Figura 11 - Mecanismo de acao do Remdesivir.

@/ @ v O\'S//
~@ A ® @ @ ”
+) RNA
1 d 5® A
ibosome
y»éo»f = ol /xd
// I '\ Replication Trancription Tmnsl;f;;gw
i &
q (( D > (+) RNA % .
\ @» J° B (+) RNA “
| (= \/ ( )RNA
©':\ o \(19: \(\;’ nsp14-ExoN
L7859 ‘Y STOP HERE')’\ ;

298z A S
Add Remdesivir
Fonte: Ita (2021).

A incorporacdo do NTP ativo na cadeia de RNA em formacao interrompe a
sintese gendmica. Embora os SARS-CoV-2 possuam mecanismos de revisdo de
RNA capazes de corrigir erros nesse processo, tornando-os, portanto, resistentes ao
Remdesivir, esse virus parece evitar esse mecanismo, mantendo assim a atividade

antiviral do farmaco (Amirian; Levy, 2020).

e Sotrovimabe

O Sotrovimabe, um anticorpo monoclonal humano, esta classificado no grupo
farmacoterapéutico de soros imunes e imunoglobulinas. Ele se liga a um epitopo na
porcdo de ligacdo do receptor da proteina espicula do virus. O dominio Fc do
Sotrovimabe sofre alteracbes nos aminoacidos M428L e N434S, aumentando a
meia-vida de eliminagdo dos anticorpos (Glaxosmithkline, 2023).

De acordo com o Ministério da Saude, o Sotrovimabe é recomendado para
tratar casos leves a moderados de COVID-19 em pacientes adultos e adolescentes
com 12 anos ou mais e peso minimo de 40 kg, que também estejam em risco de
desenvolver quadros graves da doenca (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil), 2021). No entanto, ndo € aconselhavel para pacientes hospitalizados que
necessitam de suporte de oxigénio (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil),
2021).
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e Baricitinibe
Aprovado pelo Ministério da Saude em setembro de 2021, o Baricitinibe
(Figura 12) é um inibidor seletivo e reversivel das enzimas janus quinases (JAKS),
particularmente JAK 1 e 2. Essas enzimas sao responsaveis pela comunicagao entre
células envolvidas na hematopoiese, inflamacéo e resposta imune. Indicado para o
tratamento da COVID-19 em adultos hospitalizados que necessitam de oxigénio
suplementar (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil), 2021a).

Figura 12 - Formula estrutural do Baricitinibe.
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e Paxlovid (nirmatrelvir + ritonavir)

Aprovado para uso emergencial no tratamento da COVID-19 no Brasil em
marco de 2022 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil), 2023), o Paxlovid
consiste em nirmatrelvir e ritonavir, como mostra a Figura 13(a-b). Nirmatrelvir é um
inibidor peptidomimético da protease tipo 3 do SARS-CoV-2, bloqueando sua
capacidade de processar precursores de poliproteinas durante a replicacéo viral.
Enquanto isso, o ritonavir ndo tem efeito direto sobre a protease tipo 3, mas inibe o
metabolismo do nirmatrelvir, aumentando assim suas concentracdes na célula
(Wyeth, 2022).
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Figura 13 - Formula estrutural do Plaxlovid.
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Fonte: DrugBank (2024); DrugBank (2024a).
Legenda: a) Formula estrutural do nirmatrelvir; b) Férmula estrutural do ritonavir.

e Molnupiravir

Em maio de 2022, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria autorizou o uso
emergencial do Molnupiravir (Figura 14) no tratamento da COVID-19 em pacientes
adultos que nao requerem oxigénio suplementar e apresentam maior risco de
desenvolver casos graves da doenca, quando outras opcbes de tratamento
aprovadas pela Anvisa ndo sdo acessiveis ou clinicamente adequadas (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil), 2022). Molnupiravir € rapidamente
convertido em um analogo de B-D-N4-hidroxicitidina (NHC) no plasma, sendo
ativado pelas quinases da célula hospedeira. O 5'-trifosfato ativo compete com a
RdRp viral, causando erros no ciclo de replicacdo viral e inibindo sua propagacéo
(Nishioka, 2021).

Figura 14 - Formula estrutural do Molnupiravir.
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Mecanismo de acdo do Molnupiravir que através da acdo das esterases do
plasma da célula hospedeira, é transformado em um nucleosideo ativo (-D-N4-
hidroxicitidina (NHC) e, em seguida, apoés ativacdo, em seu trifosfato (NHC

trifosfato). A RNA polimerase direcionada por RNA (RdRp) utiliza este NHC trifosfato
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como substrato em vez de citidina e uridina, gerando RNA mutante e um complexo
estavel. Como esse processo escapa ao mecanismo de revisao viral, o molnupiravir
aumenta sua taxa de mutagdo, além do limite biologicamente toleravel, levando a
sua inativagdo por estas alteracbes gendmicas serem letais (Marli et al.,, 2023),

ilustrado na Figura 15.



Figura 15 - Mecanismo de acao do Molnupiravir.
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e Tocilizumabe

Aprovado pela Anvisa em junho de 2022 (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Brasil), 2024), o Tocilizumabe, j& utilizado no tratamento da artrite
reumatoide (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil), 2023a), o qual é um
anticorpo monoclonal recombinante da classe das imunoglobulinas, direcionado
contra o receptor de interleucina humana 6 (IL-6). Durante a infecgao por COVID-19,
niveis elevados de IL-6 estdo associados a gravidade da doenca, gerados pelo
desequilibrio do sistema e sindrome respiratéria aguda grave. O Tocilizumabe é
indicado para adultos hospitalizados que estdo recebendo corticosteroides
sistémicos e necessitam de suporte de oxigénio (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Brasil), 2023a).

2.2 BIOINFORMATICA: DEFINICAO, OBJETO DE ESTUDO E HISTORIA

Todos os seres vivos S0 compostos por estruturas moleculares compostas
por lipidios, carboidratos e acidos nucleicos, as quais possuem especificidade,
estrutura e funcao distintas, de acordo com sua classe, caracterizando-as. Apesar da
grande diversidade de variabilidade genética, a informacdo da hereditariedade
encontra-se no DNA e RNA por transcricdo (mais precisamente o0 mRNA que
moldara a traducdo de proteinas — que desempenham as funcdes dentro do
organismo) (Verli, 2014).

Dentro da bioinformatica, o estudo da vida, esta relacionado as informacdes
genéticas conservadas (0 DNA, RNA e proteinas), que por sua vez estao
relacionados a producdo e manutencdo de lipidios e carboidratos, assim como
auxilio na regulacdo funcional das proteinas. Pode-se concluir, assim, que as
macromoléculas séo o alvo desta ciéncia para entendimento dos organismos (Verli,
2014).

Estas macromoléculas, sdo compostas por unidades monoméricas como, 0S
acidos nucleicos, proteinas e carboidratos. O primeiro — sintetizado a partir de
nucleotideos constituidos por trés grupos, a base nitrogenada (adenina, guanina,
citosina, uracila para RNA ou timina para DNA), carboidrato (ribose para RNA e
desoxirribose para DNA) e um fosfato (ligacdo fosfodiéster) (Verli, 2014).

Proteinas possuem 20 arranjos traduzidos diretamente do genoma por

aminoacidos, apresentando em comum o esqueleto peptidico (formado por grupo
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amino, acido carboxilico e atomo de carbono a relacionado a cadeia lateral) e se
ligam através da ligacdo peptidica. Devido sua estrutura quimica, podem ser
enantiobmeros, excepcionalmente a glicina, e sao encontrados majoritariamente na
forma levogiro, conferindo aos mesmos interacdes distintas de acordo com area da
cadeia quiral ativa com a associacéo, assim como a polaridade dos residuos (polar —

polos positivos ou negativos; apolar - aromatico ou alifatico) altamente influenciado
pelo pH (Figura 16) (Verli, 2014).

Figura 16 - Representacado das classes de proteinas.
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Diferentemente das proteinas, os carboidratos ndo estdo codificados no
genoma, contudo é o genoma que determina a expressao de enzimas que atuam na
sintese da sequéncia oligossacaridica, em especial as glicosil transferases (Verli,
2014).

Sua variedade em composicao e funcdes € vasta desde formas monoméricas
até mais de 100 unidades monossacarideos conectados por ligacdo glicosidica em
deferentes arranjos entre dois monossacarideos, sendo esta estrutura unitaria, em
maioria, formadas por 5 a 6 atomos em anéis carbdnicos, pirano (configuracdo em
cadeira ou bote torcido) ou furano (caracteristica na forma envelope ou torcida),
respectivamente, tendo equilibrio conformacional (pseudo-rotacional) em outros
estados também (Verli, 2014).

Assim, os carboidratos possuem trés classes: monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos. Ja as proteinas tem niveis de organizacdo a
partir da unido de peptideos, desde a estrutura primaria a quaternaria (Quadro 2),
aumentando a complexidade hierarquica e de equilibrio estrutural a cada nivel, este
ultimo podendo ocorrer de maneira interna por mudanca em certas regifes para
facilitar tal estabilidade ou externamente por glicosilagdo, chaperonas ou outros
fatores. Também ha mudanca de atividades desempenhadas por cada conformacéo
(Verli, 2014).

Quadro 2 - Organizacao conformacional das proteinas.

(continua)

Nivel de

enovelamento

Caracteristicas

Sequéncia linear que segue nomenclatura de cédigo de letras
(difere para os diferentes tipos de macromoléculas, DNA, RNA,
aminoacidos, sequéncia sacaridica);

o Natureza unidimensional (1D);

Primaria - . , a .
Ha interagcdo entre as moléculas da sequéncia e com o meio
circundante;

E a informac&o que define a estrutura da molécula e funcéo que

tera;
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(concluséo)

Nivel de

enovelamento

Caracteristicas

Secundaria

Apesar de inimeras composi¢cbes 1D, as estruturas geradas
pelas interagbes sdo semelhantes:

Para as proteinas, ha trés tipos conformacionais observados:
alcas (quanto maior, mais flexivel, chance superior entre as
outras duas estruturas de acomodar alteragcdes genéticas), folhas
B pregueadas e hélices;

Para os nucleotideos sdo: A, B e Z (no DNA a estrutura 2D surge
do pareamento entre as bases e RNA por interacbes entre a
propria fita (regides de bases pareadas, alcas internas, bojos
(bases nao pareadas), alcas de grampos, jungdes);

Carboidratos desenvolvem estruturas hélices, similar as
proteinas e acidos nucleicos, porem com maior variabilidade
organizacional (possivel observar na forma cristalina, em meio
biolégico sdo denominadas de algas desordenadas pelo aumento
de flexibilidade);

Terciaria

Estrutura que a partir deste grau de complexidade
conformacional, ha “ativacdo” da funcionalidade;
Fenbmeno de enovelamento a procura de um ponto de maior

estabilidade no meio biologico;

Quaternaria

N&o é um grau de organizacdo presente em todos os tipos de
biomoléculas, € vista em proteinas, acidos nucleicos;
Formam estados oligoméricos em que apresentam mais de uma

subunidade

Fonte: Verli (2014).

O entendimento da formula molecular, organizacao e reflexos destes em sua

funcionalidade séo importantes para compreensdo de como podem ser explorados

estes dados bioldgicos, afinal, para a bioinformatica, sdo a matéria-prima que

somado a estatistica e computagcdo dao vida ao processo de extracdo de

informacgdes (Lima; Cansancéo, 2022).
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Uma das formas de estudo de biomoléculas in silico é as possiveis interacdes
presentes entre moléculas, embasado no modelo de chave-fechadura e de encaixe
induzido que proporcionam a prospecgcdo de encaixe termodinamicamente
favoraveis, o que se almeja quando simulado tal interagcdo, analisando assim, como
este reconhecimento acontece, a partir da afinidade, forcas inter e intramoleculares
presentes (Van der Waals, eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio), geometria e
hidrofobicidade (Santos, 2021; De Freitas, 2022; Ferreira et al., 2015; Pietralonga et
al., 2015).

Um fator importante neste ponto sdo as propriedades fisico-quimicas das
moléculas, as quais estdo diretamente relacionadas com as interacdes
biomoleculares que podem exercer e, assim, sua atividade biolégica, como potencial
farmacolégico, de infectividade, de viruléncia ou outra finalidade intencionada
(Ferreira et al., 2015; Mbah; Okorie, 2018).

Assim, a possibilidade de modificar as propriedades a beneficio de maior
biodisponibilidade, menor toxicidade e outras propriedades pela tela do computador
através de ferramentas da bioinformatica traz uma gama de recursos a ciéncia
(Santos, 2021), as quais, s6 sao possiveis por causa da analise da ligacdo entre
receptor-ligante, referida metodologicamente pelo modelo chave-fechadura e de
encaixe induzido. Esse € um conceito basico que viabiliza todos os outros estudos
sequentes, inclusive o design de uma droga ou melhoria da mesma (Sacquin-Mora;
Prévost, 2015).

Destarte, para entender melhor como surgiu tal conceito e como 0 mesmo se
conectou a area da bioinformatica, deve-se saber que o primeiro estudioso a abordar
em seus trabalhos uma ligacdo enzima-substrato originando, a partir dessa
associagao, um complexo, foi Adrian Brown, em 1892 (Pelentir, 2021).

Contudo, somente em 1894, um grande quimico deu um significativo passo
ao entendimento mais claro da interagdo entre moléculas, Emil Fisher, “pai da
quimica orgéanica”, que anunciou a ciéncia sua descoberta sobre como as moléculas
se relacionam estruturalmente de maneira tridimensional, estereoquimica, e sobre a
chave (receptor, enzima) e a fechadura (ligante, substrato) (Tonolli; Franco; Silva,
2021).

Logo, em 1958 outro pesquisador, Daniel Koshland, observou que a interacéo
entre duas moléculas ndo ocorre de forma rigida, como Fisher previu, e sim

adaptavelmente, ao induzir uma reorganizagdo conformacional entre as substancias
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no momento de associacdo através de ligacdes fracas para torna-la mais estavel,
conhecida como “encaixe induzido” (Tonolli; Franco; Silva, 2021). Nesta hipétese, a
proteina tem dois estados, aberta e fechada, em que a primeira situacao € quando o
ligante se liga a conformacdo proteica aberta induzindo uma modificagdo
conformacional resultando na configuracéo fechada (Nussinov; Ma; Tsai, 2014).

Outra conjectura é a selecdo conformacional e mudanca populacional que
considera os diversos estados e subestados que uma proteina pode apresentar em
solucdo para que se mantenha em equilibrio, razdo pela qual durante a ligacao é
“escolhida” forma complementar e correspondente, que, ao se interagir, mudardo a
sua conformacédo para que haja uma redistribuicdo do conjunto para permanéncia
em equilibrio (Nussinov; Ma; Tsai, 2014).

Esta “seleg¢ao” trouxe a questdo da conformacao proteica e sua relacdo com a
manutencdo de sua forma mais energeticamente estavel durante interacao.
Ademais, este modelo é uma extensdo do ajuste induzido e tido como principal
mecanismo de ligacdo celular pela maioria da comunidade cientifica (Figura 17)
(Nussinov; Ma; Tsai, 2014).
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Figura 17 - Modelos de reconhecimento molecular conhecidos.
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Fonte: Nussinov; Ma; Tsai (2014).

Outras descobertas relevantes, foram a de Yeshayau Pocker, em 1960, sobre
a presenca de “niveis” de afinidade entre enzima e substratos; j& Jacques Monod,
Jeffries Wyman, Jean-Pierre Changeux relataram em sua pesquisa o modelo
alostérico, alusivo as interacdes em diversos sitios da enzima, agindo em sua
atividade bioldgica, de acordo com tal local, & exemplo de sitio ativo e alostéricos,
além da importancia dos cofatores para seu funcionamento (Tonolli; Franco; Silva,
2021).

Com o estudo de biomoléculas atreladas ao uso da linguagem computacional
para entendimento das mesmas, resultando no desenvolvimento e disseminacao da

bioinforméatica. No inicio da década de 1950, esta ciéncia foi dividida na esfera
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classica e estrutural (Figura 18), apoiada nas descobertas da estrutura do DNA por
James Watson e Francis Crick e estudos de Margaret Dayhoff (Verli, 2014), que de
1958 a 1960 conhecida como a mée e pai da bioinformética, juntamente com Robert
S. Ledley fizeram Comprotein, o primeiro software para determinagao de estrutura
primaria de proteina a partir do método de degradacédo de Edman, desenvolvido por
Pehr Edman (Gauthier et al., 2018).

Neste projeto, Dayhoff desenvolveu o cédigo de uma letra para homeacao
dos aminoé&cidos, além de lancar o primeiro livro sobre bioinformatica com 65
proteinas, levando a comunidade cientifica a questdo das proteinas serem reflexo da

evolucao (Gauthier et al., 2018).

Figura 18 - Classificagdo das vertentes da bioinformatica.
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Fonte: Prépria autora (2024).

Ja em 1970, com Michael Levitt e Arieh Warshel, a simulagdo por dindmica
molecular para compreensdo das proteinas e seus enovelamentos (Verli, 2014),
impulsionaram a bioinformatica a adentrar progressivamente no entendimento e
analises de niveis 6micos diferentes durantes os anos, desde epigendmica a

fendtipo, Figura 19.
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Figura 19 - Niveis 6micos alvo de estudos in silico por ferramentas
computacionais da bioinformatica.
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A epigendmica € embasada nos mecanismos envolvidos na expressao génica
da cromatina, eventos estes excluindo as modificacbes no DNA e considerando
mudancas epigenéticas provocadas pela metilacdo do DNA, densidade de histonas,
guestbes pos-traducionais e anormalidades no material genético como um todo,
incluindo o RNA, as quais estudam a hereditariedade, porém sem se concentrar na
heranca genética, e sim em como esta se comporta durante a vida do individuo, num
certo tempo especifico. Este campo confabula com a biomedicina na tematica da
saude, principalmente doencas degenerativas, como céancer, Alzheimer, além de
doencas neonatais, psiquiatricas e de retardo mental (Leite; Costa, 2017).

A gendmica é capaz de prover informagdes sobre mecanismos moleculares
evolutivos, sendo para a ciéncia um campo de pesquisa fundamental para
entendimento e mapeamento evolutivo e de doengas, podendo elucidar
precisamente a etiologia destas, diagndstico, toxicidade potencial, efeitos colaterais,
porém nao € possivel reconhecer mutacdo ndo sinalizada, gene néo rastreado e

caso a doencga ndo seja efeito direto da desordem genética (Angione, 2019).
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Transcriptdmica, abordagem usada para estimar expressdo dos genes, 0 que
levou a ciéncia uma compreensdo maior dos processos biologicos. Contudo, essa
tecnologia apresenta limitagbes por ndo conseguir aplica-la in situ, o que foi
contornado com uso de forma seriada em regides de interesse para reconstituir um
eixo espacial através da transcriptdbmica espacial que pode ser utilizada em testes
de hipoteses e em estudos experimentais com parametros cronoldgicos ou de
condi¢des, como ambientais e genéticas (Rao et al., 2021).

J& a protedbmica é empregada na analise dos efeitos da expressdo génica e
subsequentes alteracdes pés-traducionais nas proteinas, enquanto a metabolémica
é referente aos metabdlitos e reacdes metabdlicas celulares, ja o fenétipo, é o
observavel de uma célula, fruto das interacdes complexas e 0s ciclos responsivos
das camadas 6micas sob influéncia das desordens ambientais (Angione, 2019).

Hoje, a abordagem utilizada € a multibmica pela possibilidade de se
considerar os efeitos conjuntos das interacdes na analise, embora haja possibilidade
de estudar uma camada sozinha, limitado por ndo conseguir alcancar correlagéao
representativa no fenétipo observavel (Angione, 2019).

Para entendimento de como utilizar tais abordagens (Figura 20) pode ser visto
no fluxograma o alvo biolégico e quais os passos para estuda-lo através da

bioinformatica.
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Figura 20 - Fluxograma dos passos de estudo in silico de alvo bioldgico.
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2.2.1 Docking molecular: definicdo e aplicabilidade

Com os progressos da biologia molecular e o avango nos métodos de
purificacdo de proteinas, cristalografia por difracdo de raios X e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, os procedimentos de docking emergiram como uma
ferramenta crucial na descoberta de novos farmacos. Gracas a essas técnicas
avancadas, foi possivel elucidar a estrutura de diversos receptores biolégicos. Na
atualidade, existem bancos de dados de estruturas bioldgicas, a exemplo do Protein
Data Bank (PDB), que disponibilizam estruturas proteicas e de acidos nucleicos em
trés dimensdes, de forma publica e gratuita (Meng et al., 2011).

Conhecido como ancoragem, atracamento, acoplamento ou docking
molecular (Santos, 2021), € um procedimento computacional que simula a interagao
entre duas moléculas, formando complexos proteina-ligante ou proteina-proteina
(Verli, 2014). Ele gera previsdes sobre o comportamento de uma molécula em nivel

atdmico e interacdo com receptor, descrevendo a conformacdo e a orientacdo do
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ligante no sitio ativo e, consequentemente, avaliando a afinidade da ligacdo pela
energia de ligacao entre o receptor-ligante (Kitchen et al., 2004; Rodrigues, 2019).

De acordo com Alencar (2020), para um docking bem sucedido, deve-se
realizar triagem virtual (Virtual screening), predicdo da pose e estimativa de afinidade
do complexo. Para tanto, a triagem virtual consiste no uso de compostos com
atividade bioldgica ja conhecida para determinada acéo preterida e, a partir disso
uso de banco de dados para identificagdo de moléculas com semelhante estrutura
(Rodrigues et al., 2012).

A predicao conformacional é feita a partir do programa elegido para efetuar o
atracamento molecular, o qual usa parametros codificados em seus algoritmos para
predicdo, em especial estes dois: algoritmos de busca e fun¢cdes de pontuagéo (De
Alencar, 2020). O algoritmo em que no Autodock é o genético Lamarckiano que age
na otimizacdo do posicionamento dos ligantes no sitio do receptor através da busca
de minimos locais e globais de energia, ou seja, explora diferentes conformacdes e
orientacdes dos ligantes dentro da proteina alvo até que se alcance uma
convergéncia para a energia minima, considerando, para tanto a entropia e entalpia
do sistema (Fernandes E Silva et al., 2023; De Alencar, 2020; Agu et al., 2023;
Pagadala; Syed; Tuszynski, 2017).

As funcdes de pontuacdo avaliam a afinidade da interacdo do complexo
ordenando as poses de acordo com a energia livre de ligacdo e classificando-as a
partir da soma de interacdes eletrostaticas e de van der Waals por exemplo, além de
identificar os modos de ligacdo mais favoraveis do ligante ao receptor visando
complementariedade entre estrutura e interacfes especificas do sitio de ligacdo do
receptor e do ligante (Fernandes E Silva et al., 2023; De Alencar, 2020; Agu et al.,
2023).

Desta forma, ao avaliar as diferentes conformacfes espaciais do ligante, é
possivel identificar a conformacdo mais provavel para seu acoplamento ao sitio ativo
da proteina alvo (Huey et al., 2007). No AutoDock este céalculo de energia de

afinidade do complexo é sustentado pela equacgéao (I):

C = > fiig (ri)) )

i<j
em que € a soma sobre todos os pares de atomos que podem mover-se entre si,

normalmente com excecédo de 1 a 4 interacdes, referente a atomos separados por 3
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ligagOes covalentes consecutivas em cada atomo i € atribuido a um tipo de ti, e um
grupo simétrico de funcdes de interagéo fij em relagéo a distancia interatdmica ri
(Trott; Olson, 2010).

Em que, resumidamente, este valor pode ser tido como a soma de
contribuicdes intermoleculares e intramoleculares, equacao (ll), com o fim de

encontrar o minimo global de c pela energia de ligacao livre (Trott; Olson, 2010).

C = Cinter * Cintra (”)
onde Cinter Sa0 contribuicbes intermoleculares e cinra SA0 contribuicdes

intramoleculares (Trott; Olson, 2010).

A energia livre de ligagédo ou energia livre de Gibbs de ligacao (AGiig) refere-se
a diferenca entre as energias do ligante e da proteina isolados bem como a energia
do complexo proteina-ligante formado ap6s o acoplamento, em que sdo previstas,
inicialmente, as variagdes da energia intramolecular das moléculas isoladas e, em
seguida, sdo avaliadas as variacbes de energia intermolecular resultantes da
formacédo do complexo proteina-ligante o (Huey et al., 2007).

Ou seja, € calculada para cada conformacdo, sendo mais estavel a interacao
receptor-ligante o quao menor, mais negativo, o valor obtido (Kitchen et al., 2004;
Fernandes E Silva et al., 2023; Da Silva, 2017; Rodrigues et al., 2012; De Alencar,
2020), equacao (IIl) e (IV).

AGiig = AH - TAS (1)

AGiig = - RTInKeq (V)
onde AH significa variacao da entalpia; T é temperatura absoluta em escala Kelvin;
AS é variagdo de entropia; R € constante universal dos gases e Keq é constante de
equilibrio de ligacdo de uma possivel reacao (De Alencar, 2020).

Além disso, para realizagdo docking molecular, neste trabalho é usado o
AutoDock Tools 4 para realizagdo do preparo dos receptores a partir do uso de
mapas de interacdo para acoplamento geradas pelos céalculos do programa
AutoGrid. Essas grades (grid) de energia sdo calculadas previamente para

interacdes entre os &tomos do ligante e do receptor, sendo posteriormente utilizadas
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pelo programa AutoDock Vina 1.2 para execucdo da anconragem (Seeliger; De
Groot, 2010; Kitchen et al., 2004).

E interessante apontar, dentre as principais aplicacbes desta ferramenta
computacional, estd a prospeccdo de medicamentos por permitir racionalizar a
atividade dos ligantes com o receptor de interesse e triagem virtual de estruturas,
reconhecer ligantes que interajam com varios alvos (polifarmacologia), além do
reposicionamento de medicamentos ja em uso encontrando novos alvos viaveis para

administracdo do medicamento, Figura 21 (Pinzi; Rastelli, 2019).

Figura 21 - Aplicacdes do docking molecular.
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Fonte: Pinzi; Rastelli (2019).

2.2.2 Bioisosterismo: defini¢cao, historia e aplicabilidade

O Dbiosisterismo € uma abordagem computacional com finalidade da
modificacdo de compostos promissores (lead compound) para gerar medicamentos
mais eficazer, seguros, além de economicamente e terapeuticamente mais atrativo
(Jayashree; Nikhil; Paul, 2022).
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E subdividido em duas classes, Figura 22 e Tabela 1, bioisosterismo classico
fundamentado na camada de valéncia semelhante de atomos, grupamentos, anéis
aromaticos ou radicais isostéricos, desta forma tem-se: &tomos e grupos
mono/di/tri/tetravalentes, e anéis equivalentes; e o ndo classico, em que se baseia
em mudanca de grupos funcionais que possuem caracteristicas estruturais
equivalentes, retroisosterismo alterando a posicdo dos grupos guncionais
possibilitando uma alteragdo no modo de interagdo com receptor, abertura e
fechamento de anel, além de biéforos (pontos) isostéricos que sdo subunidades de
estruturas com sitio de ligacdo correspondente aos

(Nascimento, 2017; Elias, 2018; Jornada, 2015).

receptores biolégicos

Figura 22 — Representacdo esquematica dos tipos de bioisosterismo.

BIOISOSTERISMO

S

Classico Nao-classico

= Atomos e grupos monovalentes:
= Atomos e grupos divalentes;

= Atomos e grupos trivalentes;

= Atomos e grupos tetravalentes;
= Angis equivalentes.

= Funcional (grupos funcionais);
= Retro-isosterismo;

= Bidforo (pontos) isostéricos;

= Anelacao e retro-anelacao.

Fonte: Galo (2012).

Tabela 1 - Bioisdsteros classicos e nao classicos.

(continua)
Classicos
Monovalentes Divalentes Trivalentes Tetravalentes
-F -SH -CHo- =CH- =C=
-OH -PH2 -O- =N- =Si=
-NH; -SiHs3 -S- =pP- =N* =
-CHs -SR -Se- =As- =p*=
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(concluséo)

Monovalentes Divalentes Trivalentes Tetravalentes
-OR -Br -Te- =Sb- =As* =
-Cl - =Sh* =
Nao Classicos
-CO- -COOH -SO2NH: -H -CONH- -COOR- -CONHz
-CO»- -SOsH -PO(OH)NH2 -F -NHCO- -ROCO- -CSNHz
-SO- Tetrazola
-SO2NR- -SO2NHR -OH -catecol
-CON- -3 hidrox.- _CHoOH _benzimidazol
-CH(CN)- hziélroxicromano -NHCONH.
R-S-R' =N- -NH-CS-NH: -CsHaN
(R-O-R)
R-N(CN)-R' C(CN)= “NH- _CeHs
C(=CHNO2)NH:
R-C(CN)(CN)-R' E:4H4NC4H4S
-halogénio
-CFs
-CN
-N(CN)2
-C(CN)s

Fonte: Adaptada de Barreiro; Fraga (2015); Jornada (2015).

Surgiu no inicio do século XX, por Langmuir, como isosterismo através de seu

estudo de diversas moléculas que apresentam propriedades fisico-quimicas

semelhantes. Somente na metade do século com Friedman, que surgiu a

possibilidade de estudar fatores biolégicos similares ou antagonistas em moléculas

nao correlacionadas. Hoje, este conceito vai além e tem como parametros

empregados aos bioisosteros, formato e volume molecular parecidos, distribuigéo

eletrbnica, propriedades fisicas comuns, em adicdo aos parametros dos compostos

ter que conseguir interagir com a mesma molécula alvo, isto €, atividade biolégica
analoga (Elias, 2018).
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E, quanto sua aplicabilidade, € uma ferramenta muito usada na éarea da
farmacologia para aprimoramento dos atributos farmacocinético e farmacodinamico
das moléculas (Elias, 2018), otimizando hit-to-lead para refinar estes candidatos e os
tornar mais promissores e seletivos (Vairoletti et al., 2022), seu uso € amplo em na
evolucdo molecular de varias classes de drogas (Figura 23) (Jayashree; Nikhil; Paul,
2022).

Figura 23 - Classes de drogas em que o bioisosterismo pode ser aplicado.

Antibacterial Sulphonamides
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‘\\ / Antivirals
Bioisosterism /
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Antifungals

\\‘ Fluoroquinolones

Anthelmintics

Barbiturates

Local Anaesthetics

Fonte: Jayashree; Nikhil; Paul (2022).
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3 METODOLOGIA

As etapas dos processos metodoldgicos realizados neste estudo seguem o
passo a passo ilustrado na Figura 24.

Figura 24 - Ordem das analises no projeto.

Triagem do Andlise do Docking ADMET e - .
. Bioisosterismo
receptor receptor Molecular drogabilidade
« Literatura + Discovery Studio « AutoDock Tools 4 « SwissADME * MB-Isoster
2021 ) * AutoDock Vina 1.2 + pkCSM
+ LigandScout 4.5 . theratuta atrelada + Discovery Studio * Protox 3.0
aa docking 2021 Client + Molsoft
molecular « Osiris Property
Explorer

+ ADMELab 2.0
Fonte: Prépria autora (2024).

3.1 TRIAGEM DOS RECEPTORES

A definicdo do receptor para pesquisa in silico foi realizada por meio da
literatura, em que se usou banco de artigos, como Pubmed
(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/) e Science Direct (https://www.sciencedirect.com/),
para busca de regido com alta conservacao genémica dentre as variantes do SARS-
CoV-2 a partir do parametro de pressao seletiva.

Para este estudo bibliografico, as palavras-chave usadas foram: “selection
pressure” AND “SARS-CoV-2” OR “selective pressure on SARS-CoV-2 proteins” OR
“seletion pressure calculation” AND “SARS-CoV-2”". Em seguida, com os resultados
obtidos na pesquisa, foi adicionado como fator decisivo a importancia da proteina
para o processo infeccioso viral. Posteriormente a escolha do receptor, seguiu-se
para obtencdo da estrutura tridimensional no banco de dados PDB (Protein Data
Bank) em formato .pdb (De Souza, 2015).


https://www.sciencedirect.com/
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3.2 ANALISE DOS RECEPTORES

Com a sequéncia selecionada e em formato .pdb, realizou-se analises fisico-
quimicas de hidrofobicidade pelo software gratuito Discovery Studio 2021 Client, o
qgual mostra qualitivamente o resultado por colorimetria, as regides mais hidrofébicas
e mais hidrofilicas, a fim de observar regides na superficie proteica ideais para
serem drogadas, de acordo com sua hidrofobicidade (Baroroh et al., 2023); e de
drogabilidade do receptor por meio do software pago LigandScout 4.5 (Wolber;
Langer, 2005), o qual realiza a previsdo de bolsas do alvo farmacéutico e subbolsas
de ligacdo, além da capacidade de sua drogabilidade por meio de analises fisico-
quimicas qualitativa através de dois fatores internos de analise ajustaveis:
enterramento e limite (Ricci et al., 2022).

O enterramento é calculado para cada ponto da grade, e agrupamentos de
pontos sdo realizados para definir as cavidades. Isosuperficies sdo entdo usadas
para representar essas bolsas. No final do processo, o LigandScout 4.5 conta o
namero de grades em cada bolsa (referido como: cluster ou pocket também) para
determinar sua viabilidade como alvo de drogas, no qual a definicdo do valor minimo
necessario para considerar um ponto da grade durante o agrupamento € ajustavel,
porém foi utilizado o valor padrdo: 0.50, enquanto o parametro limite, com valor
padrdo: 0.30 selecionado, especifica o tamanho minimo do cluster para avaliar se
uma bolsa pode ser considerada como alvo de drogas (Ricci et al., 2022).

O resultado de drogabilidade é qualitativo, ou seja, visual, indicada por areas

drogaveis em cor laranja e em cinza, areas com limitacao (Ligandscout, 2024).

3.3 TRIAGEM DAS MOLECULAS LIGANTES

A triagem de moléculas ocorreu por triagem virtual (virtual screening)
(Rodrigues et al., 2012). Primeiro, realizou-se analise bibliografica de compostos
com fungdo antiviral conhecida, foi utilizado banco de artigos, como Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Science Direct (https://www.sciencedirect.com/)
para realizar esta triagem inicial usando as seguintes palavras-chave: “antiviral
molecule”. Depois de selecionada diversas moléculas, usou-se banco de dados para
realizar o download dos ligantes em formato .mol nas plataformas online gratuitas:

Uniprot  (https://www.uniprot.org/), ZINC data-base (https://zinc.docking.org/),


https://www.sciencedirect.com/
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Drugbank (https://go.drugbank.com/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
(Fang, 2012). Posteriormente, com o uso do Autodock Vina 1.2, foi feita o estudo da
bioatividade por meio da ancoragem molecular, em que o ligante com interagdo mais

estavel com o receptor foi selecionado para desenvolvimento desta pesquisa.

3.4 DOCKING MOLECULAR

Docking molecular tem o objetivo de prever a conformacéo fornecendo o grau
de afinidade do ligante com o receptor, em que, ilustradamente, o primeiro identifica
0S encaixes mais estaveis energeticamente e o segundo € por célculo de
aproximagdo que considera o tamanho do ligante, energia interna de interagao,
posicdes atomicas e flexibilidade (Neis, 2019).

O procedimento adotado considerou o receptor rigido, sem alteracbes nas
posicoes dos atomos da proteina, e o ligante com flexibilidade permitindo dez graus
de liberdade. Para realizagdo do docking molecular usou-se tanto do AutoDock
Tools 4 quanto o AutoDock Vina 1.2, o primeiro para o tratamento dos receptores e 0
segundo para realizacdo da andlise de ancoramento, adaptada de Maia (2013); De
Souza (2015); Fernandes E Silva e colaboradores (2023).

A primeira etapa, preparo de receptor, consiste em ajustar o arquivo obtido no
banco de dados com delecdo de residuos de 4gua, checagem de atomos faltantes
(missing atoms), adigdo de hidrogénio ao receptor e carga de Kollman, finalizando
com a exportacdo do arquivo em formato .pdbgt. Ainda no AutoDock Tools 4, é
necessario analisar a caixa (grid) e reservar as coordenadas selecionadas para
configuracdo da pasta do docking, neste trabalho usou-se o docking exploratorio,
sem sitio marcado com o grid englobando todo o receptor de modo centralizado, as
coordenadas cartesianas x, y, z foram 126A x 126A x 126A.

Em seguida, os ligantes passaram por processo de preparacdo também, os
quais foram convertido para formato .pdbgt com o Discovery Studio 2021 Client e
adicionados na pasta do docking. Apdés, a organizacao do receptor e ligante é feito o
docking molecular em si e a partir do algoritmo genético lamarckiano (LGA) para
simulacéo foi obtido as 10 melhores conformag¢des de cada complexo ancorado com

maior estabilidade energética na interagéo do receptor com o ligante.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Estes complexos com maiores niveis de afinidade foram avaliados no
Discovery Studio 2021 Client com a analise do Diagrama 2D geracdo das imagens

dos complexos (Humphrey; Dalke; Schulten, 1996; Pawar; Rohane, 2021).

3.5 PERFIL FISICO-QUIMICO, FARMACOCINETICO E TOXICOLOGICO (ADMET)
E DE DROGABILIDADE

As analises de perfil fisico-quimico, ADMET e de drogabilidade,
metodologicamente, foram adaptadas de Rodrigues (2019); De Oliveira (2023); Bai;
Geethavani; Ramakrishna (2022); Silva (2015); Preethi et al. (2021); Dulsat e
colaboradores (2023).

Inicialmente, preparou-se os ligantes convertendo-os para o formato aceito
em todas as plataformas usadas, de .mol para SMILES com o software gratuito
Open Babel 3.0 (Apéndice A). Em seguida, foram usadas diversas plataformas
online gratuitas para obtencdo dos parametros referente a cada andlise (Tabela 2),
como SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina; Michielin; Zoete, 2017),
pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction) (Pires; Blundell; Ascher,
2015), ProTox 3.0 (https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound_input)
(BANERJEE et al., 2024), Molsoft (https://molsoft.com/mprop/) (Lane et al., 2013),
Osiris Property Explorer
(https://www.cheminfo.org/flavor/cheminformatics/Utility/Property_explorer/index.html
) (Sander et al., 2009) e ADMETLab 2.0

(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index) (Xiong et al., 2021).

Tabela 2 - Plataformas utilizadas e respectivas analises extraidas.

(continua)
Osiris
SwissADME | pkCSM ProTox 3.0 Molsoft Property ADI\;I%Lab
Explorer :
MM nOH Refratividade Férmula Drug score
molar molecular
NUum. atomos nOHNH Carcinogénese pKa Cl
Drug-likeness
Log S Log P LDso e core t1

LR Caco-2
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(concluséo)

Osiris
SwissADME | pkCSM ProTox 3.0 Molsoft Property
Explorer

ADMELab
2.0

Viol. RO5 HIA
Viol. Veber
TPSA AMES
Fsp® hERG |
P-gp hERG II
HOB
CYP1A2
CYP 2C19
CYP 2C9
CYP 2D6
CYP 3A4

Fonte: Prépria autora (2024).

Legenda: As andlises na cor verde representam as andlises fisico-quimicas; em azul: absor¢éo; em
laranja — distribui¢céo; em roxo — metabolismo; em preto — eliminacdo; em vermelho —
toxicidade.

Os resultados foram comparados com 0s parametros pré-estabelecidos pelas
regras de Lipinski e Veber (Rodrigues, 2019; De Oliveira, 2023). Para o célculo de
absorcdo oral tedrico (%ABS), seguiu-se a Equacao (V) (Medeiros et al., 2020;
Kumar et al., 2020).

%ABS = 109 - (0.345 x TPSA) V)
onde %ABS é a porcentagem de absorcdo oral teérico e TPSA € a area da

superficie polar topolégica.
3.6 ANALISE DE BIOISOSTERISMO

O software MB-Isoster funciona da seguinte maneira, € necessario a adicdo
da molécula em formato .pdb para estudo, apds é necessario a selecdo do ponto,
regido do ligante a ser otimizado pelo programa. Com isto, 0 programa gerara 8

isésteres como resultado, os quais podem, caso 0 usuario deseje, passar por um
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filtro interno fundamentado na regra dos cinco de Lipinski (RO5) e, prontamente ser
salvo os isoOsteres escolhidos em formato .pdb para uso em andlises posteriores,
adaptado de Elias (2018); Borba e colaboradores (2023); Elias; De Oliveira; Da
Silveira (2018).

Assim, com a finalidade de aprimorar parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos do ligante que apresentou um complexo receptor-ligante mais
estavel, foi estudado as intera¢cdes moleculares deste com o receptor e selecionadas
as regibes com maior estabilidade para uso no MB-Isoster. A finalidade da escolha é
a melhora seu perfil de atuacdo, resultando em um complexo mais favoravel
energeticamente.

Desta forma, a primeira etapa foi estudar a molécula ligante e definir o(s)
ponto(s) em que sera feita a analise. Em seguida, com o software gratuito MB-
Isoster, abriu o ligante e selecionou o(s) ponto(s) e deu inicio a execucdo da
producdo de 8 isOsteres pelo software, os quais ndo foram passaram pelo filtro da
regra dos cinco de Lipinksi (RO5), pois, serd feito a triagem dos mesmos
considerando os resultados de interacdo provenientes do docking molecular, além
do perfil fisico-quimico, farmacocinético e de toxicidade, para comparacdo com a

molécula percursora da analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a selegcéo do receptor, a medicdo da pressédo seletiva foi fundamental
para compreender, evolutivamente, o nivel conservativo das proteinas virais, ao
apresentar resultado negativo exprime um alto nivel de preservacao, que significa
preservacdo da estrutura e funcionalidade, como as areas de codificacdo
sobrepostas; e, quando positivo, estd mais suscetivel a modificacdes estruturais e
de funcionalidade pela mutabilidade viral, normalmente é referente a proteinas de
superficie e regides com exposicao interativa com outras moléculas do sistema
imune do hospedeiro (Rubio et al., 2023).

Assim, com o estudo de Presti; Rezza; Stefanelli (2020) sobre a presséo
seletiva das proteinas: NSPs (NSP: 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11,12), helicase, protease do
tipo 3C (3C-like proteinase), exoribonuclease 3'-5' (ExoN), endoRNase, 2-O-ribose
metiltransferase, metiltransferase, glicoproteina de superficie, espicula, ORF3a,
envelope, membrana, ORF6, ORF7a, ORF8, nucleocapsideo e ORF10, em que para
definicdo destes subconjuntos de sequéncias de proteinas passaram pela exclusao
de sequéncias curtas ou com alta nivel de codigos ambiguos (Apéndice B).

A partir dos resultados obtidos, em que a NSP9 ndo apresentou sites com
pressdo seletiva positiva e negativa, resultado comum as NSP7 e NSP8, foi
analisado a acéao viral da proteina para escolha do receptor, assim, o fato da NSP9
atuar como um cofator importante no processo infeccioso viral e ser altamente
conservada e participar do processo de sintese do RNA viral, além de,
evolutivamente, ser uma selecéo purificadora (Gupta; Gupta; Bhatnagar, 2024), a fez
ser selecionada.

Em seguida, foi feito o estudo de hidrofobicidade e drogabilidade do receptor
(Figura 25(a-b)).
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Figura 25 - Analises de drogabilidade e hidrofobicidade do receptor, a
NSP9.

b)

Fonte: Prépria autora (2024).

Legenda: a) Perfil de hidrofobicidade da proteina NSP9. As setas mostram as regifes
mais hidrofébicas; b) Andlise de drogabilidade do receptor. As setas mostram
regido em cor cinza, que representa ser uma area com drogabilidade limtada;
Cédigo da NSP9 no PDB: 6W4B.
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Analisando o receptor, conforme Amador et al. (2018), as areas mais
hidrofébicas das proteinas, localizadas mais internamente em sua estrutura, Sao
conhecidas por serem sitios cataliticos. Assim, a partir da Figura 25(a), é possivel
observar em azul estas areas mais hidrofilicas e nas regifes proximas ao tom
avermelhado, a hidrofébica (indicadas com uma seta na figura), esta ultima é
priorizada, pois um baixo valor de hidrofobicidade interfere na formacdo de um
ndacleo globular estavel, um dos principais fatores para a causa da desordem
intrinseca (Nicolau Junior, 2013).

Na figura 25(b) € possivel observar os resultados da analise de drogabilidade,
que a partir dos parametros ajustaveis de enterramento e limite conseguem
identificar cavidade acessiveis na proteina, as bolsas (Ricci et al., 2022), estas sao
identificadas qualitativamente em duas classes, drogaveis (que aparece a cor laranja
em volta da proteina indiciando a regido) e com restricdo por serem consideradas
pequenas demais para acomodar ligante (na cor cinza) (Ligandscout Tutorial, 2024).
Como resultado para o receptor NSP9, pode-se observar area cinza, o que denota
limitacdo de drogabilidade, em uma regido da proteina que, em contraste com a
Figura 25(a), € uma area hidrofébica.

Como etapa subsequente, fez-se a triagem dos ligantes, sendo o &cido
micofendlico o que se destacou dentre os demais. Na Tabela 3, pode-se observar as

informacgdes estruturais e de obtencgao.

Tabela 3 - Informacd@es referentes ao melhor ligante obtido no docking molecular, o
acido micofendlico.

) Codigo de
Estrutura Formula molecular Local
acesso
OH
CH,4 Qo
HO N
O C17H2006 Drugbank DB01024
O o)
éHs CH,4

Fonte: Prépria autora (2024).

O acido micofendlico possui acéo antiviral conhecida para febre Oropouche,
expondo potencial contra 0 SARS-CoV-2 (Livonesi, 2006). E o ligante que interagiu

de maneira mais estavel energeticamente com a NSP9 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultado da duas melhores conformacdes produzida a partir do docking

molecular.
Energia de ligacéo Constante de Ligacdes de hidrogénio
Complexo .
(kcal/mol) inibicao (uM) (receptor-ligante)
B:ARG40:0 — 0:H39
la -6,65 13,32
B:ARG40:HH11 — 0:06
1b -7,19 5,36 B:ARG40:HH11 - 0:06, O5

Fonte: Prépria autora.
Legenda: Cédigo Drugbank: DB01024.

Dentre as 10 conformacdes geradas pelo docking, as duas melhores estédo
expostas na Tabela 4. E possivel observar os parametros de energia de ligagao,
constante de inibicdo e ligacbes de hidrogénio. A energia de interacdo receptor-
ligante, prediz que quanto menor for seu valor, mais estavel a interacdo do complexo
sera, pois reflete em um minimo gasto energético para que se mantenham na pose
formada no complexo, isto €, mais favoravel serd o contato entre as moléculas e a
ligagcao resultante (De Souza, 2015).

A constante de inibicdo € referente a forca de interacdo entre a proteina e o
ligante, representa o quanto o ligante é capaz de inibir a atividade do alvo
farmacoldgico, o ideal que seja o menor possivel, dado que a probabilidade de
dissociagdo sera menor e, consequentemente, a inibicdo maior (Demir et al., 2022;
Pandey; Verma, 2020).

Ja ligacdo de hidrogénio é muito importante no encaixe molecular, em razéo
do mecanismo de estabilizacdo e de afinidade de ligacdo, além do seu papel na
atividade biologica por estar acompanhada de interacdes hidrofébicas que
influenciam no comportamento do complexo (Verma et al., 2023; Sindhuja; Karnan;
Gayathri, 2024; Maganhi, 2009; De Souza, 2015).

Assim, de acordo com os parametros de interacdo por docking molecular, o
complexo 1b mostra-se com maior potencial, apesar de nao ter menos ligacdo de
hidrogénio que o complexo la, em funcdo do valor da energia de ligacdo e de
inibicdo pelos valores minimos que refletem em uma maior proximidade do receptor.
Adicionalmente aos resultados de docking molecular, o diagrama 2D e a posi¢ao dos

complexos podem ser observados nas Figuras (26(a-c) e 27(a-c)).



Figura 26 — Visualizacao das interacdes receptor-ligante do complexo la.

b)
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Fonte: Prépria autora (2024).
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Legenda: (a) Visualizagao da interagdo entre ligante e receptor; (b) Visualizagao dos residuos do
receptor que interagem com o ligante; (c) Diagrama das ligagdes do complexo.

A partir das andlises complementares sobre as interacbes presentes no

complexo la, Figura 26(a-c), é possivel observar uma identificacdo de uma ligacdo

desfavoravel doador-doador (unfavorable donor-donor) na legenda da analise,

apesar da mesma nao aparecer no grafico. A formacdo de qualquer ligacdo

desfavoravel dentro do complexo proteina-ligante diminui sua estabilidade, pois

essas ligacbes implicam em forcas de repulsdo entre moléculas e atomos

(Dhorajiwala; Halder; Samant, 2019).



Figura 27 — Visualizacao das interacdes receptor-ligante do complexo 1b.

b)
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Fonte: Prépria autora (2024).
Legenda: (a) Visualizagdo da interagdo entre ligante e receptor; (b) Visualizagao dos residuos do
receptor que interagem com o ligante; (c) Diagrama das ligagfes do complexo.

Na Figura 27(a-c) € possivel observar um complexo receptor-ligante mais
estavel comparativamente ao complexo 1a, pela ndo presenca de interacdes nao
favoraveis. Dentre as interagdes intermoleculares, em especial, a interacdo de
hidrogénio, no residuo ARG40 da cadeia B do receptor foi visto em todos resultados
com este ligante, reforcando ser um residuo de amino&cido promissor do receptor.

Adentrando mais sobre o acido micofendlico, de nhome comercial: Cellcept®,
Myfortic®, Micoimmun® e Mofilen®, e como principio ativo: o micofenolato de mofetil
e micofenolato de sédio (Agéncia Europeia de Medicamentos, 2024; Brasil, 2013). E
um medicamento com atuagdo como imunossupressor em transplantes para
prevencao aguda e cronica de rejeicdo, agindo como inibidor enzimatico da inosina-

monofosfato desidrogenase (IMPDH), restringindo a sintese de nucleotideos de
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guanosina e, suspendendo a divisdo de diversas linhagens de células (De Oliveira,
2012; Siebert et al., 2017).

Além de sua conhecida acdo antiviral, possui outras, como antifingica,
antibacteriana e anticancerigena (Siebert et al., 2017). E, como caracteristicas,
possui a de ser seletivo, um inibidor reversivel e ndo competitivo (De Oliveira, 2012).

O uso de uma molécula para fins farmacologicos, independente da origem
(fonte natural, de sintese quimica ou protétipo molecular), o “Lead compound”
(molécula com bioatividade promissora com necessidade de otimizacdo) busca
melhorias por alteracdo quimica para adequacdo as propriedades aceitaveis para
um farmaco, como maior seletividade, efeito e menor toxicidade. Um exemplo da
importancia do estudo de suas caracteristicas € de que mudancas fisico-quimicas
podem alterar comportamento farmacocinético e torné-la inapropriada para uso oral.
Suas especificidades estéo relacionadas a estrutura quimica e sdo responsaveis por
direcionarem o0 pesquisador quanto a acdo da droga e viabilidade do seu uso
(Santos; Gonsalves; Araujo, 2018; Silva, 2015).

Em 1997, Lipinski e colaboradores do grupo Pfizer investigaram mais de dois
mil farmacos, especificamente propriedades fisico-quimicas necessarias ao farmaco
para uso oral, como bom nivel de solubilidade em agua e capacidade de permear no
intestino (Santos; Gonsalves; Araujo, 2018; Lipinski, 2004). A Regra dos 5 de
Lipinski (RO5) foi criada num contexto em que houve uma exacerbada criacdo de
compostos com grande variacdo de propriedades fisico-quimicas, assim, esta
metodologia visa direcionar o comportamento quimico no sentido que tenha maior
probabilidade de ser viavel seu uso na farmacologia (Lipinski, 2004). E fatidico que
resultados satisfatérios no RO5 ndo garantem um status de drug-like semelhante,
porém sua aprovacdo esta associada a 90% de ativos que chegaram ao status
clinico fase Il (Lipinski, 2004).

Especificamente, os parametros analisados sdo massa molecular (MM) com
limite de 500 Dalton permitindo permeabilidade da molécula dentre as membranas
celulares; Log P (logaritmo do coeficiente de distribuicdo), coeficiente de particéo,
gue quantifica o nivel lipofilicidade com intervalo ideal de 1 a 5, a nao
correspondéncia é indicio de toxicidade; e ja os aceptores (nOH) e doadores
(nOHNH) de hidrogénio, respectivamente deve ter valor igual ou menor que 10 e 5,

esta relacionado com as interacbes com moléculas de agua, a qual deve apresentar
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baixo valor para que ndo afete o processo farmacocinético da absorcéo (Silva et al.,
2022; Ullah et al., 2019; Kerns; Di, 2008).

A regra de Veber, usa propriedades relacionadas com a regra dos cinco
(RO5) que associam especificidade quimica com a biodisponibilidade oral em ratos,
colaborando para o entendimento global sobre a potencialidade farmacologica.
Dentre eles, tem a ligacéo rotacional (LR), relacionada com investigacao das regides
da estrutura molecular energeticamente mais favorecidas, quanto maior o nimero de
ligacdes, menor a afinidade de interacdo do ligante e acima de 10 j4 afeta a
biodisponibilidade oral em ratos (De Oliveira, 2023; Lipinski, 2004).

E area da superficie polar topolégica (TPSA, em inglés Topological polar
surface area) que descreve a absorcdo farmacologica a partir da assimilacao
intestinal, penetrabilidade hematoencefélica e biodisponibilidade (Medeiros et al.,
2020). Caso, em conjunto com a MM, tenham valores altos impactam negativamente
na permeabilidade, valor ideal do TPSA menor ou igual 140A (Ullah et al., 2019;
Medeiros et al., 2020).

Outros parametros de andlise fisico-quimica s&o: refratividade molar,
desejavel entre 40 a 130, refere-se ao tamanho da molécula, o volume molar
corrigido pelo indice de refracional, a qual estd diretamente envolvida na estrutura
tridimensional e no ajuste do composto ao sitio receptor (Ullah et al., 2019; Barbosa,
2020); pKa, chave para compreensdo do efeito do pH sobre caracteristicas fisico-
quimicas, como lipofilicidade, solubilidade e metabolismo e, assim, orientar o design
do novas drogas, espera-se que acidos nao tenham pKa<4 e bases pKa>10 (Cruciani
et al.,, 2009; Comer; De Karl, 2003; Manallack, 2007); o log S (logaritmo da
solubilidade) informa a solubilidade em 4gua do composto, no modelo ESOL é uma
relacdo linear entre log P, massa molecular, ligacdes rotativas e fracdo de atomos
pesados aromaticos, idealmente deve estar abaixo de 6 (Daina; Michielin; Zoete,
2017)

O drug score (traducéo: Pontuacdo de farmacos) € o atributo que combina
informacgdes de predi¢cdo de similaridade, polaridade, solubilidade, massa molecular
e riscos toxicolégicos para calcula-lo, variando de 0 a 1, preferivel o mais préximo de
1 e corresponde a potencialidade de qualificagdo de um composto como droga (De
Brito, 2011; Medeiros et al., 2020); e drug-likeness score (traducdo: Predicdo de
similaridade) que qualifica o potencial da molécula ser um farmaco por seus

grupamentos em comparagdo ao banco de dados quantificando-as, preferivel valor
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positivo, e qualificando-as em duas classes: medicamentosas (drug) e néo
medicamentosas (non-drug) (Medeiros et al., 2020; Silva, 2015; Lee et al., 2022;
Caiana; De Medeiros Filho; De Freitas, 2019).

Tendo como base estas propriedades fisico-quimicas e os resultados obtidos
do ligante acido micofendlico, Figura 28(a-b), pode-se observar as caracteristicas da

acido micofendlico (MPA) e drogabilidade.

Figura 28 - Caracteristicas da molécula acido micofendlico e potencial de
drogabilidade.

(continua)
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Fonte: Prépria autora (2024).
Legenda: a) Grafico de drogabilidade do composto; b) Gréfico do perfil fisico-quimico.

Na Figura 28(a), pode-se observar no gréafico o valor deste composto entre 0-
2, mostrando-se pertencente da classe medicamentosa (drug) pela analise de
predicdo de similaridade (drug-likeness score) qualitativa, o que foi ratificado pela
guantitativa, 0.69, presente na Tabela 6.

J& na Figura 24(b) é possivel observar uma area preenchida de cor rosa
referente as informacbes presentes no banco de dados sobre moléculas com
estrutura molecular similar e em linha continua em vermelho como esta molécula se
comporta em relagcdo aos valores de referéncia, exprimindo perfil mais polar,
insaturada e lipossoluvel, o qual, apesar disso, € um &acido organico fraco em relagéo
a sua lipossolubilidade (Dasgupta, 2016).

Tendo como base os dados referentes as propriedades das regras de Lipinski
de cada classe de compostos (Tabela 5) especificamente para classe outros, a qual
se encaixa mais apropriadamente pelo acido micofendlico ser um éster, € possivel
contrapor com o0s resultados obtidos das propriedades fisico-quimicas do acido

micofendlico obtidos neste trabalho (Tabela 6).
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Tabela 5 - Propriedades da RO5 de acordo com drug-like e classe dos compostos.

Viol. RO5|  Drug-

Classe MM NOH | NOHNH| LogP LR likeness

Sim | Nao score
Polifendlico 530-1075 7-20 4-17 0.91-6.64 2-7 31 1 -1.11-0.79
Flavanoide 270-756 6-20 3-11 -2.36-2.49 1-12 42 7 -0.10-1.09
Antraquinona  342-446 6-10 05 -3.39-387 3-9 0 20 -0.81-0.66
Terpenos 288-602 1-13 06 -0.64-888 0-9 6 10 -0.98-0.29
Outros 148-578 1-14 0-11 -2.58-8.92 0-15 13 20 -1.74-0.96
Acido carboxilico 189-390 1-5 0-4 2.27-7.58 0-16 7 7 -0.89-0.30

Fonte: De Oliveira (2023).

Legenda: Outros: 6leo essencial, acetato, lactona, cumarina, semiquinona-chalcona, esterol
fenilpropandide, cromona; MM: Massa molecular; nOH: Aceptores de hidrogénio; nOHNH:
Doadores de hidrogénio; Log P: Logaritmo do coeficiente de distribuicdo n-octanol/agua;
LR: Ligagé&o rotacional; Viol. RO5: Violag&o da Regra dos 5 de Lipinski; Viol. Veber:

Violagéo da regra de Veber.

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas do acido micofendlico.

Molécula

Acido micofenélico

Formula molecular C17H2006
MM 320,34
Numero de &tomos 23
nOH 5
NOHNH 2
Log P 2,73
Log S -3,64
LR 6
. RO5 Nao
Viol. Veber N&o
TPSA 93,06
Fsp?3 0,41
Drug-likeness score 0,69
Drug score 0,62
Refratividade molar 84,35
pKa para maioria de basicos/acidos grupos 0/4,84

Fonte: Prépria autora (2024).

Legenda: MM: Massa molecular; nOH: Aceptores de hidrogénio; nOHNH: Doadores de
hidrogénio; Log P: Logaritmo do coeficiente de distribuicdo n-octanol/dgua; Log S:
Logaritmo da concentracdo molar; LR: Ligacéo rotacional; Viol. RO5: Violacéo da
Regra dos 5 de Lipinski; Viol. Veber: Violac&@o da regra de Veber; TPSA:
Topological polar surface area; Fsp3: Fracdo de carbonos sp?; pKa: Logaritmo
negativo da constante de dissociacao acida (Ka).
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Assim, o acido néo violou nenhum dos parametros da lei dos 5 de Lipinski, e
por estar dentro do intervalo geral e também de sua classe quimica, o que reflete
uma boa potencialidade da molécula quanto a viabilidade de administracdo por via
oral, legitimada pela forma de uso do farmaco, atualmente para uso em transplante
renal, cardiaco e hepatico, além de possuir formulacdo intravenosa (Agéncia
Europeia de Medicamentos, 2024; Dasgupta, 2016). Com respeito ao Log P, este
esta acima do valor indicado na Tabela 5, porém encontra-se dentro da faixa ideal,
intervalo de 1-5 (Silva et al., 2022; Ullah et al., 2019; Kerns; Di, 2008).

Adicionalmente as regras de Lipinski e Veber, Dulsat e colaboradores (2023),
em seus estudos, abordaram parametros-chave para avaliar o perfil farmacoldgico

de uma entidade molecular (Tabela 7).

Tabela 7 - Parametros-chave que descrevem acéao farmacocinética de uma

molécula.
f,PTOF’”e‘i'a‘.‘eS Absorcdao | Distribuigdo | Metabolismo | Eliminagao Toxicidade
isico-quimicas
log P Caco-2 BBB CYP450 Cl LDso
log S HIA PPB Metabdlitos ti2 Carcinogenicidade
pKa HOB HLMS hERG
P-gp Sitios AMES

Fonte: Adaptado de Dulsat et al. (2023).

Legenda: log P: Logaritmo do coeficiente de distribuigcdo n-octanol/agua; log S: Logaritmo da
solubilidade em mol/L; pKa: Logaritmo negativo da constante de dissociagdo &cida (Ka);
Caco-2: Permeabilidade intestinal humana; HIA: Absorcéo intestinal humana; HOB:
Biodisponibilidade oral humana; P-gp: Glicoproteina de permeabilidade; BBB: Penetra¢éo
da barreira hematoencefalica; PPB: Ligagdo a proteina plasmatica; CYP450: Inibicdo do
citocromo P450; Metabdlitos: Previsdo de metabdlitos; HLMS: Estabilidade microssomal do
figado humano; Sitios: Pontos suscetiveis a iniciar a transformacao metabdlica; Cl:
Depuracéo; tiz: Tempo de meia-vida; LDso: Toxicidade aguda oral; Carcinogenicidade:
Capacidade de induzir cancer; hERG: Toxicidade cardiaca; AMES: Mutagenicidade.

Assim, com a Tabela 7 como referéncia para analisar o perfil fisico-quimico,
valores na Tabela 6, pode-se compreender a partir dos parametros de log P (2,73),
log S (-3,64) e pKa (0/4,84) que o é&cido micofendlico tem boa solubilidade e
lipofilicidade, o que somado ao fato de ter um indice positivo de permeabilidade na
barreira hematoencefalica, por seguir a medida minima de pKa para acidos. Isto
significa que depois da administracéo oral tem biodisponibilidade muito alta (94%) e

rapida absorcao, tendo pico de concentracdo plasmética apdés 1h a 2h depois, em
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seguida, através da distribuicdo, 99% do acido micofendlico (MPA) encontra-se no
plasma e ha reducdo da concentracdo, se estabilizando em 3h a 4h (Dasgupta,
2016).

Juntamente com andlises farmacocinéticas: absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo, excrecao e de toxicidade (ADMET) séo importantes filtros no estudo
das moléculas na etapa in silico, afinal o desenvolvimento de drogas sdo demoradas
e tendem a reduzir os candidatos significamente a cada fase, como o indice de
aprovacao para cada fase em que cerca de 70% dos compostos testados na fase Il,
testes pré-clinicos in vitro e in vivo, ndo seguem para a fase Ill, onde sao testados
em pessoas (De Oliveira, 2023).

ADMET corresponde ao momento apds a administracdo do composto em que
sua concentracao nos tecidos e corrente sanguinea oscilam durante periodo em que
a droga esta em contato com o organismo humano, o qual se eleva quando entra no
sistema circulatorio e reduz ao ser distribuido, metabolizado e eliminado (Kerns; Di,
2008), estes aspectos sdo o que configuram a condi¢cdo de drogabilidade ou ndo do
potencial farmaco (De Oliveira, 2023).

Para tanto, em todas as etapas farmacocinéticas que o farmaco passa, desde
seu contato com o corpo humano, ha pontos a serem analisados para entender sua
bioatividade como elucida Dulsat et al. (2023) na Tabela 7 tais parametros-chave de

avaliagéo para relacionar com os valores obtidos do MPA (Tabela 8).

Tabela 8 - Caracteristicas farmacocinéticas e de toxicidade do

acido micofendlico.

(continua)
Absorcao
Caco-2 1,13
HIA 58,93
P-gp N&o
HOB 0,56
Distribuicao

BBB -0,61
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Distribuicao

PPB 96.21%

Metabolismo

1A2 Sim
2C19 N&o
Inibidor CYP 2C9 Néo
2D6 N&o
3A4 Nao
Eliminacéo
Cl 5,918
t12 0,901
Toxicidade
AMES N&o
Carcinogénese N&o
hERG | N&o
hERG I N&o
LDso 352

Fonte: Prépria autora (2024).

Legenda: Caco-2: Permeabilidade intestinal humana; HIA: Absorc¢do intestinal
humana; HOB: Biodisponibilidade oral humana; P-gp: Glicoproteina
de permeabilidade; BBB: Penetracédo da barreira hematoencefélica;
PPB: Ligacado a proteina plasmatica; CYP450: Inibigdo do citocromo
P450; Cl: Depuragéo; ti2: Tempo de meia-vida; LDso: Toxicidade
aguda oral; Carcinogenicidade: Capacidade de induzir cancer;
hERG: Toxicidade cardiaca; AMES: Mutagenicidade.

Na primeira etapa, durante a absor¢cédo, ocorre a movimentacao da droga do
seu local de administracdo até corrente sanguinea, em que € importante, neste
momento que o composto em estudo tenha a capacidade de atravessar as barreiras
biolégicas até o alvo (Rosa et al.,, 2022; Matos, 2016). Avaliando, os dados da
Tabela 8, pode-se afirmar que permeabilidade intestinal humana (Caco-2) e
absorcao intestinal humana (HIA) tem alta correlagdo, segundo Larregieu; Benet

(2013), sendo originalmente usado para estudar a permeabilidade intestinal por
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caracteristicas comuns com epitélio do intestino delgado de morfologia celular,
diferenciacéo enterocitica e polaridade.

De acordo com Yee (1997), é possivel usa-lo com precisdo para prever a
permeabilidade nos diversos mecanismos de transporte que 0 composto possa usar
(paracelular, transcelular e mediado por transportador). J& em outro estudo relatou-
se excecdo dos compostos hidrofilicos, em que a absorcdo ocorre por difusdo
passiva entre células, devido a baixa permeabilidade, ou para substratos de
transportadores do intestino com alta expressao que podem néo ter uma adequada
predicdo desta caracteristica (Matos, 2016; Larregieu; Benet, 2013) e tem
significativa influéncia sobre a biodisponibilidade, fator fundamental no processo da
droga desempenhar sua funcao (Yan; Wang; Cai, 2008).

Em relacdo a valores, é ideal que Caco-2 seja maior que -5,1 (Wang et al.,
2016), e para a permeabilidade intestinal humana, >30% para HIA positivo e <30%
para HIA negativo (Wang et al., 2017), estando os dois correspondendo, mostrando
boa disponibilidade pds administracdo da droga (Dasgupta, 2016).

Além disso, a glicoproteina P (P-gp), transportador dependente de ATP atua
realizando efluxo contra xenobidticos, um agente relevante na reducéo da absorcéo
intestinal (Matos, 2016; De Oliveira, 2023; Morais, 2022). Ja a biodisponibilidade oral
(HOB) conecta-se de certa forma com a regra dos 5 de Lipinski, pois a violagao de
mais de um dos parametros envolvidos na RO5 (Log P, MM, TPSA, nOH, nOHNH) ja
o afeta negativamente (Palmeira et al., 2019). Tendo em vista que 0 composto nao
interage com P-gp e tem biodisponibilidade se encaixando em >30% (Kerns; Di,
2008), mostra que o caminho até corrente sanguinea ocorre de maneira satisfatoria.

A segunda etapa, distribuicdo, resume-se a passagem do composto ainda
ndo metabolizado pelo plasma sanguineo em direcdo ao alvo, para tanto, é
importante que o bioativo consiga passar as barreiras biolégicas, como a barreira
hematoencefalica (BBB), principalmente os farmacos neuroativos, caso ndo seja de
interesse o tratamento de doencas do encéfalo, deve-se esperar um resultado
negativo (De Oliveira, 2023; Dulsat et al., 2023; Barros, 2023); além da interacdo
reversivel das moléculas as proteinas plasmaticas, hemoglobina, glicoproteinas
acidas a e albumina sérica impactando a acdo farmacolégica geral, o que,
guantitativamente, espera-se que seja <99,5% (Li et al.,, 2022; Kerns; Di, 2008),

valor correspondido pelo MPA.
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Na fase de metabolismo é onde ocorre a biotransformacédo dos bioativos,
facilitando a eliminacdo, o que engloba a interacdo da substancia ativa com a
proteina citocromo P450 e suas monooxigenases localizadas na bicamada lipidica
do reticulo endoplasmatico liso nas células do figado participando da metabolizacao
de esterdides, carcin6genos e drogas por meio de monooxigenagcdo destes
compostos (Quadro 3) (Barros, 2023; Lemos; Trindade, 2014).

Conjectura-se que 90% dos farmacos oxidados sdo atraveés das enzimas do
citocromo 450 (CYP 450) (Lemos; Trindade, 2014), relagcdo que pode gerar efeito
colateral, em consequéncia da interferéncia em suas func¢des enzimaticas, as quais,
apesar de atuarem em atividades aparentemente semelhantes pelo o que
sintetizam, desempenham papel significativo no armazenamento de energia e
formacao de estrutura celular (Quadro 3) (Barros, 2023). Assim, a partir da Tabela 8,
pode-se ver que o medicamento possui interacdo somente com a CYP1A2, apesar

do indicado ser baixa interacdo (Kerns; Di, 2008).

Quadro 3 - Monooxigenases da proteina citocromo P450 na etapa de metabolismo
da farmacocinética de um medicamento.

Monooxigenases da proteina citocromo P450
CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4
Acidos Acidos Acidos Acidos Acidos
graxos graxos graxos graxos graxos
Metabolismo da
farmacocinética | Hormonios o Hormdonios | Horménios | Hormoénios
. Vitaminas ) ) .
afetados esteroides esteroides | esterdides | esterdides
Vitaminas Retindides | Retindides

Fonte: Adaptado de Barros (2023).
Legenda: CYP: Citocromo.

Em seguida, apos biotransformacdo da molécula ha sua excrecdo, etapa

conhecida como eliminagdo. Ocorre por diversas vias, como pele, pulmdes, trato

gastrointestinal e, majoritariamente, a renal. Esta pertinente acdo do corpo humano
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para reducdo da concentracdo da substancia evita efeitos toxicos gerados pelas
mesmas, porém produtos de biotransformacdo, como substancias altamente polares
e massa molecular podem apresentar um perigo, por nado serem absorvidos
novamente pelo organismo (Rosa et al., 2022).

Dois parametros séo fundamentais no estudo do perfil farmacocinético (PK), a
taxa de depuracdo (Cl), indicada pelo tempo que a substancia leva para ser
eliminada do corpo, saindo do sistema circulatério em dire¢cdo ao rim e figado por
fluxo sanguineo, quando <5 representa baixa depuracéo, 5<CI<15 média, 15<CI<30
alto; ja o tempo de meia vida (t12) é referente ao periodo que leva a concentracdo do
composto no sistema circulatorio cair pela metade, utilizada como base para céalculo
de redoses, 0 que deve ser feito a cada 1 a 3 meias-vidas (Kerns; Di, 2008).

Idealmente, é preferivel que dure >8h, o que seria um alto tempo, porém caso
seja <3h ja configura um ti2 baixo (Kerns; Di, 2008). No caso do &cido micofendlico,
tem média depuracdo e baixa meia vida, indicando que € necessario administracédo
do remédio mais vezes para manter a concentracao da faixa terapéutica.

J4 a toxicidade, ultimo fator analisado no PK, definido como grau de
periculosidade que o composto pode gerar ao organismo. Para assegurar a
viabilidade de uso do farmaco em humanos nesses aspectos, quatro parametros séo
considerados: AMES (Mutagenicidade) investiga o potencial mutagénico do tipo
frameshift ou desdobramento de substituicdo dos pares de base usando cultura
bacteriano com mutacdo para quantificar, assim, a do composto em estudo apés
periodo de incubacédo; toxicidade aguda oral (LDso) que quantifica a dose capaz de
matar 50% da populacdo de ratos em teste, ideal que o resultado seja negativo
dentro da janela terapéutica, abaixo de 50 mg/Kg equivale a alta toxicidade, 51-500
mg/Kg média e 501-5000 mg/Kg representa nivel toxico baixo; carcinogénese esta
associada ao parametro de toxicidade cardiaca (hERG), pois mede a chance ou ndo
de ocorrer arritmia cardiaca no paciente a partir da analise do composto de bloquear
os canais de potassio codificados pelos genes hERG (hERG | e hERGII), preferivel
assim, que a carcinogénese seja negativa, pelo menos na dose de 5-10 vezes a
janela terapéutica (Rosa et al., 2022; Barros, 2023; Coutinho; Coutinho, 2023;
Morais, 2022; Lane et al., 2023; Kerns; Di, 2008; Ammar, 2017).

Os resultados de toxicidade deram negativos a todos estes parametros e na
LDso, mostrou-se com média toxicidade (352 mg/kg), o que de acordo com Lei e

colaboradores (2016), por modelagem QSAR, relataram grande relagdo da LDso com



91

polaridade molecular, flexibilidade, solubilidade, distribuicdo de carga parcial e
superficie de van de Waals, mostrando a influéncia da reatividade das moléculas e
interacdes intramoleculares.

Tendo em vista a importancia das interacbes moleculares e com o objetivo de
melhorar o perfil de interacdo do ligante com o receptor através do bioisosterismo,
além de caracteristicas de toxicidade, foi analisado as interagcfes intramoleculares e
as intermoleculares que ocorrem com o receptor, especificamente as ligagbes de
hidrogénio e desfavoraveis, como a ligacdo doador-doador desfavoravel,
possivelmente observada no complexo la (Figura 26), para definicdo das regides a

serem substituidas através do biosisosterismo (Figura 29(a-d)).

Figura 29 - Representacao grafica da interacao entre o receptor-ligante,
dos dois complexos (1a, 1b).

(continua)

b)
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(concluséo)
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Fonte: Prépria autora (2024).

Legenda: As linhas tracejadas presentes na figura a) e c) representam ligacdes diversas,
vermelho: ligacdo desfavoravel; verde: ligacdo de hidrogénio classica; cinza:
ligagc&o de hidrogénio ndo classica. a) Visualizag¢éo tridimensional da interacdo
entre ligante e receptor com complexo 1a; b) Visualiza¢do da estrutura quimica
do ligante com as regides de interacdo com receptor assinaladas do complexo
la; c) Visualizacao tridimensional da interacdo entre ligante e receptor do
complexo 1b; d) Visualizacdo da estrutura quimica do ligante com as regifes de
interacdo com receptor assinaladas do complexo 1b.

Com isto, escolheu-se as regides moleculares em comum nos complexos la
e 1b para estudo, apontado na Figura 29(b) e Figura 29(d). Em seguida, através do
software MB-Isoster analisou as éareas assinaladas separadamente, obtendo 8
moléculas bioisostéricas para cada um dos dois fragmentos selecionados, indicados

na Figura 30 pelas setas, totalizando 16 moléculas isésteres ao final.
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Figura 30 - Regides selecionada para realizacao do bioisosterismo.
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Fonte: Prépria autora (2024).
Legenda: Cada seta indica a area selecionada para realizacdo de uma anélise
de bioisosterismo das duas realizadas ao total.

Os resultados obtidos (Figura 31 e 32) nao foram filtrados pelo software com
0s parametros fisico-quimicos da regra dos cinco de Lipinski, pois intencionalmente
foi considerado as interagOes receptor-ligante via docking molecular como ponto

decisivo, além dos parametros farmacocinéticos.

Figura 31 - Estrutura quimica do acido micofendlico e bioisésteros gerados no
primeiro ponto analisado.
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Fonte: Prépria autora (2024).



Figura 32 - Estrutura quimica do acido micofendlico e bioisésteros gerados no
segundo ponto analisado.
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Fonte: Prépria autora (2024).

A partir das analises de interacdo receptor-ligante, fisico-quimicas e ADMET
(Apéndice C) dos biosésteres e 0 MPA com objetivo de contrapor os resultados a fim
de identificar molécula mais alinhada aos critérios farmacol6gicos e de interacédo
com alvo farmacoldgico, os biosOsteres apresentaram toxicidade aguda oral baixa
em relacdo ao MPA, o qual tem perfil toxicolégico médio (LDso), porém no estagio de
metabolizacdo do ADMET, os isésteres mostraram ter interagdo maior com a CYP
450, com excec¢do da molécula 1c e 2d que ndo tem interacdo com este grupo de
enzimas, expondo uma relacdo mais acentuada dos isosteres que o MPA a gerar
efeitos colaterais.

Nos critérios, como a regra dos cinco de Lipinski e de Veber, todos estédo de
acordo, sem violagéo as regras; nos demais aspectos se assimilam, tendo variacbes
consideraveis no drug-likeness score, que tiveram resultado menor que o MPA, com
excessao do 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2h; na andlise de drug score em que o MPA se
destacou juntamente com o 2g; na fase de distribuicio em que somente o 2h
encontra-se fora do intervalo delimitado para o fator PPB; e a interacdo receptor-
ligante a partir da analise de energia de ligacdo foram favoraveis também,

especialmente o MPA gue mostrou ser o mais estavel, em seguida o 2b e 2c.
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Analiticamente, os isOsteres cumpriram com o0 objetivo de otimizar as
caracteristicas de toxicidade do MPA, no qual as moléculas 1c e 2b foram as que se
destacaram dentre os bioisGsteros, por uma maior adequacdo aos aspectos
analisados. J4 em relacao a interacdo do complexo receptor-ligante, o MPA continua
a ser o mais promissor. Desta forma, as moléculas mais ajustadas aos parametros
farmacoldgicos necesséarios para se adequar as referéncias de um composto

drogavel séo o acido micofendlico e os isOsteres 1c e 2b (Figura 33)

Figura 33 - Grupos substituintes dos dois compostos mais ajustados aos parametros
das analises pds bioisosterismo.
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Fonte: Prépria autora (2024).
Legenda: a) Referente ao composto 1c; b) Referente ao composto 2b.

O isGstero 1c, possui substituicdo de uma hidroxila e carbonila por uma
amina. Com base no estudo de Lei e colaboradores (2015), foi feita alteracdo do
grupo hidroxila por uma amina, expondo, com isto, uma reducdo de citotoxicidade
em células normais e aumento de atividade. Neste caso, o bioséster 1c, reafirma tal
observacédo a partir resultado positivo a P-gp (Substrato de glicoproteina P) que
pode gerar uma reducdo na absorcdo intestinal, além de toxicidade aguda
acentuada, conforme os demais bioisosteros. Nao obstante, o desempenho deste
composto na interacao receptor-ligante, mostrou-se estavel e com MM menor, o que
impacta na lipofilicidade promovendo a molécula uma maior estabilidade e
permeabilidade (Morais, 2022).

J& o bioisoster 2b, teve substituicdo do grupo metil pelo fldor. Na literatura, a
substituicdo do hidrogénio pelo flaor, propicia maior estabilidade metabdlica,

basicidade e lipofilicidade, sendo uma estratégia consideravel na modificacéo
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molecular (Richardson, 2021), o que foi possivel observar nos resultados com o
acréscimo da lipofilicidade.

Como, quimicamente, a interacdo entre compostos organicos com ligacao
entre atomo de oxigénio e halogénios ndo acontece diretamente, sob condi¢des
normais ordinarias (Divakaran, 2019), o isoster 2b ndo pode ser considerado
promissor, assim como os 2e, 2f, 2g.

Desta forma, baseado nas altera¢cdes quimicas e as significativas alteragcdes
na bioatividade dos compostos estudados, configuram-se favoraveis
comparativamente quanto a interacdo com a NSP9 (receptor viral), farmacocinética e
toxicidade, o MPA e o iséster 1c sdo as moléculas com maior potencial antiviral
contra o SARS-CoV-2.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos da literatura, a escolha da proteina NSP9 do SARS-
CoV-2 ocorreu pela sua alta conservagdo, andlise referente a pressao seletiva, e
importancia no processo de replicacao viral. Em relacdo a sua drogabildiade, apesar
de suas limitacOes referentes as regides drogaveis, apresentou resultado favoravel a
interacao deste receptor com o ligante 4cido micofendlico, em particular, o complexo
1b que apresentou parametros de energia de ligagdo e energia intermoleculares
promissores e presenca ligacdo de hidrogénio entre o complexo, além do iséster 1c.

A fim de refinar a potencialidade deste ligante, a partir do bioisosterismo, foi
possivel eleger 16 possiveis candidatos, em que o composto bioiséster 1¢c com
substituicio de uma hidroxila e carbonila por uma amina, apresentou mais
qualificado em relacdo as suas propriedades fisico-quimica, farmacocinéticas, de
toxicidade e interacdo receptor-ligante dentre os demais bioisosteros. Sendo, junto
com o MPA, as moléculas com maior potencial antiviral contra a COVID-19.

Assim, € valida a continuacdo do estudo de com os ligantes acido
micofendlico e o bioisoster 1c, 0s quais apresentaram interacdo mais estavel com o
alvo viral, assim como testar os resultados de bioisosterismo apresentados neste
trabalho nos respectivos alvos biologicos em que o acido micofendlico é receitado
farmacologicamente, como imunossupressor e demais atividades bioldgicas. Além
disso, a utilizacdo de outras técnicas de bioisosterismo podem ser mais exploradas

em trabalhos futuros, a fim de obter resultados ainda mais expressivos.
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APENDICE A - Tabela com os cddigos das moléculas usadas para realizac&o
das analises de ADMET.

Moléculas Cdédigo Smiles das moléculas em estudo

MPA COC1=C(C\C=C(/C)CCC(0)=0)C(0)=C2C(=0)0cCcc2=C1C
la [H]c1c(CC=C(C)CCC(=0)0O)c(OC)c(C)c2COCc12
1b COc2c¢(C)c1lCOCclc(F)c2CC=C(C)CCC(=0)0O
1c [HIN([H])c2¢c(CC=C(C)CCC(=0)O)c(OC)c(C)c1COCc12
1d [H]C([H])([H])c2c(CC=C(C)CCC(=0)0O)c(0C)c(C)c1COCc12
le COc2c¢(C)c1COCclc([Clpc2CC=C(C)CCC(=0)O
1f COc2c¢(C)clCOCclc(l)c2CC=C(C)CCC(=0)O
19 COc2c(C)c1lCOCclc([Br))c2CC=C(C)CCC(=0)O
1h [H]Sc2c(CC=C(C)CCC(=0)0)c(0C)c(C)c1C0OCc12
2a [H]Oc2c(C)c1COC(=0)clc(0)c2CC=C(C)CCC(=0)0
2b CC(=CCc2c(0)c1C(=0)0OCclc(C)c20F)CCC(=0)0
2c [H]OOc2¢(C)c1COC(=0)clc(O)c2CC=C(C)CCC(=0)0O
2d [HIN([H])Oc2¢c(C)c1COC(=0)clc(0)c2CC=C(C)CCC(=0)0O
2e CC(=CCc2c(0)c1C(=0)OCclc(C)c20[CIcCcc(=0)0
2f CC(=CCc2c(0)c1C(=0)OCclc(C)c20lcce(=0)0o
29 CC(=CCc2c(0)c1C(=0)0OCclc(C)c20[Br))CCC(=0)O
2h [H]SOc2¢(C)c1COC(=0)clc(0)c2CC=C(C)CCC(=0)0

Fonte: Prépria autora (2024).
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APENDICE B - Tabela com o resultado do estudo de presséo seletiva das proteinas do SARS-CoV-2.

(continua)

Subconjuntos

Sites selecionados positivamente (w para sites>1) Sites selecionados negativamente (w para

sites>1)
NSP1 \ 65 (E); 83 (H)
NSP2 198 (V; 1), 248 (S; G), 347 (K; C), 348 (S; V), 559 (I; V) 287 (F); 488 (A); 565 (E)
106(F); 152 (Q), 353 (T), 380 (Q), 432 (T), 561 (L),
NSP3 1454 (N; Y; D); 1507 (A; E), 1527 (A; V; E) 995 (Q), 1047 (D), 1138 (K), 1303 (T), 1455 (S), 1456
(T), 1502 (A), 1544 (S), 1719 (P)
NSP4 33 (M; 1) 15 (L), 71 (F), 212 (V), 235 (V)
Protease do tipo 3C \ 239 (Y)
NSP6 37 (L; F) 222 (T), 289 (V)
NSP7 \ \
NSP8 \ \
NSP9 \ \
NSP10 \ 128 (C)
NSP11 \ \
24 (T), 28 (T), 85 (T), 105 (R), 142 (L), 455 (Y), 591
NSP12 25 (G;Y); 323 (P; L); 644 (T; M) (M) (M (Tg, )643 (T(), 1)396 (T§ ) (¥)
Helicase 504 (P; L); 598 (A; S; V) 337 (R); 521 (V); 547 (T), 553 (A)
Exoribonuclease 3'-5' \ 7 (L); 490 €
Endornase \ 73 (N), 127 (V), 216 (L)
2-O-Ribose Metiltransferase \ 4 (A); 36 (L), 138 (N), 163 (L)

Metiltransferase
Espicula

Glicoproteina de Superficie

348 (A); 669 (G); 681 (P); 795 (K); 853 (Q); 890 (A);

943 (S; P) 921 (K); 982 (S), 1044 (G), 1100 (T), 1166 (L)
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(concluséo)

Subconjuntos Sites selecionados positivamente (w para sites>1) Sites seIeC|onadossitg:gi;lvamente (w para
ORF3a 99 (A; S; V) \
Envelope \ 63 (K)
Membrana \ 69 (A)
ORF6 \ 61 (D)
ORF7a \ 69 (D); 70 (G); 92 (E)
ORF8 62 (V; L) \
Nucleocapsideo 13 (P; L; S); 103 (D; Y) 173 (A); 274 (F)
ORF10 \ 15 (S); 19 (C)

Fonte: Presti; Rezza; Stefanelli (2020).

Legenda: w>1 representa os sitios estatisticamente significativos para um valor positivo de substituicao ndo sindnima para sinénima; w<1 é a selegéo
purificador; e ja a neutralidade ¢é inferida se w=1. Os sites (negativos e positivos) mostram as sequéncias que estao sofrendo presséo seletiva ou
ndo, o numero é a posigdo do aminoécido e a letra € o numero de acesso de referéncia e residuo identificado, exemplo: 61(D).
As sequéncias isoladas das proteinas usadas na andlise, tem o seguinte nimero de acesso: YP_009725297.1 (nspl); YP_009725298.1 (nsp2);
YP_009725299.1 (nsp3); YP_009725300.1 (nsp4); YP_009725301.1 (Protease do tipo 3C); YP_009725302.1 (nsp6); YP_009725303.1 (nsp7);
YP_009725304.1 (nsp8); YP_009725305.1 (nsp9); YP_009725306.1 (nspl10); YP_009725312.1 (nspll); YP_009725307.1 (nspl2);
YP_009725308.1 (helicase); YP_009725309.1 (Exoribonuclease 3'-5'); YP_009725310.1 (endoRNAse); YP_009725311.1 (2-O-Ribose
Metiltransferase); YP_009724390.1 (Glicoproteina de Superficie); YP_009724391.1 (ORF3a); YP_009724392.1 (Envelope); YP_009724393.1
(Membrana); YP_009724394.1 (ORF6); YP_009724395.1 (ORF7a); YP_009724396.1 (ORF8); YP_009724397.2 (Nucleocapsideo) and

YP_009725255.1 (ORF10).



APENDICE C - Quadro comparativa dos resultados de bioisosterismo com o acido micofendlico.
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(continua)
MPA la 1b 1c 1d le 1f 1g 1h 2a 2b 2c 2d 2e 2f 29 2h
Interacdo receptor-ligante
Energia de ligacdo
719 | 57 5.3 6.3 -5.6 5.2 5 5.7 4.5 5.1 -6.4 -4.8 5.2 5.2 -4.9 5.4 -4.6
(kcal/mol)
Fisico-quimica
, CiHz | CisHz | CisHoy | CisHzz | CigHz | CisHar | CisHai | CoisHan CisHz | CieHi | CigHiz | CiHi | CagHig CiH17 | CigHiz | CieHiz CieH1s
Formula molecular
006 204 FO, NO, 404 Clo, 10,4 BrO, 0.S 06 FOs 807 NOs ClOs 106 BrOs 06S
320.3 | 290.3 304.3 416.2 306.3 322.3 432.2
MM (g/mol) 4 5 308.34 | 305.37 o 324.80 5 369.25 | 322.42 X 324.30 L 321.33 | 340.76 L 385.21 | 338.38
Namero de atomos 23 21 22 22 22 22 22 22 22 22 23 23 23 23 23 23 23
nOH 5 3 3 4 3 3 3 3 4 5 5 6 6 5 5 5 6
nOHNH 2 3 1 2 1 1 1 1 2 3 2 3 3 2 2 2 3
Log P 2.73 3.39 3.53 2.97 3.69 4.04 3.99 4.14 3.38 2.43 2.99 2.58 1.98 3.25 3.45 3.41 2.95
Log S (log.mol/L) -3.64 | -322 | -338 | -2.87 | -353 | -3.82 -4.4 -4.13 -35 | -3.42 -4 -3.34 | -1.74 -4.26 | -4.86 | -4.64 -4.05
LR 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 6 6 6 6 6
) RO5 nao néo nao néo néo néo néo néo néo néo nao néo néo nao néo nao nao
Viol.
Veber ndo n&o ndo n&o n&o n&o n&o n&o n&o n&o nao n&o n&o ndo n&o ndo ndo
104.0 113.2
TPSA (A) 93.06 | 55.76 | 55.76 | 81.78 | 55.76 | 55.76 | 55.76 | 55.76 94.56 6 93.06 o 119.08 | 93.06 | 93.06 | 93.06 | 131.86
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(continuacao)

Fisico-quimica

Fsp® 0.41 | 0.47 0.47 0.47 0.5 0.47 0.47 0.47 0.47 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 38
Drug-likeness score 0.69 0.2 0.27 0.44 0.25 0.42 0.29 0.31 0.36 0.65 0.68 0.78 0.8 0.71 0.79 0.64 0.72
Drug score 0.62 | 0.49 0.47 0.5 0.48 0.47 0.45 0.43 0.46 0.61 0.61 0.14 0.38 0.18 0.57 0.63 0.6
Refratividade molar
84.35 | 81.91 | 81.87 | 86.31 | 86.87 | 86.92 | 9483 | 8961 | 89.16 | 79.88 | 79.6 | 81.12 | 82.25 | 84.34 | 9251 | 87.42 | 87.48
(m3/mol)
pKa para maioria de .
L L 0/4,8 | 0/4,8 5.47/4. | 0/4.8 0/4.8 0/4.8 | 3.01/4.
basicos/acidos 0/4,86 0/4.84 | 3.04/3 | 0/4.84 | 0/4.4 0/4.84 0/4.84 | 0/4.84 | 0/4.84 | 0/0.84
4 5 84 4 4 4 84
grupos 75
Absorcao
%ABS 77.36 | 90.04 | 90.04 | 81.19 | 90.04 | 90.04 | 90.04 | 90.04 | 76.85 | 73.62 | 77.36 | 70.48 | 6851 | 77.36 | 77.36 | 77.36 | 64.17
Caco-2 (log Papp em
1.13 1.3 1.4 1.09 1.33 1.38 1.41 1.38 1.33 0.19 0.52 | -0.03 | -0.03 0.52 0.54 0.53 0.096
10 cm/s)
HIA (%) 58.93 | 97.4 | 96.53 | 94.89 | 97.35 | 9441 | 96.36 | 94.35 | 93.75 | 53.27 | 57.66 | 57.49 | 54.49 | 57.51 | 56.42 | 57.42 | 57.97
P-gp Né&o néo nao sim néo néo néo néo néo néo nao néo sim nao néo nao nao
HOB (cm/s) 0,56 | 0.85 0.85 056 | -5.91 0.85 -6.39 0.85 -6.17 | 613 | -562 | -6.34 | -8.14 0.56 -6.07 0.56 -5.75
Distribuicao
BBB (log BB) -0.61 | -0.09 | -0.29 | -0.36 | -0.09 0 -0.21 | -0.001 | -0.12 | -0.97 | -0.72 | -1.2 -1.01 -0.74 | -0.76 | -0.75 -1.11

PPB (%) 96.21 | 94.3 | 95.27 | 86.68 | 96.07 | 97.93 | 94.69 98.2 96.78 | 9752 | 97.75 | 97.31 | 9759 | 9857 | 97.89 | 98.65 | 99.85
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(concluséo)

Metabolismo

1A2 Sim sim sim néo néo sim sim sim néo sim sim sim néo sim sim sim sim
2C19 N&o sim sim néo sim sim sim sim sim nao nao nao nao sim sim sim nédo
Inib.
2C9 N&o nao nao nao nao nao nao nao nao nao sim néo néo sim sim sim n&o
CYP450

2D6 N&o néo néo néo néo néo néo néo néo néo ndo néo néo n&o néo n&o n&o
3A4 Nao néo n&o n&o n&o n&o néo n&o néo néo n&o néo néo sim sim sim n&o

Eliminacéo
Cl (mL/min/Kg) 5.918 | 6.29 | 4.39 5.58 4,57 4.92 4.11 2.19 5.32 7.85 6.66 6.86 8.99 4.93 4.23 3.88 6.98
tue (h) 0.901 0.89 0.87 0.85 0.87 0.85 0.89 0.87 0.89 0.94 0.88 0.91 0.88 0.9 0.89 0.89 0.89

Toxicidade
AMES Nao néo néo néo néo néo néo néo néo sim n&o sim sim néo néo n&o sim
Carcinogénese Né&o néo nao néo néo néo néo néo néo néo nao néo néo nao néo nao nao
hERG | N&o néo nao néo néo néo nado néo nao nao nao nao nao ndo nao nao ndo
hERG II Nao néo néo néo nao néo néo néo néo néo n&o néo néo néo néo néo néo
LDso (m g/kg) 352 1000 5000 1000 1000 3700 5000 5000 5000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Fonte: Prépria autora (2024).
Legenda: MM: Massa molecular; nOH: Aceptores de hidrogénio; nOHNH: Doadores de hidrogénio; Log P: Logaritmo do coeficiente de distribuic&do

n-octanol/agua; Log S: Logaritmo da concentracao molar; LR: Ligagdo rotacional; Viol. RO5: Violagao da Regra dos 5 de Lipinski; Viol. Veber:

Violagdo da regra de Veber; TPSA: Topological polar surface area; Fsp?: Fragéo de carbonos sp?; pKa: Logaritmo negativo da constante de
dissociacéo acida (Ka); log P: Logaritmo do coeficiente de distribuicdo n-octanol/agua; log S: Logaritmo da solubilidade em mol/L; Caco-2:
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Permeabilidade intestinal humana; HIA: Absorcao intestinal humana; HOB: Biodisponibilidade oral humana; P-gp: Glicoproteina de permeabilidade;
BBB: Penetracéo da barreira hematoencefalica; PPB: Ligagao a proteina plasmatica; Inib. CYP450: Inibicdo do citocromo P450; Metabdlitos:
Previsdo de metabdlitos; HLMS: Estabilidade microssomal do figado humano; Sitios: Pontos suscetiveis a iniciar a transformacao metabdlica; Cl:
Depuragao; ti2: Tempo de meia-vida; LDso: Toxicidade aguda oral; Carcinogenicidade: Capacidade de induzir cancer; hERG: Toxicidade cardiaca;
AMES: Mutagenicidade; %ABS: Porcentagem de absor¢do oral tedrico.
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