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RESUMO

O virus Zika pertence ao género Flavivirus e € transmitido, principalmente, pela fémea do
mosquito Aédes cegypti. Individuos infectados apresentam sintomas varidveis e podem ter
complicacdes neuroldgicas, sendo algumas irreversiveis, como a microcefalia, em casos de
infeccdo intrauterina. Além disso, ainda ndo existem medicamentos eficazes para o tratamento
desta virose. Por isso, este trabalho teve como objetivo, identificar potenciais compostos com
acdo antiviral utilizando como alvo terap€utico a protease NS3 do virus Zika. Para tanto, foram
empregados métodos computacionais como a constru¢do de modelo baseado em forma, triagem
virtual, docking molecular covalente e nio covalente, modificacdo molecular e predicio de
caracteristicas farmacoldgicas. A obtencdo da proteina e dos compostos testados se deu através
de banco de dados virtuais de compostos, tais como: compostos naturais, leadlike, druglike e
compostos aprovados (Ex: farmacos aprovados pelo FDA). Por meio da triagem virtual e docking
molecular foi possivel selecionar os compostos de cada grupo com maior afinidade a protease
NS3: 8D, 1L, 6F e IN. O composto identificado como 6F refere-se ao fiarmaco Betrixaban
indicando um potencial reposicionamento deste para o uso contra o virus Zika. O composto 1N
refere-se a Criptomoscatona D1, presente nas plantas Lauraceae Cryptocarya moschata e
Lauraceae Cryptocarya mandioccana. Os compostos 8D e 1N obtiveram os melhores resultados
de docking e farmacocinética e seriam os mais indicados para analises in vitro.

Palavras-chaves: docking molecular; antiviral; descobrimento de farmacos.



ABSTRACT

Zika virus belongs to the Flavivirus genus and is transmitted, mainly, by the Aédes cegypti
female mosquito. Infected individuals have variable symptoms and may have neurological
complications, some of which are irreversible, such as microcephaly, in cases of intrauterine
infection. In addition, there are still no effective drugs for the treatment of this viral disease.
However, there are still no effective drugs to treat this disease. That’s why, this work aimed to
identify potential compounds with antiviral action using as a therapeutic target the Zika virus
NS3 protease. Therefore, computational methods such as the construction of a shape-based
model, virtual screening, covalent and non-covalent molecular docking, molecular modification
and prediction of pharmacological characteristics were used. The protein and compounds tested
were obtained through a virtual database of compounds, such as: natural compounds, leadlike,
druglike and approved compounds (eg, drugs approved by the FDA). Through virtual screening
and molecular docking, it was possible to select the compounds from each group with greater
affinity to the NS3 protease: 8D, 1L, 6F and 1N. The compound identified as 6F refers to the
drug Betrixaban indicating a potential repositioning of it for use against Zika virus. Compound
IN refers to Cryptomoscatone D1, present in Lauraceae Cryptocarya moschata and Lauraceae
Cryptocarya mandioccana. The 8D and 1IN compounds obtained the best docking and
pharmacokinetic results and would be the most suitable for in vitro analysis.

Keywords: molecular docking; antiviral; drug discovery.
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1. INTRODUCAO
1.1. Caracteristicas gerais do género Flavivirus

Uma das principais caracteristicas dos virus pertencentes a esse género € a sua
transmissdo através da picada de artrépodes hematdfagos. Os Flavivirus constituem cerca de 70
espécies e 40 delas ja foram associadas a doencas humanas. (SILVA, 2010). Estes virus sdo
capazes de se replicar em varios tipos de células e tecidos, como células do cérebro, figado, baco,
coracdo e pulmdes (CASTILLO-OLIVARES; WOOD, 2004).

Os Flavivirus sdo considerados pequenos virus envelopados que contém uma fita Unica de
RNA de polaridade positiva (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Seu genoma codifica uma
poliproteina, que apds clivagem por proteases do virus e do hospedeiro, ddo origem as proteinas
estruturais e ndo estruturais. As proteinas com fungdes estruturais sao: a glicoproteina E, proteina
C do capsideo e proteina do envelope pré-M. Conforme Herazo (2020) cada uma dessas proteinas
possui fun¢@o conhecida:

e Proteina prM: funciona de forma semelhante a uma chaperona, sendo responsavel
por auxiliar o dobramento da proteina E, além disso, previne a fusdo prematura
das particulas virais.

e Glicoproteina E: responsavel pela ligacdo a proteinas celulares presentes na
superficie celular, as quais sdo utilizadas como receptores para o virus.

e Proteina C: constitui o capsideo e possui 14 kDa, sendo, portanto, considerada
pequena. E carregada positivamente e estd relacionada ao processo de

encapsulamento do genoma viral.

M protein

E dimer

T=3-like organization
of surface dimers

Figura 1: Estrutura do virus Zika. Fonte: VIRALZONE, 2016.



As proteinas ndo estruturais desempenham papel importante na replicagdo do genoma

viral e, por isso, sdo cruciais no processo de replicacdo e determinantes na viruléncia e

patogenicidade, sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (KUNO et al., 1998). Como

exposto por Herazo (2020) temos que:

NS1: glicoproteina com 46 kDa que forma um homodimero, cuja funcdo é
necessaria para a replicagdo viral.

NS2A: proteina hidrofébica com 22 kDa. Exerce funcdo na montagem do virion e
antagoniza a resposta imunoldgica do hospedeiro

NS2B: proteina de 14 kDa, cuja funcdo é aumentar a permeabilidade da membrana
da célula hospedeira.

NS3: proteina multifuncional com 70 kDa. Desempenha duas func¢des distintas,
sendo a por¢do C-terminal atuante como uma RNA helicase e a por¢do N-terminal
atuante como quimotripsina.

NS4A: proteina hidrofoébica de 16 kDa. Participa do processo de replicagdo do
RNA.

NS4B: proteina transmembranar, hidrofébica e homodimérica de 27 kDa. Esta
relacionada a replicacdo viral e a evasao da imunidade inata do hospedeiro.

NS5: possui aproximadamente 100 kDa e desempenha funcdo na replicacdo do
genoma, na supressao de intérferon e faz parte da modulacdo da atividade do

spliceossoma celular.

A entrada de um Flavivirus na célula hospedeira tem como requisito a interacdo da

proteina viral com os receptores da superficie celular (HAMEL et al., 2015) com o consequente

processo de endocitose. Para isso, no interior da vesicula endocitica hi uma alteracdao

conformacional irreversivel na proteina E, que de dimero € transformada em trimero. Essa

alteracdo € desencadeada pela diminui¢cdo do pH no meio e tem como consequéncia a fusdo do

envelope viral com a membrana endossomal da célula. Apds esse processo, tem-se a liberacdo do

nucleocapsideo no citoplasma e a sintese de uma poliproteina que, logo em seguida, é clivada

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

Nos estagios iniciais da clivagem da poliproteina do virus Zika tem-se a autoclivagem da

protease NS3 com o seu cofator NS2B antes da clivagem da proteina do capsideo. Além da acdo

da NS3 também se observa a acdo da sinalase da célula hospedeira e da furina celular que cliva a

3



porcao pr da proteina M (BOIGARD et al., 2017).

STRUCTURAL PROTEINS NON-STRUCTURAL PROTEINS

& & & &

Capsip PRE-MEMBRANE ENVELOPE NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5

Hh P vmd 00§ e " o)

NH2- -COOH

Figura 2: Poliproteina do virus Zika com destaque para as regides de clivagem. Adaptado de Boigard et al. (2017).
(}) Sinaliza os locais da autoclivagem da proteina NS3 com a NS2B e posterior clivagem da proteina do capsideo.
(0) Representa a sinalizagdo da célula do hospedeiro, desempenha fungio na maturagio da poliproteina. (V) Ilustra o

local, em que ocorre a clivagem da por¢do Pr da proteina M pela furina celular.

1.2. Virus Zika
1.2.1. Linha do tempo

Possivelmente, o virus surgiu por volta de 1920 na Africa e de 14 migrou para a Asia no
ano de 1940. Em 1947, o virus foi isolado, pela primeira vez, em primatas e em 1948 foi
encontrado em mosquitos na Africa. Evidéncias soroldgicas apontam o ano de 1951 como uma
provével data para as primeiras contaminacdes em humanos em paises da Africa, Asia e Oceania
e em 2007 foram registrados os primeiros surtos de virus Zika na Indonésia e uma epidemia da
Micronésia. J4 em 2013 e 2014 ja havia 32 mil casos de infec¢des notificadas na Polinésia
Francesa. Em 2015 o virus chegou ao Brasil e os primeiros pacientes comecaram a relatar os
sintomas caracteristicos da virose. Em 2016, o virus j4 estava por toda a América e continuava a
se espalhar por diversos paises do mundo (JUNIOR, 2015; MUSSO; GUBLER, 2016; OLINDA,
2016; McNEIL JUNIOR, 2016; PETERSEN et al., 2016).

1.2.2. A transmissdo do virus Zika e o mosquito

A transmiss@o do virus se da pelo Aedes (aédés do grego andng: "odioso" e egypti do
latim, significando "do Egipto"). Trata-se de um inseto pertencente a ordem Diptera e familia
Culicidae. E caracterizado por ser menor do que os mosquitos comuns e por sua coloracdo preta

com listras brancas, asas translicidas e produz um ruido inaudivel ao ser humano. Pode ser
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encontrado em quase todos os paises do mundo, principalmente aqueles que se situam em regides
tropicais e subtropicais (Figura 3). O Aedes aegypti possui boa adaptacdo ao ambiente urbano,
onde utiliza recipientes que armazenam 4agua e vasilhames temporarios como pneumaéticos, latas,
vasos de plantas e garrafas, para o desenvolvimento da sua fase larvaria. O macho se alimenta
exclusivamente de frutas e a fémea se alimenta de sangue para que seus Ovos possam se

desenvolver de forma adequada (BRAGA; VALLE, 2007; SESA, 2021; WIKIPEDIA, 2021).

Figura 3: Mapa mundial com destaque para as regides em que o Aedes aegypti pode ser encontrado. Fonte: Trewin

(2017)

O ciclo de vida do mosquito envolve a deposic@o de ovos pela fémea em algum recipiente
que contenha agua, apds o periodo de incubacdo que pode durar meses, os ovos eclodem. As
larvas provenientes dos ovos vivem na agua por cerca de 5 dias, periodo gasto para se
transformarem em pupas para posteriormente se transformarem em mosquitos adultos capazes de
voar. Todo esse periodo de desenvolvimento do ovo ao mosquito adulto acontece em cerca de 10
dias (FIOCRUZ, 2019).

Na picada, o par de maxilares do mosquito perfura a pele por meio de sucessivos
movimentos verticais e alcanga o vaso sanguineo, logo em seguida a hipofaringe do mosquito

injeta a saliva, a qual contém substancias anticoagulantes e anestésicas utilizadas para manter o
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fluxo de sangue e inibir a sensa¢do de dor por um curto momento, respectivamente. Muitas das
vezes, a saliva estd contaminada com o virus Zika ou outros flavivirus. Ap0s a injecdo da saliva
pela hipofaringe, o sangue é sugado até o estbmago por meio do labro. Tanto o labro quanto a
hipofaringe pertencem a tromba do mosquito, que por sua vez € denominada probdscide
(MASSAO, 2018).

Os individuos que sdo picados pela fémea do mosquito contaminada, podem ser

infectados pelo virus Zika e apresentar os sintomas relacionados a doenga.

1.2.3. Sintomas e consequéncias

Os sintomas mais comuns sao: exantema (Figura 4), febre, cefaleia, mal-estar, dores nas
articulacdes, conjuntivite, edema e mialgia. Em paises como a Polinésia Francesa e Brasil
também foram relatadas complicacdes severas relacionadas a sindrome de Guillain-Barré,
meningite, mielite transversa, dentre outros possiveis problemas relacionados ao
comprometimento do sistema nervoso central (PINTO JUNIOR et al., 2015; VASCONCELOS,
2015).

al

Figura 4: Exantema em paciente diagnosticada com virus Zika. Fonte: Pinto Junior et al. (2015).

Em 2016, a Funda¢do Oswaldo Cruz comprovou a relagdo entre a microcefalia e o virus

Zika ao confirmar que de 32 bebés diagnosticados com microcefalia 13 haviam sido infectados
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pelo virus Zika (NOVAES et al., 2020).

1.2.3.1. Microcefalia

Conforme ja exposto, uma das complica¢des ocasionadas pelo virus Zika é a microcefalia
(SOARES et al., 2019), que é malformacdo congénita caracterizada pelo desenvolvimento
inadequado do cérebro e pelo perimetro cefilico menor que dois desvios-padrdo abaixo da média
em relacdo ao sexo e idade gestacional do bebé e em casos em que a medida do perimetro

cefalico seja menor que trés desvios-padrdo, a microcefalia € considerada grave (Figura 5)

(CABRAL et al., 2017).

= i A ~ Typical
smmin o Typical = o _
s ' ~ head size ’ Jhead size

Figura 5: Microcefalia. Adaptado de: “Typical Head Size, Microcephaly and Severe Microcephaly Comparison”
(CDC; 2018).

Para que ocorra a microcefalia provocada pelo virus Zika € necessario que a mae seja
primeiramente infectada, geralmente, no primeiro trimestre de gravidez e posteriormente ocorra a
transmissao via transplacentaria para o feto. Logo em seguida, inicia-se um processo infeccioso,
no qual, o virus infecta as células cerebrais que estdo em desenvolvimento e ocasiona processos
bioquimicos que acarretardo danos no desenvolvimento fetal. Dentre os processos bioquimicos
que ocorrem, pode-se citar a ativagdo da P53, a inibi¢do da via Akt-mTOR, a diferenciacdo
celular anormal, a inibi¢cdo do ciclo celular, a morte celular por apoptose e autofagia, a
desregulagdo do ciclo celular e a reducdo do crescimento celular (PINHEIRO et al., 2019;
HERLING et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2020; BELTRAME et al., 2018).

Segundo estudos, os danos neurolégicos associados ao virus Zika sdo problemas no



Sistema Nervoso Central (SNC), como epilepsia, sequelas no sistema osteoarticular, calcificagdes
na jungdo cortico-subcortical, malformacdes no desenvolvimento cortical, anormalidades na
formacgdo do corpo caloso, calcificagdes na jungdo cortico-sucortical, ventriculomegalia, reducio
do volume cerebral e atraso significativo no desenvolvimento neuropsicomotor que acarreta
alteracOes visuais, sensoriais e auditivas (ALVES et al., 2016; BRUNONI et al., 2016; MELO et
al., 2016; FLOR; GUERREIRO; ANJOS, 2017; HAMAD; SOUZA, 2020).

As consequéncias da epidemia foram devastadoras para muitas familias e por isso e
diversas andlises sobre as questdes emocionais € a forma com que os pais lidam com as
limita¢des do filho diante das incertezas que enfrentam estdo sendo discutidas. Para eles, uma
nova rotina foi implementada e diante do abalo emocional, muitos pais também tiveram que
enfrentar dificuldades financeiras e fragilidade social (FRANCA et al., 2018; FELIX; FARIAS,
2018; MENEZES et al., 2019; MENDES et al., 2020; AZEVEDO; FREIRE; MOURA, 2021;
MOCELIN et al., 2021).

Diante das dificuldades encontradas e das complicacdes citadas € que um tratamento

eficiente seja aplicado as vitimas do virus Zika.

1.2.3.2. QGuillain-Barré

Outra possivel consequéncia da infeccdo do virus Zika € a Sindrome de Guillain-Barré,
que por sua vez afeta o sistema neuroldgico e possui origem autoimune. Na medicina, ela é
caracterizada por uma polirradiculoneuropatia desmelinizante inflamatdria aguda e ascendente. O
diagnostico € clinico e possui carater de urgéncia. O individuo diagnosticado com a sindrome
pode requerer acompanhamento continuo, devido a rapida evolucdo da doenca. Em alguns casos,
pode haver a necessidade de respiragdo mecanica (CABRAL et al., 2012; CHAVES FILHO et
al., 2016).

Com a evolucdo da doenga, o sistema imunoldgico passa a produzir anticorpos contra a
bainha de mielina dos nervos periféricos, isso faz com que nervos saudaveis sejam reconhecidos
como estranhos e sejam atacados (Figura 6). Como a mielina esta relacionada a transmissao de
impulsos elétricos, ao serem danificadas hd uma diminuicdo em sua atividade que culmina nos
sintomas relatados pelos pacientes diagnosticados com a sindrome (PINHEIRO, 2021; TOBIAS,
2018)



Muitos pesquisadores buscaram investigar a relagdo do virus Zika em relacdo a Sindrome
de Guillain Barré, inclusive com o intuito de encontrar fatores que desassociassem as duas
doencgas. Ao fazer esse tipo de investigacdo, NObrega et al. (2018) destaca que nos anos
anteriores ao seu estudo ndo houve aumento de casos de individuos com a Sindrome de Guillain
Barré, mesmo quando houve epidemias de dengue. Outros estudos e relatos no Brasil e em outros
paises também reforcam a associagc@o da virose com a sindrome (BRASIL et al., 2016; CAO-
LORMEAU et al., 2016; PARRA et al., 2016; WATRIN et al., 2016; BRASIL et al., 2016;
SALINAS et al., 2017).
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Figura 6: Nervo considerado normal e com a Sindrome de Guillain-Barre. Fonte: Tobias (2018).

1.2.4. Diagnostico

O diagndstico laboratorial do individuo infectado pelo virus Zika é indispensavel para o
tratamento, sendo os testes de biologia molecular referéncia para a confirmacdo (CAIXA;
SOBRAL; BANDEIRA, 2020).

O RNA viral pode ser encontrado em fluidos corporais como urina, saliva, sémen, liquido
amniodtico, leite materno e sangue. Neste ultimo, a deteccdo do RNA ¢€ realizada através da
combinagdo das técnicas de Transcriptase Reversa e Reacdo em cadeia da polimerase e deve
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acontecer em menos de 5 dias ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas (IOOS et al., 2014;

SHARP et al., 2019).

1.3. A protease e a sua importancia como alvo terapéutico

Uma proteina essencial a replicacdo do virus Zika € a NS3, uma protease formada por trés
dominios e caracterizada por possuir uma triade catalitica bem conservada (HSl, D”e SBS) (JAIN
etal., 2016; LEI et al., 2016).

O seu papel enzimitico envolve a clivagem de um substrato e a ativagdo de um ataque
nucleofilico da Serina 135 na carbonila P1 do substrato. Essa ativacdo é desencadeada pela acdo
da Histidina 51. Apos a estabilizagdo do complexo formado ha a composicdo de um intermediario
tetraédrico que posteriormente se decompde acarretando a liberagdo de uma amina. A Histidina
51 passa a atuar de forma semelhante a uma base e eleva o carater nucleofilico de moléculas de
agua. Por fim, a porcdo N-terminal da proteina clivada desprende-se em decorréncia de uma
reprotonacdo do acido carboxilico, sendo esse o ultimo acontecimento do ciclo catalico
(JUNIOR, 2019).

Diante da atividade catalitica essencial da NS3, estudos in vitro mostram que a protease
NS2B-NS3P é um alvo promissor para o desenvolvimento de anti-flavivirais (SHIRYAEYV et al.
2017), enquanto que outros estudos ressaltam que a triagem de inibidores contra a NS3 possui
melhor desempenho quando estd ndo estd ligada a NS2B, pois assim, hda uma melhor disposicao
de seus sitios ativos e, por isso, facilita a agdo de inibidores (PHOO et al., 2016), sejam eles do
tipo reversivel (ndo competitivo, competitivos e incompetitivos) ou irreversivel (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Para a selecdo de inibidores da NS3 € importante considerar a sua estrutura tridimensional
(Figura 7), a sua func¢@o, as interagdes feitas entre a protease e os inibidores, as caracteristicas do
sitio de ligacdo e outros fatores que também podem influenciar o sucesso do estudo
(PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Frente a funcdo enzimética fundamental para a replicacdo do virus Zika, a sua estrutura
bastante conservada e aos conhecimentos de farmacologia, a NS3 € conhecida por ser um
importante alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos contra o virus Zika (LEI
et al., 2016; MARTINS, 2018).

Diante disso, e para maior elucidacdo das interacdes importantes que um composto
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inibidor deve estabelecer com a NS3, nesse estudo, utilizou-se o complexo identificado por SLCO
no Protein Data Bank, que traz em sua estrutura as proteinas NS3 e NS2 e, juntamente com elas,

o inibidor de boronato, identificado por 6T8.

Figura 7: Estrutura tridimensional da protease NS3 isolada, nesse estudo, a partir do complexo PDBid: SLCO.

1.4. A busca por novos farmacos

Os farmacos podem ter diversas origens naturais ao se considerar os compostos quimicos
presentes nos mais diversos organismos vivos que compoe a biodiversidade, tais como plantas,
insetos, organismos marinhos e bactérias (MONTANARI; BOLZANI, 2001; COSTA NETO;
RESENDE, 2004; ALHO, 2012). Como exemplo disso, podemos citar o medicamento Taxol,
utilizado no tratamento de tumores sélidos que teve sua origem na planta Taxus brevifolia e o
medicamento Ziconotide utilizado para o tratamento de dor crOnica severa, cujo principio ativo
foi isolado do caracol marinho Conus magus (BARREIRO; BOLZANI, 2009; COSTA-LOTUFO
et al., 2009). Apesar de ter muitos outros exemplos de fArmacos que possuem origens a partir de
compostos naturais, a humanidade ainda aproveita apenas de uma fracdo muito pequena da

natureza (PINTO et al., 2002), sendo esta uma fonte sofisticada e rica em muitos compostos que
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podem ser utilizados como farmacos, cosméticos e tantos outros bioprodutos uteis aos seres
humanos (LOPES; BOLZAN, 2020).

Contudo, além das fontes naturais, os farmacos podem ter uma origem totalmente
sintética e desenvolvida de forma racional para determinado alvo, ou ainda podem ser
modificados a partir de compostos ja existentes. Em virtude disso, processos de modificacdo
molecular, bem como de modelagem molecular sdo frequentemente empregados no
desenvolvimento de novos farmacos (AVER; KREUTZ; SUYENAGA, 2015). Por isso, o
descobrimento de firmacos possui carater multidisciplinar e envolve assuntos relacionados a
farmacologia, bioquimica, quimica orginica sintética, quimica computacional, dentre outros
(VERLIL BARREIRO, 2005; SANTOS, 2012).

Do ponto de vista bioquimico e molecular no desenvolvimento de farmacos € importante
abordar os modelos que nos permitem explicar o seu funcionamento. Um dos modelos mais
famosos, popularmente conhecido como modelo chave-fechadura foi proposto por Hermann
Ficher e explica a biotividade de diversos compostos, que por sua vez acarretou o descobrimento
de diversos farmacos ao longo da historia (SILVA, 2013).

O modelo de Ficher foi proposto no ano de 1894 e descreve um substrato € enzima que
possuem formas geométricas que se complementam. Dessa forma, segundo o modelo, € possivel
considerar que o composto farmacoldgico é a chave e o receptor celular do organismo € a
fechadura, como um sistema rigido, que ao se complementarem, provoca um estimulo ou
bloqueio de determinada acdo bioldgica. Entretanto, um novo modelo proposto por Koshland, no
ano de 1958, considera um aspecto flexivel das estruturas quimicas e propdes que o sitio ativo
sofre alteragdes ao interagir com o substrato, 0 que ocasionaria uma agdo catalitica baseada no
rearranjo das cadeias laterais dos aminoacidos (VERLI; BARREIRO, 2005; LOPES, 2011), esse
ajuste ficou conhecido como modelo de encaixe induzido e justifica 0 mecanismo de acdo de
diversos outros firmacos, os quais o0 modelo proposto por Ficher ndo justificaria.

Uma vez conhecida as fontes e as razdes do funcionamento molecular dos farmacos é
necessario partir para o processo de seu desenvolvimento, que por sua vez € dividido em vérias
etapas que envolvem essencialmente a descoberta de um composto com atividade terapéutica,
estudos pré-clinicos e estudos clinicos. Para todo o desenvolvimento, € gasto em média 12 anos
com uma baixa probabilidade de sucesso. Afinal, estima-se que a cada 100.000 novos compostos

descobertos, apenas 250 chegam a passar por ensaios pré-clinicos e apenas 5 sdo testados em
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humanos, chegando portanto, na fase de ensaios clinicos. Porém, ao final de todo o processo,
apenas 1 composto entra para o mercado farmacéutico (FERREIRA et al., 2009). Dessa forma, o
processo de descobrimento e desenvolvimento de medicamentos € dado como longo, dificil e de
alto risco (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Entretanto, mesmo frente a tais dificuldades é possivel encontrar estratégias capazes de
aumenta as chances de sucesso na pesquisa de novos farmacos, tendo em vista, principalmente a
reducdo de riscos e custos (BARBERATO FILHO, 2006). Uma dessas estratégias é o uso dos

métodos computacionais.

1.4.1. Métodos computacionais € novos farmacos

A aplicacdo dos conhecimentos computacionais no desenvolvimento de novos farmacos
teve sua origem em sua aplicacdo nas ciéncias biolégicas que surgiu com objetivo de suprir a
necessidade de processar uma grande quantidade de dados clinicos, resolver calculos estatisticos,
validar hipéteses, predizer, descrever e prescrever quaisquer processos biologicos (PIQUEIRA,
1996).

Além disso, a aplicacdo da informatica passou a ser uma estratégia importante na quimica
medicinal por permitir a identificacdo de caracteristicas estruturais e quimicas, facilitar a
otimiza¢do de propriedades farmacocinéticas e dindmicas e também favorecer o processo de
ensino e aprendizagem dentro das academias em disciplinas que envolvem conhecimentos acerca
do mecanismo de acdo dos farmacos (CARVALHO et al., 2003; GUIDO; ANDRICOPULO,
2008; ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA, 2010; RODRIGUES et al., 2012; PALMEIRA et
al., 2019).

Na literatura, existem varios termos que fazem referéncia a descoberta de novos farmacos
através dos métodos computacionais. Muitas das vezes, esses termos sdo expressos como siglas
diferentes, mas que descrevem o mesmo objetivo, que por sua vez é o uso de técnicas
computacionais para desenvolver, otimizar e/ou criar firmacos para as diversas doengas dos
organismos vivos, como exemplo disso, podemos citar as seguintes siglas e termos: CADD que
refere-se ao desenho de farmacos assistidos por computador (Computer-Aided Drug Design),
CDD que faz referéncia ao desenho de farmacos por computador (Computer Drug Design),
CAMM que provém do termo em inglés para modelagem molecular assistida por computador

(Computer-Aided Molecular Modeling) e CADDD para desenvolvimento e descoberta de
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farmacos assistidos por computador (Computer-Aided Drug Discovery and Development)
(FEDERICO, 2016).

Existem varias softwares e métodos que fazem parte do desenvolvimento de novos
farmacos por métodos computacionais. Um desses métodos é o docking molecular, que parte da
premissa de que conhecendo a estrutura tridimensional de uma enzima, é possivel selecionar ou
criar ligantes que interajam com o seu sitio ativo (SHOICHET et al., 2002).

Os softwares FlexX, GOLD, AutoDock, DockThor, AutoDock Vina e Docker virtual de
Molegro sdo exemplos de ferramentas que permitem a performance do docking molecular
(TORRES et al., 2019) e sao bastante utilizados no estudo de novos farmacos.

Conhecendo as ferramentas computacionais, a estrutura tridimensional da enzima e a
forma de inibicdo, é preciso selecionar os ligantes corretos para cada sitio ativo (AMARAL;
MONTANARI, 2002). A selecdo de novos inibidores busca identificar compostos que possuem
maior afinidade com o alvo proteico, de modo que este tenha sua fungcdo bioquimica
comprometida. Além disso, é possivel o design de novos inibidores a partir de moléculas ja
conhecidas e depositadas em banco de dados (ROCHA, 2011) comerciais e gratuitos como ZINC,
WOMBAT, ChEMBL, PDBbind, PubChem, DrugBank e Nubbe (PICCIRILLO; AMARAL,
2018)

Depois da selecdo virtual, os compostos podem ser sintetizados e testados
experimentalmente, para que entdo, o composto possa ser reconhecido como um medicamento

(HICKSON, [s.d.]).

1.4.2. Caracteristicas importantes em um farmaco
1.4.2.1. Farmacocinética

Farmacocinética é o estudo sobre o que o organismo faz em relacdo a droga e aborda
conhecimentos que sdo fundamentais no tratamento de diversas doengas de forma quantitativa e
temporal dos processos que ocorrem desde o momento que o farmaco entra no organismo até a
sua excrecdo (FEDERICO et al., 2017), para isso se baseia em modelos matematicos (REAL,
2016).

A avaliagdo de parametros farmacocinéticos é de suma importdncia para o
desenvolvimento de farmacos, visto que milhares de compostos sdo abandonados pela pesquisa

de novos farmacos devido a caracteristicas farmacocinéticas indesejaveis, como a presenga de
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metabolitos ativos ou toxicos derivados do metabolismo de certo composto (PEREIRA, 2007).
Em virtude disso, estudar o perfil e as caracteristicas farmacocinéticas que acompanham um
composto € uma estratégia que visa diminuir a taxa de insucesso de candidatos a firmacos na fase
clinica de desenvolvimento (SOUZA, 2019).

Os fatores que descrevem um perfil farmacocinético estdo basicamente divididos em
quatro etapas: absor¢do, distribui¢do, metabolismo e excre¢do. A interagdo dessas quatro etapas
determina a concentracao plasmatica e estabelece a capacidade de determinado farmaco alcangar
0 seu objetivo em uma concentracdo efetiva (LEONARDI, 2021), e exerce também, grande
importancia na posologia de determinada droga (JONES, 2018; RUSCIN; LINNEBUR, 2018).

A etapa de absorcdo consiste na transferéncia do farmaco desde o seu local de
administracio até a corrente sanguinea, trata-se de uma etapa determinante na descoberta de um
composto, uma vez que se um farmaco ndo é absorvido de forma adequada, seus efeitos
sistémicos nao existirdo (OLIVEIRA, 2021).

Apo6s a entrada do farmaco na circulacio sist€émica, o fArmaco sera distribuido a todos os
tecidos de forma desigual. Isso acontece porque existem diferencas na perfusdo sanguinea, no pH
regional, na permeabilidade das membranas celulares e também na ligacio do farmaco aos
proprios tecidos, dentre outras caracteristicas que também influenciam a penetracio de um
farmaco em um tecido (LE, 2019). Como representante dessa etapa, no presente estudo foi feita a
predicdo sobre a possibilidade de ocorrer a passagem dos compostos pela barreira-
hematoencefalica.

A terceira etapa da farmacocinética consiste na metabolizacido e ocorre, principalmente,
no figado. Nessa etapa, o ocorrem as reacdes de oxidagado, reducdo, conjugacdo e hidrolise. As
reacdes que caracterizam a oxidagao/reducdo sdo realizadas pelas enzimas do citocromo P450 e
provocam alteragdes estruturais no farmaco. Através delas, os pro-farmacos sdo ativados. Ja as
reacOes de conjugacdo/hidrélise tem o objetivo de inativar certos metabdlitos ou ainda de
aumentar a solubilidade dos compostos resultantes (RANG et al., 2016; LIBERATORI, 2021).

A inibicdo das enzimas que compde o citocromo P450 é uma das principais razdes pelas
quais ocorrem as interagdes medicamentosas relacionadas a farmacocinética, que por sua vez
culminam em efeitos toxicos e adversos causados pela menor depuracdo e acimulo do farmaco
ou de seus metabdlitos. Frente a isso, a determinacao de quais enzimas € afetada por um farmaco

ganha elevada relevancia (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
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As principais enzimas que compde o citocromo P450 sio as CYP1A2, CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6 e possuem grande destaque nas reagdes da fase I do metabolismo
de mais de 75% dos farmacos utilizados atualmente, sendo, portanto recomendado a realiza¢do de
estudos in vitro que descrevam o comportamento metab6lico de candidatos a farmaco em relagcao
a essas enzimas (HABENSCHUS, 2016). Por esse motivo, no presente estudo foi feito a predi¢ao
da capacidade inibitéria dos compostos estudados em relacao as enzimas citadas.

A avaliacdo da capacidade de inibi¢ao de certo composto pode trazer uma previsao sobre
as interagdes medicamentosas geradas ao se administrar firmacos de forma concomitante. Diante
da suma importancia dessa anélise, é altamente recomendada a realiza¢do de estudos in vitro que
possam avaliar o comportamento metabdlico de candidatos a firmaco em relagdo as essas
enzimas (HABENSCHUS, 2016), além da previsao feita in silico.

A ultima etapa da farmacocinética tem-se a excre¢do, em que os compostos resultantes
sdo removidos do organismo para o meio externo. E um processo que ocorre, principalmente, por
meio dos rins e figado, entretanto, algumas drogas ainda podem ser eliminadas pelos pulmdes,
pele, leite, suor ou saliva, sendo esses ultimos métodos de eliminacao menos comuns (ANVISA,
2008).

Outro fator que influencia na farmacocinética e nos efeitos de determinada droga esta
relacionado a glicoproteina P. O fato de determinado firmaco ser ou ndo substrato da
glicoproteina P influencia os processos de absor¢do, eliminacdo e excre¢do de drogas. E sabido
que a glicoproteina P € uma proteina expressa na superficie celular que funciona como uma
bomba de efluxo dependente de ATP. Em células hepaticas, a glicoproteina P faz o transporte do
composto farmacolégico para a bile, promovendo a sua eliminacdo. Com o mesmo objetivo, em
células renais, a glicoproteina P bombeia os compostos para a sua excrecdo na urina. J4 na
placenta, ela executa o transporte de farmacos de volta para o sangue materno e reduz a
exposicao do feto aos farmacos. No intestino, ela atua reduzindo a absor¢do ao transportar os
farmacos para o limen intestinal e na barreira hematoencefélica, a glicoproteina P promove o
bombeamento dos farmacos de volta ao sangue e assim atua como um protetor cerebral ao limitar
0 acesso ao cérebro para muitos fairmacos, constituindo de um importante mecanismo que evita a
penetracdo de substancias citotoxicas no cérebro (BEZERRA, 2011; ZIMMERMANN, 2015;
DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; WIKIPEDIA, 2020).

Diversos farmacos ja foram classificados como inibidores ou substratos da glicoproteina
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P, entretanto a modulagdo de sua atividade ainda ndo estd completamente elucidada. Porém, o
conhecimento se determinada droga € substrato ou inibidor da glicoproteina P pode fornecer
previsdes sobre o seu funcionamento e assim, promover uma melhor visdo sobre a concentragdo
de firmacos no organismo, aumentar a eficiéncia do tratamento, influenciar a biodisponibilidade
oral e dizer respeito sobre a penetragdo de fairmacos no sistema nervoso central (BEZERRA,

2011).

1.4.2.2. Druglikeness

Outras caracteristicas que auxiliam na busca por novos fairmacos podem ser encontradas
ao se estudar as propriedades druglikeness. Um composto que possui bom potencial druglikeness
¢ aquele que apresenta grupos funcionais e propriedades fisicas, como lipofilicidade,
caracteristicas de ligacdao hidrogénio, tamanho, distribuicao eletronica, flexibilidade molecular e
caracteristicas farmacoféricas semelhantes a4 maioria dos fairmacos conhecidos (MARINO, 2014),
tendo isso em vista, ao avaliar as propriedades druglikeness de determinado composto, estamos
verificando a similaridade que ele possui em relacio aos farmacos ja comercializados
(MAXWELL, SN; COSTA, 2015).

Essa avaliacdo torna-se importante ao possibilitar a predicdo e exclusdo de compostos
que, provavelmente, ndo apresentardo bom perfil farmacocinético (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017) e também pode auxiliar na otimizacdo das propriedades farmacocinéticas e
farmacéuticas e exercer um impacto pratico na busca por novos compostos que possam funcionar
como farmacos (MELLO, 2012).

No presente estudo, foram avaliados 5 tipos diferentes de filtros, disponibilizados pelo
SwissADME, que consideram diversas propriedades moleculares como determinantes para que
uma molécula seja considerada semelhante a um farmaco ou ndo. Tais filtros foram
desenvolvidos por empresas farmacéuticas com o intuito de melhorar a qualidade de suas buscas
por melhores farmacos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Dentre os filtros disponibilizados
pelo SwissADME tem-se Lipinski (para Pfizer), Ghose (para Amgen), Veber (para
GlaxoSmithKline), Egan (para Pharmacia) e Muegge (para Bayer) (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017; JIA et al., 2019; KADRI; AOUADI, 2020).

Entretanto, o filtro de Lipinski com suas respectivas regras € o mais citado na literatura e
foi desenvolvido por Lipinski e seus colaboradores no ano de 1997. Juntos, eles realizaram um
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estudo para a empresa farmacéutica Pfizer, cujos resultados apontaram propriedades fisico-
quimicas necessdrias para que as drogas apresentassem boa disponibilidade oral. Esse foi um dos
trabalhos pioneiros relacionados a disponibilidade oral e como decorréncia do estudo foram
encontradas algumas regras que poderiam auxiliar os pesquisadores no desenvolvimento de
novos farmacos. O conjunto das regras ficou denominado Regra dos Cinco ou em inglés Rule of
Five. Conforme as regras, as propriedades importantes para uma boa disponibilidade oral sdo:
nimero de doadores de ligagdes de hidrogénio, nimero de aceptores de ligagdes de hidrogénio,
log P, peso molecular e pontos de interacao para os principais alvos de farmacos. Dessa forma, a
Regra dos Cinco sugere que uma ma absor¢do do farmaco ocorre quando o composto possui mais
de 5 doadores de ligacdo de hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligagdo de hidrogénio, mais
que 500 daltons de peso molecular e log P maior do que 5, enquanto que uma boa absorc¢do oral
seria exatamente o oposto do descrito. Além disso, cerca de 10% das moléculas estudadas por
Lipinski apresentaram 2 parametros que nao condiziam com uma boa disponibilidade oral e com
base nisso, Lipinski sugeriu que compostos que apresentassem 2 ou mais parametros fora do
esperado para uma boa disponibilidade oral teriam grandes chances de serem pouco permeaveis
(LIPINSKI et al., 1997; SANTOS; GONSALVES; ARAUIJO, 2018; PICCIRILLO; AMARAL,
2018; TAVARES, 2020).

Ja com relacdo aos parametros de outros filtros implementados pelo SwissADME, tem-se
que a similaridade de certo composto em relagdo aos fairmacos comerciais se dd por meio de
regras diferentes daquelas definidas por Lipinski (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Conforme o filtro de Ghose, para um farmaco ter propriedades druglikeness, € necessario
que o composto tenha peso molecular superior ou igual a 160 e inferior ou igual a 480, WLOGP
maior ou igual a -0,4 e inferior ou igual a 5,6, Refratividade Molecular maior ou igual a 40 e
inferior ou igual a 130 e nimero de atomos maior ou igual a 20 e menor ou igual a 70 (GHOSE;
VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999).

Entretanto, para o filtro de Veber, é necessario, apenas, que o composto tenha nimero
menor ou igual a 10 ligagdes giratorias e area de superficie polar topoldgica inferior ou igual a
140 (VEBER et al., 2002).

Para Egan, j4 € preciso que o composto tenha WLOGP inferior ou igual a 5,88 e area de
superficie polar topoldgica inferior ou igual a 131,6 (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000).

Conforme descrito por Muegge € necessario que o composto tenha peso molecular maior
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ou igual a 200 e menor ou igual a 600, XLOGP maior ou igual a -2 e menor ou igual a 5, area de
superficie polar topoldgica inferior ou igual a 150, nimero de anéis igual ou inferior a 7, nimero
de carbonos maior do que 4, nimero de heterodtomos superior a 1, nimero de ligagdes giratdrias
inferior ou igual a 15, nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10, nimero
de doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5 (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI,
2001).

Dessa forma, pode-se concluir que existem diferentes filtros e caracteristicas que
possibilitam a previsdo sobre as propriedades druglikeness e que tais propriedades sdo
importantes na hora da selecdo e estudos de novos firmacos, uma vez que a similaridade de um
composto em relacdo a fArmacos comerciais pode ser um indicio de que passard pelos sucessivos

testes que sdo realizados durante o desenvolvimento de novos farmacos.

1.4.2.3. Toxicidade

A andlise de toxicidade possui grande importancia no descobrimento de farmacos, e o
aprendizado de méquina estd cada vez mais presente nessa andlise, a ponto de se tornar uma
ferramenta essencial no estudo de novos compostos (UNTERTHINER et al., 2015; MAYR et al.
2016; HESSLER; BARINGHAUS, 2018). Pois, o uso de métodos computacionais além de ter
custos operacionais exorbitantemente menores € otimizar o tempo das pesquisas, ndo exige o uso
de animais e apresenta alta exatidao e reprodutibilidade (MEDEIROS, 2019).

Além disso, vale ressaltar que segundo Dearden (2002), a avaliacdo da toxicidade deve
ser realizada o mais cedo possivel no processo de desenvolvimento de farmacos, uma vez que
agindo assim, os pesquisadores podem minimizar os erros € as falhas ocasionados pela toxicidade
nos ensaios clinicos e nas demais fases do processo. Dessa forma, identificar atividade biologica
e avaliar parametros farmacoldgicos e toxicoldgicos pode ser uma estratégia para definir a
continuidade do estudo de certo composto, bem como sua rejeicio do ponto de vista
farmacol6gico (COCCO et al., 2020).

A avaliagdo computacional das propriedades toxicoldgicas é baseada na comparacdo da
estrutura quimica de determinado composto com outras moléculas presentes em um banco de
dados. Entdo, faz-se a andlise que envolve multiplas caracteristicas de forma simultanea. A partir
dai € possivel fazer uma predicdo abrangente que possibilita conhecer os provaveis efeitos
adversos de certa substancia (ALVES et al., 2019).
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Para as andlises de toxicidade dos compostos estudados nesse trabalho foi utilizado a
plataforma gratuita admetSAR (CHENG et al., 2012) e foram avaliadas as caracteristicas de

inibi¢do de hERG (human ether-a-go-go related gene), Toxicidade AMES e carcinogenicidade.

1.4.2.3.1. Inibi¢do de hERG

Compostos que inibem a subunidade do canal de potassio codificado pelo gene hERG
(human ether-a-go-go related gene) pode levar ao prolongamento do intervalo QT e culminar em
uma arritmia cardiaca potencialmente fatal (CYPROTEX, 2021) e por isso sdo considerados
cardiotoxicos, ndo obstante, muitos farmacos ja foram tirados do mercado ou tiveram seu uso

limitado devido ao seu efeito inibitério de hERG (ALVES et al., 2014).

1.4.2.3.2. Toxicidade AMES

Identifica as substancias que sdo capazes de causar mutacdes genéticas e acarretar cancro
ou mutacdes em 6vulos humanos e no esperma, que possivelmente, culminaria em mutacdes na
prole. As mutacdes geradas podem afetar apenas uma base do material genético ou provocar
mudanca e rearranjo de multiplas bases, podendo ter impacto até, mesmo no numero de
cromossomos (SHAFER, 2019). Frente a importancia dessa caracteristica, torna-se crucial o seu

estudo no desenvolvimento de novos farmacos.

1.4.2.3.3. Carcinogenicidade

A carcinogénese € gerada por meio da transformacdo de células normais em células
cancerosas. Decorre de uma cascata de eventos que quando associados produzem alteracdes nas
taxas de morte e crescimento celular, alteragdes na diferenciacdo celular ou ainda invasdo de
tecidos normais. Diante disso, a predi¢do acerca da carcinogenicidade objetiva saber se
determinada substancia é capaz de induzir cancer ou aumentar a sua chance de ocorréncia, seja

através da formacgdo de tumores malignos ou benignos (GUERRA, 2016).

1.4.2.4. Acessibilidade sintética

Determinar o quanto uma molécula € dificil ou fécil de ser sintetizada pode ajudar na

selecao das moléculas mais promissoras para se tornarem futuros fairmacos. A acessibilidade
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sintética geralmente € determinada por quimicos, entretanto, quando se avalia um grande nimero
de moléculas torna-se impossivel, humanamente, aos especialistas realizarem todo o trabalho.
Sendo assim, uma estimativa in silico pode ser utilizada para uma pré-filtragem que possibilitara
a elimina¢do daqueles compostos que, de acordo com os algoritmos especificos para esse fim,
possuem um processo sintético de dificil execu¢dao. (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Além disso, existem muitos fatores que influenciam a acessibilidade sintética de
determinada molécula e calcular o quanto um composto é acessivel sinteticamente nao é uma
tarefa facil quando ndo se usa métodos computacionais, 1sso acontece devido a auséncia de uma
defini¢do rigorosa para o termo. Entretanto, de forma simplista, o nimero de passos que compde
a sintese de qualquer composto € o que determinard a facilidade ou a dificuldade da sintese.
Dessa forma, quanto maior for o nimero de passos requeridos para se chegar a molécula final,
menos acessivel do ponto de vista sintético € uma molécula para a industria. Com isso em vista,
torna-se possivel fazer comparagdes em relagdo a complexidade entre varios compostos
(OSEDACH; ANDREW; BULOVIC, 2013) e assim, gerar rankings para compra de amostras e
selecdo de compostos que passaram pela triagem (ERTL; SCHUFFENHAUER, 2009).

Dada a importancia da avaliagdo da acessibilidade sintética, diversas ferramentas sdo
criadas com o intuito de fazer essa avaliacio. Como exemplo, se podem citar as ferramentas:
SYBA (VORSILAK et al., 2020), RASA (HUANG; LI; YANG, 2011), PhDD (HUANG; LI;
YANG, 2010) e SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), dentre outras.

No presente estudo, foi utilizado o SwissADME que segundo Daina, Michielin e Zoete
(2017) calcula o valor para a acessibilidade sintética através da suposi¢do de que a frequéncia de
fragmentos moleculares presentes em moléculas que podem ser obtidas se correlaciona com a
facilidade de sintese molecular. A pontuacdo é gerada e normalizada em uma escala de 1 e 10.
Quanto maior a pontuacdo, maior é a dificuldade da sintese molecular, € quanto menor é a
pontuacdo, mais fcil € a sintese molecular (SWISSADME, 2021).

Além disso, para comparagcdo, a pontuacdo para a acessibilidade sintética, para os
quimicos, pode ser agrupada em 4 classes diferentes: facil acessibilidade (pontuacdo < 3), média-
baixa acessibilidade (3 < pontuagdo < 5), média-alta acessibilidade (5 < pontuagdo < 7) e dificil

acessibilidade (pontuacdo > 7) (BONNET, 2012).
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1.4.3.Reposicionamento de farmacos

E uma estratégia importante e promissora que possui como intuito encontrar novas
indicacdes e usos para medicamentos que sdo aprovados e comercializados ou que ainda estdo em
processo de investigacdo, mas que tenham um perfil de seguranga ja demonstrado em ensaios
clinicos, ou ainda que sejam moléculas candidatas em fase de desenvolvimento de determinado
medicamento, mas que ndo ofereceram eficidcia para determinada doenca. Em virtude disso,
quando comparado com o desenvolvimento de um medicamento novo, a estratégia de
reposicionar um farmaco oferece custos inferiores e consequentemente, requer investimentos
mais baixos. Além disso, também requer menor tempo de desenvolvimento, uma vez que 0s
testes de seguranca ja foram realizados na concep¢do do medicamento original, e por isso
agilizam a aprovacdo de medicamentos que possuem seguranga e eficicia (JARDIM, 2013;
VILLALBA, 2015, BREDER, 2020; THOME, 2019; VALE, 2019; GRANDO; OLIVEIRA;
FIERRO, 2020).

Isso acontece, porque ao se reposicionar um farmaco se evita muitos problemas que
impediriam o desenvolvimento de um novo farmaco, como por exemplo, problemas que
envolvem a seletividade de alvo, farmacocinética, toxicologia, metabolismo e efeitos adversos
que poderiam ocorrer ao testar uma nova molécula. Qualquer falha ou descoberta negativa que
envolve os processos citados poderia acabar com as expectativas de um novo farmaco para o
tratamento de determinada doenca (COELHO, 2019).

Dessa forma, grande parte dos farmacos ja foram reposicionados, apenas receberam novos
usos € mantém sua indicacdo original (SILVA, 2015). Como exemplo de farmaco reposicionado
pode-se citar o citrato de sildenafila, desenvolvido pela Pfizer, que inicialmente foi planejado
para o tratamento de hipertensdo, mas que passou a ser utilizado contra disfun¢do erétil

(KUNUMLI, 2020; FARIA; SANTOS, 2020).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Selecionar potenciais ligantes para a estrutura tridimensional da Protease NS3 do virus
Zika (PDBid: 5LCO) com caracteristicas farmacoldgicas favoraveis, por meio da construcdo de
modelo baseado em forma, triagem virtual, docking molecular nao covalente e covalente e

predi¢do das caracteristicas farmacocinéticas.
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2.2. Objetivos especificos

Gerar modelo baseado em forma do composto N-((S)-3-(4-(aminomethyl) phenyl)-
1-(((R)-4-guanidino-1-(5-hydroxy-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)butyl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)benzamide (PDB: 6T8)

Preparar os bancos de dados para a triagem virtual.

Executar a triagem virtual de compostos leadlike e druglike, de compostos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e de compostos naturais
(NUBBE).

Modificar estruturalmente os compostos leadlike e drulike de melhor resultado
para realizacdo de docking covalente.

Executar o docking molecular covalente com os compostos de origem leadlike e
drulike e ndo covalente com compostos de origem druglike, leadlike, NUBBE,
FDA.

Predizer as caracteristicas farmacoldgicas e de toxicidade dos compostos

selecionados.

3. MATERIAIS E METODOS

A metodologia desenvolvida neste projeto esti descrita na forma de um fluxograma

presente na Figura 8.
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PDB

Complexo 5LCO

CadeiaA

CadeiaB

Ligante 6T8 ‘ Grafico de agrupamento

L .| Caracteristicas
PLP fitness | | farmacolégicas

Modelo Farmacoférico |

8D, 1L, 1IN, 6F

NuBBe Compostos naturais —)—)I 1N, 2N, 3N, 4N, 5N, 6N, 7N, 8N, 9N e 10N I—
Compostos FDA >{ 1F, 2F, 3F, 4F, 5F, 6F, 7F, 8F, 9F e 10F |
Zinc 15 Compostos Leadlike ——>1——>{ 1L, 2L, 3L, 4L, 5L, 6L, 7L, 8L, 9L e 10L |—| Leadlike_modificados |——

Compostos Druglike ——>L——{ 1D, 2D, 3D, 4D, 5D, 6D, 7D, 8D, 9D & 10D H Druglike_modificados |7

Figura 8: Esquema da metodologia utilizada no estudo. As cores empregadas fazem separacdo de cada etapa:
Elementos na cor vermelha: Processo de obteng@o da proteina tridimensional NS3 do virus Zika; Elementos na cor
amarela: Bibliotecas de compostos e suas origens; Elementos na cor azul: Definicdo do modelo baseado em forma;
Elementos na cor verde escura: Geragdo de banco de dados e conférmeros de ligantes; Elementos na cor roxa:
Triagem virtual e a selecdo dos compostos para docking molecular; Elementos na cor vermelha escura: Ligacdo
Covalente e modificacdo molecular; Elementos na cor marrom: Docking molecular; Elementos na cor rosa:
Caracteristicas farmacoldgicas; Elementos na cor verde clara: Compara¢do dos compostos selecionados com o

inibidor de boronato (ligante 6T8).

3.1. Obtencao da proteina tridimensional NS3 do virus Zika

Um complexo formado pela proteina NS3, NS2 e o inibidor de boronato (N-((S)-3-(4-
(aminomethyl)phenyl)-1-(((R)-4-guanidino-1-(5-hydroxy-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)butyl)amino)-
1-oxopropan-2-yl)benzamide (ID: 6T8)) (LEI et al., 2016) foi obtido através do banco de dados
em 3D de proteinas e acidos nucléicos Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000).

Para o presente estudo, o inibidor de boronato, foi o escolhido como ideal, porque é um
inibidor com estrutura conhecida e estd disponibilizado juntamente com a NS3 do virus Zika
(Figuras 9 e 10).

Ademais, o complexo (PDB, 2016) estava identificado pelo cddigo PDB: SLCO e a

estrutura disponibilizada possui uma resolugcao de 2.7 angstrom (LEI et al., 2016). O download
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no formato PDB foi realizado. Apds a obtencdo do complexo, a preparacdo para os estudos
subsequentes envolveu a exclusdo da cadeia referente a NS2 e do inibidor de boronato. Este
ultimo foi utilizado para a constru¢do do modelo baseado em forma descrito no topico 3.4 ¢ a
NS2 ndo fez parte de nenhuma etapa, enquanto que a protease NS3 foi reservada como o alvo

proteico do presente estudo.

Figura 9: Estrutura do complexo NS3, NS2 e inibidor de boronato (PDB: 5LCO0) a direita e a NS3 isolada a esquerda

ainda em complexo com inibidor.

Figura 10: Inibidor de boronato ocupa o sitio de liga¢do da proteina NS3, formando o complexo proteina-ligante.

3.2. Bibliotecas de compostos e suas origens
Os compostos testados foram adquiridos no banco de dados Zinc 15 (IRWIN, 2008) e
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NuBBE (SALDIVAR-GONZALEZ et al., 2018). Nio houve motivos especificos para a escolha
desses bancos de dados, a ndo ser a sua seguranca e confiabilidade em fornecer informagdes
cientificas.

Para a escolha dos compostos do banco de dados Zinc 15 foram selecionados 2.115
compostos que ja foram aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), 27.802.854
compostos classificados como druglike (LIPINSKI, 2004) e 5.289.964 compostos classificados
como leadlike RAYMER; BHATTACHARYA, 2018). Ja para a escolha dos compostos naturais
do NuBBe foram aplicados 2.222 compostos no estudo.

Os downloads de todos os compostos foram realizados no formato SDF e armazenados

em pastas separadas para as analises posteriores.

3.3. Modelo baseado em forma

O inibidor de boronato deu origem a um modelo utilizado na selecdo dos compostos a
partir das bibliotecas geradas e se baseia nos critérios geométricos da interagdo da proteina e de
seu ligante (STIERAND; RAREY, 2010).

Para a construcdo do modelo foi utilizado o Software ROCS (HAWKINS; SKILLMAN;
NICHOLLS, 2007) e as regides especificas de interacdo entre proteina e ligante foram mantidas
por serem essenciais na estabilizacdo da intera¢do. Dessa forma, foram definidas as regides
aceptoras e doadoras de hidrogénio, cations, anions, regides hidrofobicas, as regides de anéis
aromaticos, (BORGES, 2019) topologia e por consequéncia da andlise das interagdes

intermoleculares, foi possivel definir os pontos farmacoféricos do inibidor.

3.4. Geracdo de banco de dados e conformeros de ligantes

As bibliotecas de compostos selecionadas foram submetidas ao programa FILTER do
OMEGA 2.5.1.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM, para que compostos que possuem
fungdes toxicas, alta probabilidade de formar ligacdes covalentes com o alvo proteico, alta
probabilidade de gerar interferéncia em ensaios bioldgicos, baixa disponibilidade oral fossem
removidos (FONSECA, 2019).

Os compostos que passaram pelo filtro anterior, foram entdo, submetidos ao programa
QUACPAC, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM, para que cargas precisas fossem

geradas para cada composto. Com esse intuito, o programa enumera o pKa e os tautomeros de
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cada molécula e assim obtém o seu estado de protonacdo (PANIAGO, 2018).

Logo em seguida, os compostos foram submetidos ao programa OMEGA (HAWKINS et
al., 2010), com a finalidade de gerar bancos de dados de multi-conférmeros bioativos com alta
velocidade e confiabilidade, sendo, portanto, uma etapa fundamental para a triagem virtual com o
uso de modelos farmacoforicos, ja que estes dependem de conformacdes bioativas para a selagdo

durante a triagem virtual (SILVA, 2017).

FILTER QUACPAC
Arquivol.oeb | Arquivo2.oeb | Arquivo3.oeb

Arquivod.oeb

OMEGA

Figura 11: Esquema representando a geracdo de dados durante a preparagdo do banco de dados. No processo um
arquivo inicial (Arquivol.oeb) passou pelo filtro do programa FILTER, onde teve compostos indesejaveis
eliminados, gerando assim, um segundo arquivo (Arquivo2.oeb). O programa QUACPAC enumerou o pKa dos
compostos do Arquivo2.oeb e gerou um terceiro arquivo (Arquivo3.oeb), que por sua vez serviu para a geracio de
tautdmeros, processo que também ocorreu através do programa QUACPAC. Como resultado dessa etapa, foi gerado

o quarto arquivo (Arquivo4.oeb) que passou pelo programa OMEGA para a geracdo de multi-conférmeros bioativos.

3.5. Triagem virtual e a selecdo dos compostos para docking molecular

Durante a triagem virtual foram identificados os compostos potencialmente ativos através
de comparacdes moleculares dos compostos preparados na etapa anterior com o modelo baseado
em forma. Esse processo foi realizado através do programa ROCS (VENHORST et al., 2008) e
resultou em um ranking dos 500 compostos que mais se assemelhavam ao modelo baseado em
forma.

A pontuacdo para o ranking foi estabelecida através da pontuagdo Tanimoto_Combo, que
considera a soma da similaridade da cor e da forma entre 0 modelo farmacoférico e os outros

compostos (OPENEYE, 2021).
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3.6. Ligacao Covalente e modificacdo molecular

Os compostos Leadlike e Druglike selecionados tiveram suas estruturas moleculares
modificadas com o objetivo de adicionar a estrutura molecular (Figura 12) presente no ligante
original (inibidor de boronato) que € essencial para a ligacdo covalente do inibidor a proteina
NS3 do virus Zika. A férmula molecular da estrutura adicionada € CsHgBO3, pois se considerou a
adi¢do da estrutura diretamente em um dos carbonos que ja estavam presentes na molécula do
composto a ser modificado.

Ap6s a modificagdo molecular, os compostos leadlike passaram a ser identificados por
leadlike_modificados e os compostos druglike passaram a ser identificados por

druglike_modificados.
OH

O O

g~

Figura 12: Estrutura molecular adicionada as moléculas Leadlike e Druglike. A adi¢do da estrutura se deu através da

ligagdo covalente do 4&tomo de Boro em um dos carbonos ja presentes na estrutura de cada composto.

3.7. Docking molecular e visualizacdo das interacdes proteina-ligante

Foi realizado o docking molecular covalente utilizando os compostos
leadlike_modificados e druglike_modificados, enquanto que para o docking molecular ndo
covalente utilizou-se os compostos ja aprovados pelo FDA, os compostos naturais e também o0s
compostos leadlike_modificados e druglike_modificados.

Para realizar o docking molecular foi utilizado o software GOLD (NURISSO et al., 2012).
Foi feita a predi¢cdo das afinidades de interacdo entre os compostos e a proteina estudada
(VERDONK et al., 2003) e a afinidade de cada interacdo foi pontuada pelo algoritmo
CHEMPLP. Por meio da pontuacdo atribuida a cada interagdo, foi possivel diferenciar os ligantes
promissores para o estudo (RODRIGUES et al., 2012), sendo que os compostos que
apresentaram maior PLP, aqueles que possuem maiores chances de sucesso (IBRAHIM et al.,
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2019) como inibidores da NS3.

Para cada composto, o docking molecular foi realizado 50 vezes, sendo esse nimero
definido durante as configuragdes de GA runs, para que o experimento trouxesse maior
confiabilidade em seus resultados. Os arquivos resultantes foram submetidos ao software LigPlot
(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995) para que os esquemas de interacdes fossem

gerados.

3.8. Caracteristicas farmacoldgicas

Foram avaliadas as propriedades de absor¢cdo gastrointestinal, avaliacdo de interacdo com
a glicoproteina P, capacidade de ultrapassagem da barreira hematoencefilica, metabolismo
(considerando as enzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4), toxicidade, por
meio da avaliagdo de inibi¢do de hERG (human ether-a-go-go related gene), Toxicidade AMES e
carcinogenicidade. Avaliou-se também as propriedades druglikeness, conforme as regras de
Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge e acessibilidade sintética de cada composto selecionado
no item 3.5.

Para a avaliacdo, foi utilizado duas plataformas, sendo elas o SwissADME (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017) e o admetSAR (CHENG et al., 2012). Os dados de entrada para
estas, sdo os compostos no formato smiles (Simplified Molecular Input Line Entry Specification).
Para a conversdo das estruturas tridimensionais em compostos smiles utilizou-se o programa

OpenBabel (O’Boyle et al., 2011).

3.9. Comparacio dos compostos selecionados com o inibidor de boronato

Os dados relacionados as caracteristicas farmacélogicas foram submetidos ao software
Orange (DEMSAR et al., 2013) que possibilitou a Anélise de Componente Principal, na qual os
dois principais componentes foram selecionados para explicar a maior parte da variacio entre as
caracteristicas farmacocinéticas analisadas por meio de andlise de agrupamento. Para tanto, os
resultados da andlise de componentes principais foram submetidos ao método K-means para
defini¢do da quantidade de clusters, conforme o score Silhouette. Posteriormente, o output do K-

means foi submetido ao Scatter Plot para a visualizagdo dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Modelo farmacoférico

O estudo das interacdes entre o ligante 6T8 e a proteina NS3 do virus Zika possibilitou a
constru¢do do modelo baseado em forma (Figura 13), que foi construido com base nos principais
pontos de interacdes intermoleculares estabelecidos durante a formacdo do complexo proteina-
ligante e na topologia do ligante. O modelo apresenta como pontos farmacofdricos, dois anéis,

dois doadores e um aceptor de hidrogénio.

Figura 13: Modelo baseado em forma gerado a partir do ligante 6T8. Esferas azuis representam pontos
farmacoféricos doadores de hidrogénio e a esfera vermelha representa um ponto farmacoférico aceptor de

hidrogénio. As esferas verdes mostram os pontos farmacoféricos presentes nos anéis da estrutura do ligante.

4.2 Triagem virtual (ROCS)

Apés a triagem, houve a selecdo de 10 compostos Druglike, 7 compostos Leadlike, 10
compostos aprovados pelo FDA e 10 compostos naturais que apresentaram maiores valores para

o Tanimoto_Combo.
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Origem Identificacdo Férmula Molecular Tanimoto Combo

1D C,7H30BN30¢ 1,278

2D C»H29BN>O5 1,263

3D C,1H,5BN,0O5 1,238

4D C,y0H2,BNOsS 1,235

Druglike_modificados Zg SZEziggzgz 1:;;:
7D C,5H76BCIN,O5 1,228

8D C,5sH,6BFN,0s5 1,228

9D C,1H2,BF3N,05 1,228

10D C,1H6BNOg 1,222

1L C»H20BN>Os5 1,263

2L C,1H25BN>O5 1,238

3L Co0H2»,BNOsS 1,235

Leadlike_modificados 4L C»H»9BN>O5 1,229
5L C,1H6BNOg 1,222

6L C,1H2sBNOg 1,220

7L C,0H2,BNOs5 1,219

1F C,3H23CIN50O5 1,046

2F Ca3H23CIN5O5 1,046

3F C,3H»3CIN50O5 1,044

4F Ca3H23CIN5O5 1,044

COIIlpOStOS Jé S5F C23H23C1N503 1,025
aprovados pelo FDA 6F Cy3H,3CIN5O3 1,024
TF C14H004 1,016

8F CsH;6CI3N,S 0,999

9F Ci3H6CI3N,S 0,999

10F C,3H»3CIN50O5 0,995

1IN C17H5004 0,973

2N Ci5H ;405 0,958

3N C17H21NO3 0,953

4N Ci6H9NO3 0,943

Compostos naturais SN C16H1sNOs 0,943
6N Ci5H;603 0,932

TN Cy3H607 0,916

8N C14H 205 0,901

ON Ci6H 1604 0,898

10N C17H3NO3 0,895

Tabela 1: Férmulas moleculares e identificacdo dos compostos selecionados pelo score Tanimoto Combo para o

docking molecular.



Sabe-se que a pontuagdo Tanimoto_Combo varia de 0 a 2,0 (LAGOS et al., 2017) e no
presente estudo, o valor maximo encontrado foi 1.278 para o composto 1D e o menor valor foi
0.895 para o composto 10N.

Imran et al. (2020) ao fazer a identificacdo de novos inibidores da urease bacteriana
através da forma e estrutura molecular baseadas em abordagens de triagem virtual selecionou
1700 compostos dentro de uma faixa de pontuacdo de 1.216 e 1.679. Enquanto que Warner et al.
(2012) ao executar o experimento para a identificacdo de drogas ja aprovadas pelo FDA que sdo
capazes de se ligar in silico ao MDM?2 encontrou uma pontuacdo que varia de 0.142 a 0.802 para
o Tanimoto_Combo. Esses valores sdo inferiores aos valores encontrados para as quatro classes
de compostos estudados.

Mandlik (2016), estudando abordagens integrativas para a identificacdo de inibidores
ISCL em Leishmaniose através do ponto de vista computacional da estrutura, determinou o valor
0.7 como cut off para o Tanimoto_Combo e obteve 35 compostos com pontuagdo superior a essa.
O valor de cut off determinado por Singh € inferior ao menor valor para Tanimoto_Combo

encontrado no presente estudo.

4.3 Ligacao Covalente e edicdo molecular

A adi¢do da estrutura responsavel pela ligacdo covalente com o alvo estudado pode ser
visualizada no anexo I e II. Além da estrutura C3H¢BOj3 adicionada, teve-se a exclusdo de uma
dupla ligagdo presente nos anéis aromaticos dos compostos 1D, 6D, 7D e 8D, tal exclusdo
aconteceu com o objetivo de se ajustar a quantidade de ligacdes permitidas ao &tomo de carbono
conforme a regra do octeto (ARAUJO, 2021). A exclusio ndo estava prevista na metodologia,
porém tornou-se necessaria do ponto de vista quimico para que os compostos citados fossem
adequados para o estudo.

Segundo Santos et al. (2018), a modificacdo molecular pode melhorar a utilidade da droga
e aumentar a sua especificidade para determinado alvo farmacoldgico. Com esse intuito, foi que
os compostos Leadlike e Druglike foram modificados. Além disso, segundo o mesmo autor, as
modificagdes moleculares aumentam a poténcia farmacoldgica, melhoram a taxa de absorcdo,
reduzem a toxicidade e também altera as propriedades fisicas e quimicas dos compostos. Tais
alteracdes ndo foram objetivadas por este estudo, uma vez que as avaliagdes dessas propriedades
foram realizadas somente apds a modificacdo molecular.
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Viegas Junior et al. (2009) mostrou no artigo intitulado “Modifica¢gdes Estruturais na (-)-
Cassina e LASSBio-767: Estratégias para a Descoberta e Otimizacdo de Novos Candidatos a
Farmacos” que a simplificagdo molecular do firmaco Donepezil (inibidor de acetilcolinesterase)
bem como a hibridacdo molecular com o LASSBio-767 (farmaco semi-sintético candidato ao
tratamento do Mal de Alzheimer) acarretou a descoberta de LFQM-5, que se caracteriza por ser
uma substancia anticolinesterdsica que possui um padrdo estrutural inédito e de facil acesso
sintético, podendo, dessa forma, se tornar um farmaco inovador no tratamento de doencas
neurodegenerativas. Ademais, o autor também destaca que a introdu¢do de agrupamentos
aromaticos feita na subunidade 3-hidroxi-piperidinica da cassina aumentou a sua atividade
antinociceptiva periférica. A partir dai, é possivel compreender o impacto, as consequéncias e a
importancia que as modificacdes estruturais podem exercer na farmacologia e na medicina, o que
reforc¢a o intuito da adicdo de C4HyoBO3 nos compostos estudados para a inibi¢do da NS3 do virus
Zika.

Outrossim, na literatura também hé a descricdo de outros compostos que foram bem-
sucedidos através da modificacdo molecular, como o Dicloroisoproterenol (betabloqueador) e o
Celecoxibe (inibidor seletivo da COX-2) que tiveram sua origem através de um processo de
modificagdo molecular bioisosterismo, e a Meperidina (analgésico do grupo dos opioides) que
teve sua origem através de um processo de simplificacdo molecular (EDISCIPLINAS, 2018).
Esses exemplos, assim como o de outros firmacos que passaram pela modificacdo molecular

também fortalece o objetivo da modificacdo molecular realizada no presente estudo.

4.4. Docking molecular e visualizacio das interacdes proteina-ligante

Sharma et al. (2021) ao fazer uma triagem de farmacos contra WT e a principal protease
mutante de SARS-CoV-2 apresentou uma lista de compostos que apresentaram alta afinidade de
ligacdo com a protease de SARS-CoV-2 e concluiu que a selecdo feita pode gerar uma nova
opcdo terapéutica para pacientes diagnosticados com COVID-19. O raciocinio desenvolvido por
Sharma et al. (2021) € o mesmo que permeia o presente estudo, uma vez que o objetivo do
docking molecular foi estimar corretamente a forca da ligacdo entre o ligante e a NS3 (YURIEV;
RAMSLAND, 2013), sendo aqueles de maior valor para o score PLP os ligantes que interagem

mais fortemente, e por isso considerados os melhores para o presente estudo (Tabela 2 e 3).
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PLP fitness scores

1L 107 54

3L 113 49

SL 91 49

7L 106 46

2D 106 47

4D 114 52

6D 84 47

8D 95 56

10D 101 45

Tabela 2: PLP fitness resultante de cada docking covalente e ndo covalente para cada ligante Leadlike e Druglike
apos edicdo molecular.

PLP fitness scores

1F 59

3F 63

SF 63

7F 46

9F 63

IN 54

3N 49

5N 49

N 49




8N 50
ON 48
10N 50

Tabela 3: PLP fitness resultante do docking ndo covalente para cada ligante provindos da biblioteca de compostos

FDA e NUBBE.

Ao analisar os dados referentes ao docking molecular covalente e ndo-covalente dos
compostos Leadlike_modificados e Druglike_modificados nota-se, claramente, a superioridade
dos valores encontrados para o docking molecular covalente. Essa diferenca entre os resultados
encontrados ja era esperada, uma vez que a ligacdo covalente € um tipo de interacdo
intramolecular e esta é muito mais forte do que as interacdes intermoleculares estabelecidas no
docking nao covalente (RODRIGUES, 2013).

Borges (2019) ao realizar o docking molecular ndo-covalente do seu estudo intitulado
“Triagem virtual de potenciais ligantes para a oncoproteina E6 do HPV tipo 167, utilizando os
bancos de dados DIVERSet™ EXP e CL, NuBBE e ZINC obteve 74.7040 como maior valor de
PLP para o banco de dados EXP, 68.0735 como o maior valor para o banco de dados CL,
78.9559 como maior valor para o banco de dados ZINC e 75.9539 como maior valor de PLP para
o banco de dados NuBBe. Os valores superiores encontrados por Borges (2019) se devem a uma
maior for¢a de interacdo entre os compostos estudados por ela e a oncoproteina E6 do HPV.

Paniago (2018) em seu estudo “Prospec¢do Virtual de potenciais inibidores da proteina
transportadora de serotonina sddio-dependente humana (SERT)” também encontrou valores
superiores para o PLP em seu estudo envolvendo docking molecular ndo covalente, sendo o
maior valor 92.3112 para um composto do banco de dados CL, 87.0431 como maior valor para
um composto do banco de dados EXP, 89.4973 como maior valor para um composto do banco de
dados NuBBe e 88.5559 como maior valor para um composto do banco de dados ZINC. A
mesma justificativa para os valores superiores encontrados por Borges (2019) se aplica a Paniago
(2018).

Os compostos 8D, 1L, 6F E 1IN (Figura 14) foram aqueles que apresentaram maior PLP
fitness dentro do seu respectivo grupo de classificagdo e por isso foram selecionados para uma

andlise mais detalhada nas etapas seguintes.
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Figura 14: Estruturas moleculares dos compostos selecionados.

N
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Figura 15: Docking molecular covalente do composto 8D: A) Estrutura bidimensional com as interagdes proteina-
ligante. Linhas verdes pontilhadas: ligacdes de hidrogénio; linhas azuis: ligacdo entre dtomos do ligante; linhas
marrons: ligacdes entre atomos que ndo pertence ao ligante; estrutura “ciliada”: interagdes hidrofébicas. B) Estrutura

tridimensional mostrando a posi¢cdo do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Figura 16: Docking molecular ndo covalente do composto 8D: A) Estrutura bidimensional com as interagdes
proteina-ligante. Linhas verdes pontilhadas: ligacdes de hidrogénio; linhas azuis: ligacdo entre adtomos do ligante;

ligagdes marrons: ligagdes entre atomos que ndo pertence ao ligante; estrutura “ciliada”: interacdes hidrofébicas. B)

Estrutura tridimensional mostrando a posi¢do do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Figura 17: Docking molecular covalente do composto 1L: A) Estrutura bidimensional com as interagdes proteina-
ligante. Linhas verdes pontilhadas: ligacdes de hidrogénio; linhas azuis: ligagdes entre dtomos do ligante; linhas
marrons: ligagdes entre dtomos que ndo pertencem ao ligante; estrutura “ciliada”: interagdes hidrofdbicas. B)

Estrutura tridimensional mostrando a posi¢do do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Figura 18: Docking molecular ndo covalente do composto 1L: A) Estrutura bidimensional com as interagdes
proteina-ligante. Linhas verdes pontilhadas: ligagdes de hidrogénio; linhas azuis: ligagdo entre dtomos do ligante;
linhas marrons: ligacGes entre atomos que ndo pertencem ao ligante; estrutura “ciliada”: intera¢des hidrofébicas. B)

Estrutura tridimensional mostrando a posi¢do do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Figura 19: Docking molecular ndo covalnte do composto 1N: A) Estrutura bidimensional com as interagdes proteina-
ligante. Linhas verdes pontilhadas: as ligacdes de hidrogénio; linhas azuis: ligacdo entre dtomos do ligante; linhas
marrons: ligagdes entre dtomos que ndo pertencem ao ligante; estrutura “ciliada”: interagdes hidrofébicas. B)

Estrutura tridimensional mostrando a posi¢do do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Figura 20: Docking molecular ndo covalnte do composto 6F: A) Estrutura bidimensional com as interacdes feitas
entre proteina-ligante. Linhas verdes pontilhadas: ligacdes de hidrogénio; linhas azuis: ligacdo entre atomos do
ligante; linhas marrons: ligacdes entre dtomos que ndo pertencem ao ligante; estrutura “ciliada”: interagdes

hidrofébicas. B) Estrutura tridimensional mostrando a posi¢cdo do composto no sitio ativo da protease NS3.
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Como mostrado na Figura 19, o composto natural 1N foi o que apresentou maior nimero
de ligacdes de hidrogénio, sendo contabilizadas 4 liga¢cdes, em que 2 delas sdo estabelecidas com
o aminoacido Tirosina 1161 (A), 1 com o aminoacido Glicina 1151 e 1 com o aminoacido Serina
1135. Além disso, o composto 1 N também interage formando 7 interacdes hidrofébicas com os
aminodcidos Serina 81 (A), Acido Aspartico 1075 (A), Acido Aspartico 83, Asparagina 1152(A),
Tirosina 1130 (A), Histidina 1051 (A), Tirosina 1150(A).

J4 o composto 6F (Figura 20) interage formando apenas 1 ligacdo de hidrogénio com o
aminoacido Acido Aspértico 1075 e 9 interacdes hidrofobicas com os aminoacidos Serina 81 (A),
Triptofano 1050 (A), Valina 1072 (2), Histidina 1051(A), Acido Aspartico 83(A), Tirosina 1161
(A), Valina 1155(A), Valina 1154 (A) e Asparagina 1152 (A).

Em relacdo as interacdes proteina-ligante do composto 1L no docking covalente (Figura
17) destaca-se apenas 1 ligacdo de hidrogénio com o aminodcido Glicina 1133 e 10 interacOes
hidrofébicas com os aminoacidos Tirosina 1130, Acido Aspartico 1129, Prolina 1131, Alanina
1132, Tirosina 1150, Treonina 1134, Valina 1036, Glicina 1151, Histidina 1051 e Tirosina 1161.
Além disso, por se tratar de um docking covalente também é possivel visualizar 1 ligacdo
covalente com o aminoacido Serina 1135.

Em contraste com o desempenho das interagdes geradas no docking covalente, o
composto 1L no docking ndo covalente (Figura 18) ndo estabelece nenhuma ligagao covalente, 1
ligacdo de hidrogénio com o aminodcido Tirosina 1161 e 7 interacdes hidrofébicas com os
aminoacidos Valina 1154 (A), Valina 1155 (A), Glicina 1153 (2), Asparagina 1152(A), Glicina
1151(A), Histidina 1051 (A), Lisina 1054(A).

Assim como houve altera¢des no nimero de no tipo de interagcdes intermoleculares ao se
considerar estilos de docking diferente para o composto 1L, também houve alteracdes para o
composto 8D.

Dessa forma, ao se considerar o docking molecular covalente (Figura 15) pode-se
observar 1 ligacdo de hidrogénio com o aminoacido Histidina 1051, 1 ligacdo covalente com a
Serina 1135 e 11 interacdes hidrofébicas com os aminoacidos: Glicina 1151, Treonina 1134,
Tirosina 1150, Tirosina 1130, Glicina 1133, Prolina 1131, Alanina 1132, Glicina 1037, Valina
1036, Glutamina 1035 e Valina 1052.

J4 considerando o docking ndo covalente para o mesmo composto tém-se apenas 9

interagoes hidrofébicas com os aminoacidos: Serina 1135, Lisina 1054, Histidina 1051, Valina
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1072, Triptofano 1050, Acido Aspartico 1075, Glicina 1151, Serina 81 e Acido Aspartico 83.
Para esse composto ndo se observa nenhuma liga¢do de hidrogénio.

Frente a descricdo das interagdes que cada composto estabelece com a proteina nota-se a
suma importancia de tais aminoacidos para a possivel inibi¢do da NS3. Um destaque deve ser
dado ao aminoacido Serina 1135, pois esse, além de possibilitar a interagdo covalente, também
pode interagir formando liga¢gdes de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas, sendo ambas de grande
importancia para a estabilizacdo do composto no sitio ativo da enzima.

Além de analisar os aminoacidos que interagem com os compostos também € essencial a
andlise da origem de cada composto. Ao verificar o banco de dados de origem das moléculas
selecionadas pode-se constatar que o composto codificado como 6F, pertencente a classe de
compostos aprovados pelo FDA e ¢ identificado pelo Zinc através do codigo
ZINC000030691754. Esse composto se refere ao farmaco Betrixaban, aprovado em 2017 nos
Estados Unidos para profilaxia de Tromboembolismo Venoso (TEV) em pacientes adultos (FDA,
2017; FATIMA et al,, 2020; FAHMY, 2021). Essa doenca é caracterizada por processo
trombotico agudo multifatorial e possui um dificil diagnéstico em razdo dos sintomas
inespecificos que muitas das vezes acarretam a morte (ALMEIDA; PEREIRA; ALVIM, 2021).

Diante disso, o farmaco Betrixaban possui um importante papel em pacientes com risco
de TEV, uma vez que seu mecanismo de ac@o baseia-se na inibicdo direta, especifica e reversivel
do fator Xa, responsdvel por atuar na conversdo da protrombina em trombina, € por iSso possui
uma ac¢do anti-trombotica, ja que inibi a formagdo de trombina no sangue humano. O Betrixaban
possui uma meia-vida de aproximadamente 19 horas. Sua excre¢do se d4 de forma inalterada na
bilis e seu metabolismo € predominantemente hepatico. Essa dltima caracteristica, o diferencia de
outros farmacos que estdo na mesma classe de medicamentos (FRANCO, 2001; FLATO et al.,
2011; PINTO; 2016).

Por ser um composto que apresentou boa pontuacio na etapa de Docking Molecular e por
ja ser aprovado pelo FDA, o Betrixaban ¢ um forte candidato a firmaco para o tratamento de
pacientes com o virus Zika.

Fatima et al. (2018) ao realizar uma triagem virtual e docking molecular, utilizando
inibidores alostéricos contra a protease NS2B-NS3 do virus Zika e o banco de dados de
compostos naturais do Zinc, identificou dois compostos potenciais para a inibicdo, sendo eles

ZINCO00845171 e ZINCO08782519. Os compostos encontrados por ela sdo diferentes dos
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compostos selecionados em nosso estudo. Essa diferenca se deve ao fato de que Fatima et al.
(2018) buscou inibidores alostéricos, utilizou um banco de dados diferentes e também utilizou a
NS3 em complexo com a NS2B. Essas diferencas sdao responsaveis pelos resultados diversos
encontrados.

Sahoo et al. (2016) encontrou o composto ZINC53047591 como o que melhor interage
com a NS3 do virus Zika, enquanto Badshah et al. (2019) em seu estudo envolvendo Docking
Molecular e a simulacdo da NS3 do virus Zika constatou que a classe de compostos dos 1-4
derivados de benzotiazina também pode ser usada como possiveis inibidores da NS3.

Ambos os resultados sdo divergentes em relagdo ao presente estudo, fato esse que se deve
as diferencas importantes na metodologia empregada por cada um dos autores. A partir dessa
divergéncia podem-se considerar pontos fortes e pontos a serem melhorados no uso de métodos
computacionais no descobrimento de farmacos.

Dentre os pontos fortes, estd a possibilidade de testar uma grande quantidade de
compostos em um curto periodo de tempo. Além disso, os métodos computacionais exigem um
baixo investimento financeiro quando comparado a outras metodologias, o que também ¢é
considerado positivo. Entretanto, todo o método se trata de uma predi¢do, ndo podendo ser
considerado definitivo para a descoberta do farmaco. Por isso, metodologias que empregam
apenas métodos computacionais podem ser melhoradas ao se empregar também testes bioldgicos
in vitro € in vivo.

O composto codificado no presente estudo como IN, é o composto de numero 537 do
Nubbe e foi encontrado nas espécies de planta Lauraceae Cryptocarya moschata e Lauraceae
Cryptocarya mandioccana, no estado de Sao Paulo. O nome comum desse composto é
Criptomoscatona D1 e seu nome conforme a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) é (6R)-6-[(2S,4R,5E)-2,4-dihydroxy-6-phenylhex-5-en-1-yl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-
one (NUBBE, 2021).

A Criptomoscatona D1 ¢é caracterizada por possuir o fragmento diidropiran-2-ona.
Compostos como esse ja foram estudados por possuirem propriedades farmacoldgicas, como
atividade antitumoral, antiparasitiria e antimicrobial. Em virtude dessas e de outras
caracteristicas, pesquisadores tem demonstrado esfor¢os na tentativa de elucidar a sintese total e

estereoquimica de diidropiranonas naturais, como os compostos das familias das

45



Criptomoscatonas D (SALVADOR, 2007; DREKENER, 2011; NOVAES, 2015) e de analogos
furanicos da goniotalamina (MARQUISSOLO, 2009).

4.5. Caracteristicas farmacol6gicas
Para efeito comparativo, todas as moléculas selecionadas passaram pelas andlises de
caracteristicas moleculares e farmacoldgicas. Os compostos convertidos para o formato smile

estdo na tabela 4.

Composto Smile

1F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)0C)C(=0)/[NH]=C\1/C=CC(=CN1)Cl)/[O-])C(=[N](C)C)N
2F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)0C)C(=0)/[NH]=C\1/C=CC(=CN1)Cl)/[0-])C(=[NH2])N(C)C
3F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)OC)C(=0)NC1=[NH]C=C(C=C1)Cl)/[O-])C(=[N](C)C)N
4F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)OC)C(=0)NC1=NC=C(C=C1)Cl)/[O-])C(=[N](C)C)[NH3+]
S5F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)0C)C(=0)NC1=NC=C(C=C1)Cl)/0)C(=[N](C)C)N

6F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)0C)C(=0)NC1=NC=C(C=C1)Cl)/0)C(=[NH2])N(C)C
7F C1=CC=C(C=C1)C(=0)00C(=0)Cc1=CcCc=CCc=C1

8F C1=CC(=CC=C1CS[C@H](C1=C(C=C(C=C1)CI)CI)C[N]1=CNC=C1)CI

9F C1=CC(=CC=C1CS[C@H](C1=C(C=C(C=C1)CI)CI)C[N]1=CNC=C1)CI
10F C1=CC(=CC=C1/C(=N/C1=C(C=C(C=C1)0OC)C(=0)NC1=[NH]C=C(C=C1)CI)/[O-])C(=[NH2])N(C)C
1N C1=CC=C(C=C1)/C=C/[C@@H](C[C@@H](C[C@H]1CC=CC(=0)01)0)O

2N C1=CC=C(C=C1)COC(=0)C1=C(C=CCc=C1)0C

3N C1=CC2=C(C=C1CC/C=C/C(=0)N1CCCCC1)0C02

4N C1=CC2=C(C=C1CC/C=C/C(=0)N1CCCC1)0C02

5N C1=CC2=C(C=C1CC/C=C/C(=0)N1CCCC1)0C0O2

6N C1=CC=C(C=C1)/C=C/[C@H](C[C@H]1CC=CC(=0)01)0

7N C1=CC=C(C=C1)/C=C/[C@@H]1[C@H]([C@@H](C[C@@H](C[C@H]2CC=CC(=0)02)01)0C(=0)C)0C(=0)C
8N C1=CC=C(C=C1)COC(=0)C1=CC=CC=C10

9N C1=CC=C(C=C1)COC(=0)C1=C(C=Cc=C10C)0C
10N C1=CC2=C(C=C1CCCCC(=0)N1CcCcCcc1)oco2

1D 0O=C(N[C@H](c1lccceecl)CC(=0)NC1(C=CC=C(C1)/N=C(\0)/C)B10OCC(CO1)0O)clcccccl

2D O=C(N[C@H](C(=0)NC1(CC1)B10C[C@H](CO1)0O)CC1=CC=CC=C1)[C@@H]1CC=CCC1

3D O=C(N[C@@H](C1=CC=CC=C1)CC(=0)N[C@@H](C)B1OC[C@@H](CO1)O)C1=CC=CC=C1
4D S([C@H](/N=C(\0)/CB10C[C@@H](CO1)0)C(=0)C1=CC=CC=C1)CC1=CC=CC=C1

5D O=C(N[C@H](C(=0)NC1(CC1)B1OC[C@H](CO1)0O)CC1=CC=CC=C1)[C@H]1CC=CCC1

6D 0=C(N[C@ @H](clccceel)CC(=0)NC1(C=CC=C(C1)C)B10OCC(CO1)0)clcccecl

7D CIC1=CC(CC=C1)(NC(=0)C[C@@H](NC(=0)clcccccl)clcececcl)B1OCC(CO1)0

8D FC1=CC(CC=C1)(NC(=0O)C[C@ @H](NC(=0)clcccccl)clcecececcl)B10OCC(CO1)0

9D FC(F)(F)[C@@H](NC(=0)C[C@@H](NC(=0)C1=CC=CC=C1)C1=CC=CC=C1)B10OC[C@H](CO1)O
10D 0=C(O[C@H](C1=CC=CC=C1)/C(=N/[C@H]1[C@@H](C1)B1OC[C@@H](CO1)0)/0)[C@@H]1CC=CCC1
1L O=C(N[C@H](C(=0)NC1(CC1)B10OC[C@H](CO1)0)CC1=CC=CC=C1)[C@@H]1CC=CCC1

2L 0=C(N[C@H](C1=CC=CC=C1)CC(=0)N(CC)B1OC[C@H](CO1)0)C1=CC=CC=C1

3L S([C@H](/N=C(\0)/CB10C[C@ @H](CO1)0)C(=0)C1=CC=CC=C1)CC1=CC=CC=C1

4L 0=C(N[C@@H](C(=0)NC1(CC1)B1OC[C@@H](CO1)0)CC1=CC=CC=C1)[C@@H]1CC=CCC1
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5L 0=C(O[C@H](C1=CC=CC=C1)/C(=N/C1(CC1)B1OC[C@H](CO1)0)/0)[C@ @H]1CC=CCC1
6L 0=C(0[C@H](C1=CC=CC=C1)/C(=N/C1(CC1)B10C[C@@H](CO1)0)/0)C1CCCCCl
7L 0=C(C1=CC=CC=C1)C[C@H](/N=C(\0)/CB10C[C@H](CO1)0)C1=CC=CC=C1

Tabela 4: Compostos no formato smiles obtidos com o intuito de gerar os dados farmacolégicos

4.5.1. Farmacocinética

Com relagdo as propriedades de absorcdo gastrointestinal e distribui¢do, todos os
compostos analisados apresentaram alta absorcdo, com excec¢do dos compostos 1F e 3F, cuja
predicdo resultou em baixa absor¢do. Nenhum dos dois compostos estd entre os selecionados na
etapa anterior e os 4 compostos selecionados apresentam alta absorcdo gastrointestinal. Essa
caracteristica € importante, pois uma baixa absor¢cdo limita a biodisponibilidade da droga no
organismo (PEREIRA, 2007).

Em relacdo a passagem pela barreira hematoencefilica, apenas o composto 7F dos
compostos ja aprovados pelo FDA e quase todos os compostos naturais apresentaram a
possibilidade de ultrapassagem, a excecao do composto 7N que apresentou resultado negativo
para o teste.

Tendo em vista a capacidade do virus Zika de atravessar a barreira hematoencefélica e
causar danos neuroldgicos, € interessante que a selecdo de inibidores virais considere a
capacidade do composto de atravessar a barreira hematoencefélica, sendo essa uma estratégia
inteligente para a escolha de novos candidatos a firmacos (ARAUJO, 2017). Sendo assim,
apenas o composto 1N selecionado nesse estudo estaria com vantagem sobre essa caracteristica.

Na literatura pode ser encontrada a informacdo que diz respeito ao comportamento de
varios compostos farmacolégicos em relacdo a glicoproteina P, podendo o firmaco ser
caracterizados como substrato ou ndo. Alguns substratos ainda podem agir como indutores
(melhorando a atividade de pg-P) ou inibidores (inibe o uptake ou o efluxo mediado pela pg-P).
Compostos como a Eritromicina, Ivermectina, Lidocaina e Propranolol sao classificados como
substrato da glicoproteina P (OLIVERIA, 2013) e no presente estudo, com excecdo dos
compostos naturais, 7F e 10F, todos os outros compostos sao substratos para pg-P.

Para Araudjo (2015), o desenvolvimento racional de novos farmacos necessita ter especial

atencdo a relacdo de cada composto com a glicoproteina P, uma vez que novos candidatos a
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farmacos podem ter sua absorcdo aumentada ou diminuida dependendo do tipo de interagdao com
essa glicoproteina.

Além disso, sabendo que Glicoproteina P reduz a absorcdo intestinal ao executar o
transporte do farmaco para o limen intestinal e na barreira hematoencefalica limita o acesso ao
cérebro para muitos farmacos, pode-se concluir que para a selecdo de farmacos antivirais que
necessitam atravessar a barreira hematoencefélica sdo ideais compostos que ndo sdo substratos da
glicoproteina P, o que caracteriza os compostos naturais do presente estudo, 7F e 10F como
melhores em relacdo a essa caracteristica. Sendo assim, dentre os compostos selecionados, apenas
o composto 1N se destaca por possuir essa caracteristica.

Em relagdo ao metabolismo dos compostos (Tabela 5) observa-se que poucos compostos
inibem alguma enzima do complexo P450 e que a maioria deles ndo exerce atividade inibitoria

em relacdo as enzimas.

Possibilidade de inibicao
Composto CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

1D Nao Nao N3o Nao N3o
2D Nao Nao Nao Nao Nao
3D Nao Nao Nao Sim Sim
4D Nao Nao Nao Nao Nao
5D Nao Nao Nao Nao Nao
6D Nao Nao Nao Nao Nao
7D Nao Nao Nao Nao Sim
8D Nao Nao Nao Nao Nao
9D Nao Nao Nao Sim Sim
10D Nao Nao N3o Nao N3o
1L Nao Nao Nao Nao Nao
2L Nao Nao N3o Nao N3o
3L Nao Nao Nao Nao Nao
4L Nao Nao N3o Nao N3o
5L Nao Nao Nao Nao Nao
6L Nao Nao N3o Nao N3o
7L Nao Nao Nao Nao Nao
1F Sim Nao N3o Nao N3o
2F Sim Nao Nao Nao Nao
3F Nao Nao Nao Nao Nao
4F Nao Nao Nao Nao Nao
5F Nao Nao Nao Nao Nao
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6F Nao Sim Nao Nao Nao

7F Sim Sim Nao Nao Nao
8F Sim Sim Sim Sim Sim
9F Sim Sim Sim Sim Sim
10F Nao Sim Nao Nao Nao
IN Sim Nao Nao Nao Nao
2N Sim Sim Nao Sim Nao
3N Sim Sim Nao Sim Nao
4N Sim Sim Nao Sim Nao
5N Sim Sim Nao Sim Nao
6N Nao Nao Nao Nao Nao
7N Nao Nao Sim Nao Sim
8N Sim Sim Nao Nao Nao
9N Sim Sim Nao Sim Nao
10N Sim Sim Nao Sim Nao

Tabela 5: Possibilidade de inibi¢ao das enzimas do metabolismo de firmacos.

Nota-se que segundo as predi¢des os compostos 8D e 1L ndo inibem nenhuma enzima,
enquanto que o composto 6F inibi a enzima CYP2C19 e o composto 1IN inibi a enzima CYP1A2
(Tabela 5). Diante disso, a predi¢do resultante pode ser interpretada com base na enzima inibida
por cada composto (HABENSCHUS, 2016).

Caso a inibi¢do enzimatica seja comprovada por estudos bioldgicos, pode-se dizer que se
o composto 6F for administrado juntamente com algum farmaco que é metabolizado pela
CYP2C19, possivelmente, ocorrerd uma diminuicio na concentracdo desse farmaco no
organismo e uma consequente diminuicdo do efeito esperado ou ainda culminard no aumento de
determinado metabolito, que por sua vez poderd ter efeitos toxicos no organismo. Do mesmo
modo, esperam-se os mesmos efeitos para a administracdo simultinea do composto 1IN e
farmacos que sdo metabolizados por CYP1A2.

Frente a caracteristica de inibi¢ao das isoenzimas do citocromo P450, os compostos 8D e

1L parecem ser mais seguros para a continuagao dos estudos.

4.5.2. Druglikeness

Regras de propriedades druglikeness

Composto Lipinski Ghose Veber Egan Muegge
1D Sim; 1 violacdo: MM>500 Nao Sim Sim Sim
2D Sim; 0 violagdo Sim Sim Sim Sim
3D Sim; 0 violagdo Sim Sim Sim Sim
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4D
5D
6D
7D
8D
9D
10
1L
2L
3L
4L
5L
6L
7L
IF
2F
3F
4F
SF
6F
TF
8F

9F

10F
IN
2N
3N
4N
SN
6N
N
8N
9N
10N

Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagdo

Sim; 1 violagéo:

MLOGP>4.15

Sim; 1 violagdo:

MLOGP>4.16
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagao
Sim; 0 violagéo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagéo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagéo
Sim; 0 violagdo
Sim; 0 violagéo

Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Nao

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Nao

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Nao

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Tabela 7: Predi¢ca@o de caracteristicas druglikeness. MM = Massa Molecular, MLOGP = Coeficiente de Particdo.

Observa-se que os 4 compostos selecionados (8D, 1L, 6F e 1N) atendem aos requisitos

necessarios para serem classificados como compostos semelhantes a drogas conforme as regras
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de Limpiski, Veber, Ghose e Egan. Esse resultado reforca as expectativas de que tais compostos

possam se tornar firmacos comerciais.

4.5.3. Toxicidade

Com relacdo a toxicidade, nenhum dos compostos apresentou caracteristicas de
carcinogenicidade e todos os compostos foram preditos como inibidores fracos de hHERG I,
enquanto que os compostos 1F, 2F, 3F4F, 5F, 6F, 8F, 9F e 10F foram classificados como
inibidores de hHERG II. Em relacdo a toxicidade AMES, apenas os compostos 1D, 2L e 7L
foram preditos como tdxicos.

Diante disso, os compostos 1N, 8D e 1 L sdo considerados melhores perante aos outros

compostos selecionados, uma vez que o composto 6F foi classificado como inibidor de hHERG

II.

4.5.4. Acessibilidade Sintética

Conforme a classificacdo da acessibilidade sintética, 22% dos compostos estudados sdo de
facil acessibilidade sintética (pontuacdo < 3), 62% sdao de média-baixa acessibilidade (3 <
pontuacdo < 5), 16% sdao de média-alta acessibilidade (5 < pontuacdo < 7) e 0% ¢é de dificil
acessibilidade (pontuacdo > 7).

Considerando os 4 compostos selecionados, nota-se que o composto 8D é de média-alta

acessibilidade e os compostos 1L, 6F e 1N sdo de média-baixa acessibilidade.

4.5.5. Comparacao dos compostos estudados com o inibidor de boronato

Na Anadlise de Componente Principal realizada, foram selecionados 2 componentes que
explicam cerca de 52% de variag@o entre os compostos estudados para serem os eixos do grafico
(Figura 21). Através do teste realizado pelo K-means foi possivel definir 4 grupos com base no
score Silhouette gerado durante a anélise. O output do K-means foi submetido para a andlise do
Scatter Plot (Figura 21):.

O grupo representado pela cor azul apresenta em sua maioria 0s compostos naturais, com

3

exce¢do do composto 7F. Enquanto isso, o grupo “verde” ficou com apenas dois compostos
sendo ambos compostos ja aprovados pelo FDA e o grupo “vermelho” apresentou a maioria dos

compostos estudados.
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Em relagdo aos 4 compostos, anteriormente selecionados, observa-se que 8D, 1L e 6F
fazem parte do grupo vermelho e apenas o composto 1N pertence ao grupo “azul”. Nenhum dos
compostos estudados e testados fizeram parte do grupo “laranja”, sendo ele constituido apenas
pelo modelo 6T8.

Vale ressaltar que compostos presentes em um mesmo grupo possuem maior similaridade
entre si, em relacdo aos aspectos farmacocinéticos, do que compostos de grupos diferentes. Dessa
forma, ¢é esperado que a selecdo de compostos pertencentes ao mesmo grupo do modelo 6T8

possa aumentar as chances de uma selecdo de potenciais inibidores bem sucedida (DINIZ, 2017).
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PC1

Figura 21: Gréfico resultante da analise dos dados moleculares, farmacolégicos e toxicoldgicos gerados ao longo do

estudo.
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5. CONCLUSAO

e Foi possivel selecionar potenciais inibidores para a NS3, com especificidade, caracteristicas

moleculares favoraveis, bom perfil farmacocinético e com acessibilidade sintética aceitavel.

e As modificagcdes moleculares feitas nas moléculas druglike e leadlike aumentaram a sua

especificidade ao alvo molecular, devido a possibilidade de haver interacdo intermolecular

covalente entre o composto e a NS3 do virus Zika.

e Os compostos 8D, 1L, 6F e 1IN sdo os compostos que possuem maior afinidade em suas
respectivas classes e todos eles, foram preditos como compostos de alta absorcdo
gastrointestinal e quimicamente semelhantes a drogas comerciais, devido ao cumprimento das

regras de Limpiski, Veber, Ghose e Egan.

e O farmaco Betrixaban, identificado por 6F no presente estudo, é um candidato ao
reposicionamento de farmaco para o tratamento de individuos infectados com o virus Zika,

desde que tenha sua eficacia comprovada.

e O composto IN é caracterizado por ser uma Criptomoscatona D1 e pode ser encontrado nas
plantas Lauraceae Cryptocarya moschata e Lauraceae Cryptocarya mandioccana. Testes de
seguranca, eficicia biolégica e outras andlises farmacologicas sdo requeridos para que seu
emprego no tratamento do virus Zika seja aceito. A possibilidade de ultrapassar a barreira
hematoencefalica aumenta as chances de sucesso para o emprego desse composto no

tratamento de pacientes infectados com o virus Zika.

e Testes in vitro e in vivo sao fundamentais para o uso dos compostos identificados a partir deste
estudo, com o objetivo de ter a eficicia comprovada e uso seguro. Além disso, a busca por
novos farmacos e tratamentos para esta e outras viroses continua sendo importante para a

saude, principalmente em paises tropicais, e deve continuar sendo realizada.
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