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Resumo

Este trabalho visa a avaliagdo molecular de compostos antivirais utilizados
comercialmente para inibi¢do da proteina do virus da COVID-19 por intermédio de técnicas
computacionais. Pouco se sabe sobre os sitios interativos da protease principal do SARS-CoV-
2, portanto, uma investigacdo computacional pode trazer informagdes cruciais acerca das
regides da proteina passiveis de inibi¢do com farmacos. A principio, foram investigados agentes
antivirais conhecidos ¢ vendidos comercialmente, tais como: Baloxavir marboxil (Xofluza),
Oseltamivir (Tamiflu) e Zanamivir (Relenza). Do ponto de vista cientifico, estes farmacos
antivirais sdo indcuos contra o virus, porém, modificagdes moleculares nos mesmos, podem
resultar em estruturas mais atrativas e ativas na inibicdo do virus. Essa engenharia molecular
pode ser facilmente proposta utilizando programas de computador, que fazem o desenho
molecular desejado. Experimentalmente, a viabilidade dessas modificagdes nos farmacos
precisam ser verificadas, sendo de fundamental importancia as colaboragdes com grupos
experimentais. Para este estudo, a macromolécula alvo serd a protease principal do SARS-CoV-
2, disponivel no repositorio de proteinas (PDB ID: 6Y2F). As posigdes obtidas dos ligantes
foram submetidas a simulagdes por dindmica molecular (DM) para equilibrar o sistema. A partir
dos resultados obtidos diante deste trabalho conclui-se que os farmacos Baloxavir, Oseltamivir
e Zanamivir apresentaram maiores afinidades com as proteinas selecionadas, apresentando
valores de energia de ligagdo abaixo de -8.0 kcal/mol. Portanto, o reposicionamento ou a
substituicdo de grupos funcionais pré-selecionados dos farmacos analisados pode ser uma
alternativa para o tratamento da Covid-19, pois a afinidade molecular dos farmacos com as

proteinas do virus obteve resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Simula¢do computacional, Dinamica molecular, Inibidores, QM/MM, SARS-

CoV-2.



Abstract

This work aims at the molecular evaluation of antiviral compounds commercially used to
inhibit the COVID-19 virus protein through computational techniques. Little is known about the
interactive sites of the main protease of SARS-CoV-2, therefore, a computational investigation
can bring crucial information about the regions of the protein that can be inhibited with drugs.
At first, known and commercially sold antiviral agents were investigated, such as: Baloxavir
marboxil (Xofluza), Oseltamivir (Tamiflu) and Zanamivir (Relenza). From a scientific point of
view, these antiviral drugs are innocuous against the virus, however, molecular modifications
in them may result in structures that are more attractive and active in inhibiting the virus. This
molecular engineering can be easily proposed using computer programs, which make the desired
molecular design. Experimentally, the viability of these changes in drugs needs to be verified,
with collaborations with experimental groups being of fundamental importance. For this study,
the target macromolecule will be the main protease of SARS-CoV-2, available in the protein
repository (PDB ID: 6 Y2F). The obtained positions of the ligands were submitted to simulations
by molecular dynamics (DM) to balance the system. Based on the results obtained in this work,
it is concluded that the drugs Baloxavir, Oseltamivir and Zanamivir showed greater affinities
with the selected proteins, with binding energy values below -8.0 kcal/mol. Therefore, the
repositioning or replacement of pre-selected functional groups of the analyzed drugs may be an
alternative for the treatment of Covid-19, as the molecular affinity of the drugs with the virus

proteins obtained satisfactory results.

Palavras-chave: Computer simulation, Molecular dynamics, Inhibitors, QM/MM, SARS-
CoV-2.



Objetivo

O objetivo do trabalho ¢ estudar os farmacos Baloxavir, Oseltamivir e Zanamivir que
foram cogitados a serem uma alternativa preventiva a inibi¢gdo do novo coronavirus utilizando
modelagem molecular, docking molecular, dinamica molecular € mecanica quantica, para que
na auséncia de medicamentos comerciais eficazes contra o virus SARS-CoV-2, o
reaproveitamento de medicamentos seja uma opc¢do imediata em relacdo a busca de uma

contramedida.
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Capitulo 1. Introdugdo e Justificativa

1 Introducao e Justificativa

No dia 31 de dezembro de 2019, varios casos de pneumonia foram registrados na cidade
de Wuhan, provincia de Hubei, na China. Uma semana depois, a Organizagao Mundial da Saude
(OMS) foi alertada sobre um novo tipo de coronavirus, sendo que, até esse momento, outros seis
coronavirus humanos (HcoVs) ja haviam sido registrados, porém que ocasionalmente causavam
doengas graves, sao eles: HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-COV
e 0 MERS-COV. Porém, até as ultimas décadas, ocasionalmente causavam doengas graves em
humanos. Vinte dias depois, a OMS declarou o mais alto nivel de alerta em relagdo ao surto do
novo coronavirus visando interromper a propagacdo do virus. A situacdo global emergente
causada pelo Covid-19 alarmou cientistas em todo o mundo para desenvolver rapidamente
vacinas para imunizar as pessoas, a fim de salvar vidas. No entanto, um medicamento capaz de
eliminar os efeitos colaterais da Covid-19 ainda ndo esté disponivel. O processo de implantacao
de medicamentos nas farmécias pode ser um gargalo para as pessoas que estdo sofrendo. !

Tamiflu, Relenza e Xofluza sdo drogas antivirais que t€m sido usadas no tratamento da
gripe. A pandemia de COVID-19 de 2020 levou a investigagao da eficacia dessas drogas contra
0o SARS-Cov-2, o virus que causa a doenca. A proteina spike ¢ uma das principais proteinas de
superficie do virus e € responsavel por sua entrada nas células hospedeiras. Portanto, a interagdao
entre as drogas e a proteina spike € um aspecto critico para avaliar sua eficacia contra o virus.
Além dos medicamentos comerciais ja mencionados, outros compostos também foram
investigados quanto a sua eficacia contra o SARS-CoV-2 usando técnicas computacionais. Um
exemplo ¢ a cloroquina, um medicamento originalmente utilizado para tratar a malaria que
também foi proposto como um potencial tratamento para a COVID-19. No entanto, estudos
clinicos posteriores ndo mostraram beneficios significativos da cloroquina no tratamento da
doenca.’

E importante lembrar que, embora medicamentos e vacinas sejam fundamentais na luta
contra a COVID-19, medidas de preven¢do como distanciamento social, uso de mascaras e
higiene adequada das maos também sdo essenciais para controlar a disseminacdo do virus. O
reaproveitamento de medicamentos € uma estratégia que vem sendo cada vez mais explorada no

contexto da COVID-19. Além dos medicamentos comerciais ja existentes, outras substancias
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que foram originalmente desenvolvidas para tratar outras doencas também estdo sendo testadas
quanto a sua eficacia contra o SARS-CoV-2. Por exemplo, a ivermectina, um medicamento
usado para tratar infec¢des parasitarias, tem sido amplamente discutida como uma possivel
op¢ao de tratamento para a COVID-19. No entanto, ainda ha poucos estudos clinicos bem
controlados que demonstrem a eficacia da ivermectina no tratamento da doenca. Embora o
reaproveitamento de medicamentos ofereca uma opgao promissora para combater a COVID-19,
¢ importante lembrar que essa estratégia nao substitui a necessidade de desenvolver novas drogas
especificamente para tratar a doenga. Além disso, € importante garantir que esses medicamentos
reaproveitados sejam seguros e eficazes para uso em pacientes com COVID-19, o que requer
estudos clinicos bem controlados. *

Os resultados aqui observados, mostraram que este estudo pode estimular a investigagao
de outros medicamentos comerciais para serem usados como moléculas precursoras contra a
COVID-19. Portanto, o objetivo desse projeto ¢ que na auséncia de medicamentos comerciais
eficazes contra o virus SARS-CoV-2, o reaproveitamento de medicamentos ¢ uma opcao

imediata em relacdo a busca de uma contramedida.
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2 Desenvolvimento

2.1 Revisdo teorica e Metodologia
2.1.1 Baloxavir

O baloxavir marboxil ¢ um farmaco utilizado para o tratamento da influenza, também
conhecida como gripe, o baloxavir marboxil ¢ um inibidor da endonuclease dependente de cap,
uma proteina viral fundamental para a replicagdo do virus influenza. Foi aprovado para uso nos
Estados Unidos em 2018, apds estudos clinicos que demonstraram sua eficicia contra diferentes
cepas do virus influenza. Uma das vantagens do baloxavir marboxil em relagdo a outros
antivirais para a influenza, como a oseltamivir, ¢ a sua rapida a¢do, com reducdo da carga viral
em um periodo mais curto de tempo. O baloxavir marboxil tem um perfil de seguranca favoravel
e tem sido bem tolerado em ensaios clinicos, no entanto, ¢ importante monitorar a resisténcia
viral ao baloxavir marboxil, e continuar a investigar seu uso para o tratamento da influenza. *

O baloxavir demonstra atividade contra os virus da influenza A, B, C e D, incluindo os
virus resistentes aos inibidores de neuraminidase. Os virus da influenza B sdo menos sensiveis
ao baloxavir em comparacao com os virus da influenza. A ordem de suscetibilidade ¢ a seguinte:
influenza A > B > C > D. Foram relatados efeitos sinérgicos entre o baloxavir e o inibidor de
neuraminidase oseltamivir em estudos in vitro € em camundongos. Atualmente, estd em
andamento um ensaio clinico de fase 3 com o baloxavir para avaliar sua eficacia e seguranga
em combinagdo com um inibidor de neuraminidase padrao de cuidados (oseltamivir, peramivir
ou zanamivir) em pacientes hospitalizados com idade igual ou superior a 12 anos que
apresentam influenza grave. Embora o baloxavir marboxil seja um medicamento aprovado para
o tratamento da gripe, ndo ha evidéncias suficientes até¢ o momento para afirmar sua eficécia no
tratamento da COVID-19. °

Sao necessarios mais estudos para avaliar a eficacia do baloxavir marboxil no tratamento
da COVID-19 em seres humanos. Atualmente, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) nao

recomenda o uso de baloxavir marboxil no tratamento da COVID-19.
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2.1.2  Oseltamivir

O oseltamivir ¢ um farmaco antiviral utilizado no tratamento da gripe. Ele age inibindo
a neuraminidase, uma enzima que € essencial para a replicagdo viral e a disseminacao da
infeccdo. O oseltamivir ¢ comercializado sob a forma de cépsulas e ¢ mais eficaz se
administrado logo apo6s o inicio dos sintomas, no entanto, o uso indiscriminado do oseltamivir
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia viral. Um estudo de vigilancia realizado em 20
paises identificou uma proporcao crescente de cepas de virus da gripe resistentes ao oseltamivir
ao longo do tempo. ¢

No Brasil, o oseltamivir ¢ um medicamento registrado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e ¢ disponibilizado pelo Sistema Unico de Saude (SUS) para
tratamento da gripe. O Ministério da Satde recomenda o uso do oseltamivir em pacientes com
sintomas de gripe que apresentem risco aumentado de complicacdes, como idosos, gestantes,
criangas menores de 2 anos e pessoas com doengas cronicas. O uso do oseltamivir pode ser
indicado para prevenir a propagagdo da gripe em casos de surtos ou epidemias, em conjunto
com outras medidas de controle de infec¢do, como a higiene das maos e o uso de mascaras.
Embora o oseltamivir tenha sido desenvolvido para o tratamento da gripe, ndo ¢ eficaz contra
o coronavirus SARS-CoV-2, que causa a COVID-19. O SARS-CoV-2 pertence a uma familia
de virus diferente daqueles que causam a gripe, € possui uma estrutura € mecanismos de
replicagio distintos. ’

Até 2020, ndo existia nenhum medicamento antiviral aprovado especificamente para o
tratamento da COVID-19. No entanto, alguns farmacos tém sido utilizados em carater
experimental para reduzir a gravidade da doenca ou prevenir sua progressao em pacientes

hospitalizados, como a remdesivir e a dexametasona.®

2.1.3 Zanamivir

O zanamivir é um farmaco antiviral utilizado no tratamento da gripe, atuando como
inibidor da neuraminidase viral, uma enzima que € essencial para a liberagao de novas particulas
virais. Este medicamento ¢ comercializado sob o nome Relenza e ¢ administrado por inalagao
oral. De acordo com um estudo clinico randomizado controlado por placebo, o zanamivir

reduziu a duracao da doenca em cerca de um dia e meio em pacientes adultos com sintomas de
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gripe. Além disso, também reduziu a duragcdo dos sintomas em criangas e adultos infectados
com o virus da gripe A (HIN1) de 2009 °. Ele ¢ utilizado no tratamento da gripe causada pelos
virus influenza A ¢ B em adultos ¢ criancgas acima de 5 anos de idade. O Ministério da Saude,
por meio do Programa Nacional de Imunizagdes, também recomenda o uso de zanamivir para
a profilaxia da gripe em situagdes especiais, como em ambientes hospitalares e em pessoas com
alto risco de complicacdes decorrentes da infeccdo por influenza. Atualmente, ndo ha
evidéncias cientificas que comprovem a eficacia do zanamivir no tratamento da COVID-19. O
tratamento atualmente recomendado para a COVID-19 varia de acordo com a gravidade dos
sintomas e pode incluir medicamentos antivirais especificos, como o remdesivir, e
medicamentos para controlar os sintomas, como analgésicos e antitérmicos.!°

No entanto, o uso de zanamivir pode ser considerado em caso de coinfec¢do por
influenza em pacientes com COVID-19, ja que a infeccdo por influenza pode aumentar a
gravidade da COVID-19 e vice-versa. Nesses casos, o uso de zanamivir deve ser avaliado
cuidadosamente pelo médico responsavel pelo tratamento do paciente, levando em

consideragdo os possiveis riscos e beneficios.

2.1.4 Preparagdo dos ligantes e da proteina

O RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) Protein Data Bank
(PDB) ¢ um repositorio de dados de estruturas moleculares de proteinas e outros
macromoléculas biologicas, como acidos nucleicos e complexos macromoleculares. O PDB
contém informagdes detalhadas sobre a estrutura tridimensional das moléculas, incluindo sua
conformagcio, ligagdes quimicas e interagdes moleculares. '!

Os dados da proteina SARS-CoV-2 spike (6Y2F), apresentado na Figura 1, e dos
ligantes, Figura 2, como Baloxavir, Oseltamivir e Zanamivir, usados neste estudo foram obtidos
a partir do RCSB PDB. O PDB fornece acesso aberto aos dados de estruturas moleculares,
permitindo que pesquisadores em todo o mundo possam fazer download e utilizar esses dados
em suas pesquisas. O acesso a esses dados ¢ fundamental para a realizacdo de estudos de
docking molecular e simula¢des de dinamica molecular, como os realizados neste estudo.

Além do RCSB PDB, existem outros repositorios de dados de estruturas moleculares
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disponiveis, como o Protein Data Bank Europe (PDBe) e o Protein Data Bank Japan (PDB;j).
Esses repositorios também fornecem acesso aberto aos dados de estruturas moleculares e sao
fontes importantes de informagdes para a pesquisa biomolecular. O uso de repositorios de dados
como o RCSB PDB ¢ crucial para a realizacdo de estudos de biologia estrutural e quimica
computacional. Esses dados permitem que os pesquisadores investiguem a interagdo de
moléculas com proteinas e outras macromoléculas bioldgicas em nivel atdmico, o que ¢
fundamental para o desenvolvimento de novas drogas e tratamentos para doencas como a

COVID-19.

Figura 1 — Estrutura cristalina da SARS-CoV-2

Fonte: RCSB PDB
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Figura 2 — Estrutura dos ligantes Baloxavir, Oseltamivir e Zanamivir.
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Fonte: RCSB PDB

2.1.5 Docking Molecular

O "Docking" ¢ uma técnica de computacao que possibilita a predi¢ao de como diferentes
substratos se ligardo em vérias posi¢des. Essa técnica ¢ frequentemente utilizada na
investigagdo e criacdo de medicamentos para entender como ocorrem as interacdes entre
proteinas e substincias que se ligam a elas. O principal proposito de uma metodologia de
docking ¢ predizer as maneiras pelas quais pequenas moléculas se ligardo dentro da regidao de
ligacdo do alvo em questdo, fornecendo informagdes detalhadas em nivel atomico sobre as
caracteristicas fisico-quimicas mais importantes relacionadas ao processo de ligagdo. Um
programa de docking se baseia em um algoritmo de busca e uma fun¢do de pontuagido para
prever as posi¢des de ligagdo e avaliar sua qualidade. Algumas fungdes foram desenvolvidas
para distinguir entre compostos ativos e inativos, ou para prever a afinidade de ligacdo absoluta
entre complexos proteina-ligante. Embora a predi¢ao de ligantes pequenos e moderadamente

flexiveis seja bem-sucedida na maioria dos programas de docking, a previsao do modo de
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ligacdo nativo de ligantes altamente flexiveis, como peptideos, e a estimativa da afinidade de

ligacdo ainda representam importantes desafios enfrentados pela maioria desses programas. '?

Figura 3 — Principais etapas para o docking molecular (Adaptado de MORRIS et al.,
2001).
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Resultados

O DockThor Docking foi criado especialmente para lidar com ligantes altamente
flexiveis e ¢ altamente eficiente em acoplar peptideos altamente flexiveis. Os ligantes passaram
por um tratamento especial para gerar conformagoes distintas como apresentado na Figura 3. A
plataforma DockThor-VS estd integrada a plataforma brasileira de supercomputadores
SDumont e permite experimentos de triagem virtual com até 200 compostos para usuarios
convidados e 5.000 compostos para projetos registrados.!® Para cada sistema, foi utilizado o
método de Blind Docking, que envolve o encaixe de um ligante em toda a superficie de uma
proteina sem qualquer conhecimento prévio do local de ligacdo. Esse método requer varias
tentativas/execugoes e calculos de energia antes que uma pose favoravel do complexo proteina-
ligante seja encontrada. No caso em questdo, os resultados foram coletados a partir da melhor
posigdo obtida pelo Blind Docking, que foi semelhante para todos os ligantes.'*

O scoring ¢ responsavel por avaliar a energia livre de ligagdo de forma
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computacionalmente viavel, a fim de encontrar o modo de ligacdo com maior afinidade. Isso ¢
feito através de pré-calculo dos potenciais de afinidade de cada atomo do ligante em relagao a
regido da enzima onde ocorrera o acoplamento. A biomolécula ¢ posicionada em uma grade
tridimensional que possui um "probe atom" para investigar os pontos da grade onde a enzima
estd imersa, criando assim uma grade de afinidade para cada atomo do ligante em rela¢ao aos
atomos da enzima como apresentado na Figura 4. Esse processo permite avaliar a energia de

ligacio rapidamente. '°

Figura 4 — Representacgdo da interacdo receptor, proteina e ligante (Adaptado de

MORRIS et al., 2012).

ligados
intermolecular

o, —

ligante nao-ligaco ligante ligado

intramolecular intramolecular

nao-ligados
intermolecular

(T

proteina ligada
intramolecular

proteina néao-ligada
intramolecular

A avaliacao da energia livre de ligacao ocorre em dois passos. O primeiro passo envolve
a avaliacdo da energia intramolecular necessaria para que o ligante e a proteina facam a
transi¢do de um estado desligado para a conformacao ligada. J4 o segundo passo envolve a
avaliacdo da energia intermolecular necessaria para que o ligante e a proteina se unam em sua
conformagdo ligada. Essa avaliacdo ¢ realizada por meio da utilizagdo de um modelo de for¢a

de campo durante as simulag¢des de docking. '

Sendo que a energia livre de ligagdo ¢ calculada como:
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Equacao 1
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Onde L se refere ao ligante e P se refere a proteina no complexo proteina-ligante.
Cada um dos termos de energia em pares € composto por avaliagdes que levam em
consideragdo a interagdo entre as moléculas envolvidas em relagao a dispersao/repulsao, ligagao

de hidrogénio, forga eletrostatica e remocao do solvente.

2 2
e 2 g )y
B 1 iy € Iy

(Sf'vj +SJV’)(,’

i

Al' Bl
V=W, E(’T; - r_;] +Wipona E E(1)
L\ if i

Equacao 2

Os valores de W sdo constantes que determinam a importancia relativa de diferentes
contribuicdes energéticas e sdo ajustados para calibrar a energia livre empirica usando
constantes de ligagdo experimentais. O primeiro termo usa potenciais 6/12 de Lenard-Jones
para descrever as interagdes de atracao e repulsao e usa parametros do campo de forca AMBER.
O segundo termo refere-se as ligacdes de hidrogénio e usa potenciais 10/12. Os parametros C ¢
D sao definidos de forma a permitir que a profundidade méxima do pogo das ligacdes de
hidrogénio entre o oxigénio e o nitrogénio seja de 5 kcal/mol a uma distancia de 1,9 A, enquanto
que para as ligagcdes de hidrogénio entre o oxigénio e o enxofre, a profundidade maxima do
poco seja de 1 kcal/mol a uma distancia de 2,5 A. O termo E(t) refere-se ao angulo ideal de
ligagdo de hidrogénio. O Ultimo componente ¢ uma func¢do de energia que representa a
dessolvatagdo de um atomo especifico, baseada no volume dos 4tomos vizinhos que o cercam
e o protegem do solvente. Esse componente ¢ influenciado por um parametro de solvatagdo e
um fator de ponderacio de distancia exponencial que é fixado em 3,5A.17

Para cada sistema estudado, utilizou-se a técnica de Docking Cego (Blind Docking), que
consiste em encaixar um ligante em toda a superficie de uma proteina sem informacgdes prévias
do sitio de ligacao. Essa abordagem demanda diversas tentativas e calculos de energia antes de
se obter uma conformacao favordvel do complexo proteina-ligante. Os resultados foram
coletados a partir da melhor posi¢do obtida pelo Docking Cego, a qual se mostrou semelhante
para todos os ligantes avaliados, conforme ilustrado na Figura 6. Essa metodologia ¢
amplamente utilizada em estudos de descoberta de fairmacos, pois permite avaliar a interacao
entre moléculas de forma répida e eficiente. Ademais, a utilizagdo de softwares especializados
para Docking Cego tem sido uma estratégia promissora para o reposicionamento de farmacos

Jé& aprovados para outras doengas, como € o caso do SARS-CoV-2.
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Figura 5: Regido de melhor posi¢ao dos ligantes obtida pelo Blind Docking.

Regido da QM

Baloxavir Zanamivir Oseltamivir

Fonte: O autor
Onde QM Region corresponde ao sitio ativo da proteina da SARS-CoV-2, onde ha uma

maior afinidade molecular entre proteina e ligante.

2.2 Campo de Forga

Com a obten¢ao do arquivo de estrutura da proteina (PSF), se faz necessaria a escolha
de um campo de for¢a para que os dados estruturais evoluam para dados de conectividade dos
3 ligantes e para que a mecanica quantica classica possa ser utilizada. Para sanar esse problema,
foi escolhido o Campo de Forca Geral CHARMM na qual ¢ um campo de for¢a organico
explicitamente destinado a simular moléculas semelhantes a drogas em um ambiente biologico
representado pelos campos de forga biomoleculares aditivos CHARMM!®, O potencial de
interacdo entre as particulas que compde o sistema ¢ calculado com base em parametros
tabelados para cada uma delas e entdo calcula-se a forca resultante sobre cada particula através

do gradiente do potencial:
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I I Equagao 3
onde Fi ¢ a forca resultante sobre a particula i e o potencial Ui é a soma de todas as
interagdes de pares entre a particula i e as demais particulas do sistema, sendo essas divididas
em interacdes ligantes, relacionadas com a energia de estiramento de ligacdes, deformagdes
angulares e rota¢ao de diedros, e interagdes ndo-ligantes, ou seja, interagdes entre a particula i

e todas as particulas com as quais ndo possui interagdo de ligacdo, angulo ou diedro:

U:.xn'e*s: Z Ul'r'_fm'ées + Z Ufiir_qul'os + Z Udr'edms + Z Ur'rlre racoes nao —ligantes
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Nas simulagdes de dinamica molecular, as ligagdes quimicas e angulos sdo geralmente
tratados como osciladores harmdnicos. Nesse caso, o potencial aumenta de forma quadratica
conforme ocorre o deslocamento da distancia r ou do angulo de ligagdo 6 em relagdo aos valores
de equilibrio 10 e 00. Esse aumento ¢ proporcional as constantes de for¢a kb e k©, que sao
caracteristicas de cada ligagdo quimica e angulo da molécula. Embora existam outros modelos,
como o modelo de Morse, 0 modelo de osciladores harmonicos € o mais comum e sera utilizado
nas simulagdes apresentadas.

O terceiro termo refere-se a energia relacionada a tor¢do dos angulos de diedro em
moléculas flexiveis. Nesse caso, a energia ¢ representada por uma série de Fourier com trés
termos, em que as amplitudes Vn e as fases yn sdo ajustadas para reproduzir o perfil de energia
potencial obtido em célculos de Quimica Quantica, quando o angulo diedro f ¢ variado.

O ultimo termo abrange as interagdes nado-ligantes e ¢ dividido em duas partes. A
primeira corresponde as interagdes de van der Waals, representadas por um potencial de
Lennard-Jones 6-12. Nesse caso, €ij representa a energia minima entre o par de particulasie j,
e olj representa a distancia abaixo da qual a interacao entre 1 e j deixa de ser atrativa e passa a
ser repulsiva. Essa relacdo ¢ ilustrada na figura abaixo, que mostra a energia de van der Waals

em fungio da distincia entre as particulas para diferentes valores de ¢ e €."
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2.3 Sitio Ativo

Para a preparacao dos ligantes para docking, foi feito um estudo para analisar o sitio
ativo da proteina da SARS-CoV-2. Um sitio ativo ¢ uma regido especifica de uma proteina que
¢ responsavel pela sua atividade bioquimica. Essa regido ¢ geralmente formada por um conjunto
de aminoacidos que possuem uma conformacdo tridimensional Unica, capaz de interagir com
moléculas especificas e catalisar reagcdes quimicas. De acordo com Fersht (1985), "o sitio ativo
de uma enzima ¢ um microambiente altamente organizado, onde a molécula do substrato ¢

orientada de forma adequada para reagir quimicamente"*°

. Além disso, o autor destaca que o
sitio ativo ¢ também responsavel pela especificidade da enzima, ou seja, a capacidade de
reconhecer e se ligar apenas a determinados substratos.

A Figura 5 representa o sitio ativo da proteina da SARS-CoV-2, onde vérios
medicamentos ja testados ocuparam esse sitio ativo com afinidade de ligagio consideravel 2!,
Nesse mesmo estudo, a estrutura cristalografica de raios-X do Mpro do SARS-CoV-2 (ID PDB:
6Y2F), recentemente elucidada que mostrou ser um inibidor potente no sitio ativo da enzima
com uma cetoamida, foi examinada com varios medicamentos antivirais aprovados pela FDA

para simular as interagcdes do Mpro com a cetoamida e, assim, bloquear o bolso ativo.

Figura 6: Caracteristicas estruturais do mondmero da principal protease do SARS-CoV-

2 e seu sitio ativo (Adaptado de Kumar Y, et al. 2020).

Dnméﬂin I Dnmj_niﬂ I I}omi{ﬂm I

W
Sitlo Ativo

A protease principal do SARS-CoV-2 é composta por trés regides distintas. A regiao
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ativa da proteina ¢ encontrada onde o dominio I e o dominio II se encontram, formando um diad
caracteristico de Cys-His. O dominio II e o dominio III sdo unidos por uma conexao que €

crucial para a formacao de um dimero da proteina.

2.4 Dinamica Molecular

Simulag¢des computacionais atuam como uma ponte entre a estrutura microscopica da
matéria € a macroscopica, assim como a teoria € o experimento. As propriedades
termodinamicas observaveis podem ser descritas pelo formalismo da mecanica estatistica junto
com o potencial de interacdo do sistema, que pode ser obtido a partir da mecanica quantica.
Porém, a solucdo analitica da func¢do de parti¢do sé pode ser obtida para um nimero limitado
de sistemas e modelos simplificados, como so6lidos e gases ideais. O CHARMM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) é um campo de for¢a amplamente utilizado na simulagao
computacional de biomoléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos.
E baseado em uma descri¢do de forcas de tipo aditivo, na qual os pardmetros de intera¢io entre
atomos proximos sao determinados empiricamente e implementados em equagdes matematicas
que descrevem a energia potencial do sistema 2.

Para garantir a consisténcia energética de todos os sistemas, foram simulados utilizando
o campo de forca CHARMM27 no programa NAMD 2.9. Uma etapa de minimizagdo foi
realizada, com as configuragdes de etapa de tempo de 2 fs, distincia de corte de 12A e
formalismo de malha de particulas de Ewald (PME). A temperatura foi aumentada
gradualmente de 0 a 300 K em incrementos de 1 K sob o conjunto NVT, controlada pelo
formalismo de Langevin . Um processo de equilibrio de 200 ps foi simulado antes de produzir
as trajetorias MD finais de 50 ns. Para solvatar todas as moléculas de ligantes, foi adicionada
uma coluna de agua (20 A) acima da superficie. As energias VAW e eletrostatica foram
calculadas usando o software Visual Molecular Dynamics (VMD)?,

Para modelar o sistema, uma caixa foi preenchida com um modelo de solvente de agua,
e fons foram adicionados para neutralizar o sistema. Em seguida, o sistema foi minimizado com
cerca de 10.000 passos do algoritmo steepest decent. O solvente foi equilibrado por uma

simulagdo de dindmica molecular, com dtomos ndo-hidrogenoides fixados.
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Figura 7: Etapas da simulagdo da dinamica molecular (Adaptado de https://www.r-
ccs.riken.jp/, Acesso em 17/05/2023)

Estrutura de Selecionar apenas as Adicionar
cristal de raio-x proteinas hidrogénios

Adicionar dgua Adicionar ions

Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) ¢ um c6digo de dinamica molecular paralelo
utilizado em simulagdo de alta performance de grandes sistemas biomoleculares tais como
proteinas e 4cidos nucleicos. As forcas ndo-ligadas requerem o calculo de interagdo
emparelhadas (pairwise) entre &tomos. O raio de corte, RC, ¢ usado na maior parte dos métodos
comuns. Interagdes ndo-ligadas entre atomos além da distdncia RC nido sdo calculadas ou sdo
calculadas com menos frequéncia®*

As cargas de Mulliken foram atribuidas usando o software VMD 1.9.2 ?° Da mesma

forma, as cargas de todos os ligantes Zanamivir, Baloxavir e Oseltamivir foram obtidas e

atribuidas a todos os 4tomos usando o programa XTB%,

2.5 Ligagoes de Hidrogénio

A ligagdo de hidrogénio ocorre quando um atomo com um hidrogénio ligado a ele (o
doador, D) se conecta a outro atomo (o receptor, A), desde que a distancia entre D e A seja
menor que 3,0 angstroms e o angulo D-H-A seja menor que 20 graus. O software VMD
2Tpermite que seja usado o plugin Hbounds, na qual permite selecionar até dois grupos de
atomos (que ndo devem se sobrepor) e escolher os quadros de tempo para andlise. As selegdes
podem ser atualizadas a cada quadro, mas isso pode afetar a velocidade. O numero de ligagdes
de hidrogénio pode ser plotado no VMD ou salvo em um arquivo (hbonds.dat).

Esse arquivo apresenta a quantidade de ligagdes de hidrogénio por frame calculado em
relagdo ao ligante estudado. A quantidade de ligagdes de hidrogénio sdo apresentadas na Tabela

1:


https://www.r-ccs.riken.jp/
https://www.r-ccs.riken.jp/
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Tabela 1: Quantidade de ligagdes de hidrogénio por ligante

Ligante Ligacdes de Hidrogénio
Baloxavir 3
Oseltamivir 3
Zanamivir 2

Com essa andlise de ligacdes de hidrogénio, cada frame de trajetoria com a melhor
contagem de ligacdo de hidrogénio foi selecionada para o céalculo de dindmica molecular

(Figura 7).

Figura 8: Melhores frames de trajetoria para ligacdes de hidrogénio em cada ligante.

Oseltamivir

Zanamivir
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Baloxavir

Fonte: O autor
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3 Resultados e Discussoes

Foram analisados 3 firmacos antivirais com a proteina do Covid-19, esses
procedimentos foram realizados através do DockThor (https://www.dockthor.Incc.br),

evidenciados nas tabela 2, 3,4 ¢ 5.

Figura 9: A configuracdo do bind docking feita pelo DockThor (https://www.dockthor.Incc.br)

utilizou da seguinte configuracao de grade:

center x = 11

centery = 10

center z = 18
total size x = 20
total size y = 20
total size z =20

discretization = 0.25

Figura 10: Resultado da box calculada pelo DockThor para a analise do docking do Oseltamivir,

Baloxavir e Zanamivir respectivamente:

Oseltamivir


https://www.dockthor.lncc.br/
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Zanamivir

Fonte: O autor

Onde para os 3 ligantes, o bind docking utilizou-se das mesmas configuragdes de grade.
Com isso, podemos concluir que o sitio ativo estudado ¢ realmente o local onde as interagdes e
ligacdes de hidrogénio ocorrem entre os ligantes e os aminodacidos.

O output do DockThor também retorna o arquivo bestranking.csv onde nele estdo as

execucdes que mais performaram, ou seja, que € o mais recomendado para estudos. Ao todo,
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foram realizadas 24 execugdes para cada ligante, onde para cada fArmaco, a execugdo 1 ¢ a

que foi analisada e estudada nesta pesquisa.

Tabela 2: Analise do docking molecular para o ligante Baloxavir

Energia de Energia
Afinidade Energia Total
Execugdes vdW Eletronica
(kcal/mol) (kcal/mol)
(kcal/mol) (kcal/mol)
1 -7.798 64.387 -14.772 -14.857
2 -8.227 69.384 -16.671 -7.785
3 -8.202 69.925 -20.902 -2.619
Tabela 3: Analise do docking molecular para o ligante Oseltamivir
Energia de Energia
Afinidade Energia Total
Execucoes vdW Eletronica
(kcal/mol) (kcal/mol)
(kcal/mol) (kcal/mol)
1 -7.667 15.473 -16.680 -7.135
2 -7.036 16.729 -11.273 -11.147
3 -7.551 16.752 -18.570 -4.485
Tabela 4: Analise do docking molecular para o ligante Zanamivir
Energia de Energia
Afinidade Energia Total
Execucoes vdW Eletronica
(kcal/mol) (kcal/mol)
(kcal/mol) (kcal/mol)
1 -6.676 -38.076 9.224 -43.953
2 -6.929 -37.733 -14.097 -20.210
3 -6.438 -35.030 -9.425 -24.468

Tabela 5: Parametros de afinidade molecular dos farmacos com a proteina do Covid-

19 (6Y2F)
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Aminoacidos que

Ligantes AGbind (kcal/mol) Ki (uM) interagem com o
ligante

Ser139; Ser144;

Baloxavir -7.798 2.08 Glul66; Metl65;

GIn189; Thr45.
Leul4l1;Serl44;
Ser147; Asn28;
GInl9; Metl7;
Oseltamivir -7.667 2.59 Glul4; Gly120;
Asnl19; Cysl17;
Leull$5; Tyrl18;
Alallé.
Thr45; Cys44;
Zanamivir -6.676 1.36 Thr25; Gly143;
Asnl42,

A teoria dos orbitais moleculares que envolve a analise dos orbitais HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital - Orbital Molecular mais Elevado Ocupado) e LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital - Orbital Molecular mais Baixo Nao Ocupado) ¢ uma das teorias
mais uteis para explicar a estabilidade quimica de uma molécula. A energia dos orbitais HOMO
e LUMO dos ligantes e complexos fornecem informagdes importantes sobre a distribui¢do de
energia e o comportamento energético desses compostos. A magnitude negativa da energia
HOMO e LUMO estabelece a estabilidade dos compostos. A diferenca entre as energias HOMO
e LUMO, conhecida como "lacuna de energia", ¢ um indicador da reatividade quimica e da
estabilidade cinética de uma molécula. Uma molécula com uma grande lacuna HOMO-LUMO ¢
descrita como "dura", pequena e pouco polarizavel. Ja os sistemas "macios" possuem uma lacuna
HOMO-LUMO pequena, alta polarizabilidade e reatividade. Uma grande lacuna HOMO-LUMO
indica alta estabilidade molecular e aromaticidade, com baixa reatividade em reagdes quimicas,
enquanto uma pequena lacuna HOMO-LUMO estd relacionada com antiaromaticidade. As
energias HOMO e LUMO representam, respectivamente, a capacidade de doar e receber um
elétron. Uma alta energia HOMO corresponde a molécula mais reativa em reagdes com
eletrofilos, enquanto uma baixa energia LUMO indica uma molécula mais reativa em reagdes
com nucledfilos. 28

A ilustragdo dos HOMO, LUMO, HOMO+1 e LUMO-1 estdo na Figura 8. A fase positiva



Capitulo 3. Resultados e Discussoes 33

e negativa ¢ representada em vermelho e azul respectivamente.

Figura 11: Interagado HOMO e LUMO do baloxavir com a proteina da Covid-19.

HOMO (eV) LUMO
THR428

HSE669 HSE669

THR416

Baloxavir

Fonte: O autor

De acordo com a Tabela 2, a afinidade molecular do Baloxavir com a proteina do novo
coronavirus apresentou o valor de -7.798 kcal/mol e constante de inibicdo de 2.08 uM,
interagindo com os aminoacidos Ser139, Ser144, Glul66, Met165, GIn189 e Thr45.

Figura 12: Interagdo HOMO e LUMO do oseltamivir com a proteina da Covid-19.

HOMO+1 (eV) LUMO-1

\ A, THR420 RN THR420

Oseltamivir

TYR1884 TYR1884

GLN331 GLN331

Fonte: O autor

De acordo com a Tabela 3, o Oseltamivir apresentou o valor de -7.667 kcal/mol e



Capitulo 3. Resultados e Discussoes 34

constante de inibi¢do de 2.59 uM, interagindo com os aminoacidos Leul41, Ser144, Serl147,

Asn28, GIn19, Metl7, Glul4, Gly120, Asnl119, Cys117, Leull5, Tyr118 e Alall6.

Figura 13: Interagdo HOMO e LUMO do zanamivir com a proteina da Covid-19.

HOMO (eV) LUMO

ASN1004

ASN1004

THR723 THR723

CYS369 CYS369

Zanamivir

THR384

THR378 THR378

THR398 THR398

Fonte: O autor

De acordo com a Tabela 4, a interacdo do Zanamivir com a proteina do novo coronavirus
apresentou o valor de -6.676 kcal/mol e constante de inibi¢do de 1.36 uM, interagindo com os
aminoacidos Thr45, Cys44, Thr25, Gly143 e Asnl142.

Para o Baloxavir, temos um GAP de 1.3167 eV. O Oseltamivir apresenta um GAP de
1.8411 eV. Por fim, 0 Zanamivir tem um GAP de 0.66178 eV.

Esta diferenca de energia entre HOMO-LUMO indica a altas energias de excitagdo, ou
seja, € necessaria uma menor energia de transi¢do para que o elétron possa realizar uma transi¢ao
eletrOnica, o que ¢ possivel concluir que ha uma interacdo favoravel entre farmaco e proteina.

Foram calculadas também via Visual Molecular Dynamics (VMD), as distancias das
ligagdes de hidrogénio (A).

Para o Baloxavir, tivemos 3 ligacdes de hidrogénio com distincias abaixo de 2.5 A. O
farmaco Oseltamivir apresentou também 3 ligacdes de hidrogénio com distancias abaixo de 2.5
A. Por fim, o farmaco Zanamivir apresentou 2 ligacdes de hidrogénio com o mesmo pardmetro
de distancia utilizado nos outros ligantes (Figura 11).

Esse estudo mostrou que a regido ativa da proteina encontrada onde o dominio I e o dominio
IT se encontram (Figura 5) ¢ o melhor alvo de drogas entre as demais regides. O ligante Oseltamivir

mostra fortes interagdes de ligagio com os aminoacidos circundantes na regido de 2.5 A em
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diferentes subsitios com Leul41;Ser144; Ser147; Asn28; GIn19; Metl7; Glul4; Gly120; Asnl19;
Cysl17; Leull5; Tyrl18; Alall6. Essa interagdo proteina-ligante revela uma forte inibicdo da
protease do virus.?’

O GAP de energia mais baixo calculado para a transicalo HOMO-LUMO foi atribuido ao
zanamivir. Em termos de transferéncia de carga, um pequeno tamanho de lacuna de energia
resulta em um complexo forte e estavel. No caso do Oseltamivir e do Baloxavir, as lacunas de
energia foram maiores do que no zanamivir, resultando em complexos instaveis.

A elevada afinidade de ligagdo ¢ indicada pelo baixo valor da constante de inibi¢do. Entre
os ligantes examinados, o Zanamivir apresentou o menor Ki registrado na Tabela 5, com um
valor de 1,36 uM, o que indica a formagao de um complexo altamente estavel com a estrutura da
protease principal do Sars-CoV-2 e, portanto, uma afinidade de ligacdo mais forte do que os
demais.

Embora os resultados preliminares indiquem que o Zanamivir ¢ o ligante mais eficiente,
¢ inconclusivo dizer que tais drogas podem inibir a atividade da proteina Covid-19. A andlise in

vitro precisa ser realizada para garantir tal resultado.
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4 Conclusao

A pandemia ocasionada pelo novo coronavirus (COVID-19) afetou o mundo todo,
consequentemente, trouxe efeitos gravissimos em todos os paises e para a populacdo. O rapido
aumento do numero de pacientes infectados em todo o mundo fez a Organizacao Mundial da Satude
(OMS) declarar um estado de emergéncia de saude global para coordenar os esforcos cientificos e
médicos e desenvolver rapidamente uma cura para os pacientes. Apesar de usarem alguns agentes
antivirais especificos aprovados, os mesmos, nao produzem uma cura completa. Pensando nisso, a
busca por um firmaco que contribua positivamente para ajudar no combate do novo coronavirus
esta sendo alvo de muitas pesquisas. Assim, o trabalho trouxe a testes a interagao molecular entre
farmacos diuréticos e as proteinas selecionadas no banco de dados do novo coronavirus. A partir
dos resultados obtidos diante deste trabalho conclui-se que os farmacos Baloxavir, Oseltamivir e
Zanamivir apresentaram maiores afinidades com as proteinas selecionadas, apresentando valores
de energia de ligagdo abaixo de -8.0 kcal/mol. Portanto, o reposicionamento ou a substitui¢do de
grupos funcionais pré-selecionados dos farmacos analisados pode ser uma alternativa para o
tratamento da Covid-19, pois a afinidade molecular dos fArmacos com as proteinas do virus obteve
resultados satisfatorios. Esse trabalho pode ser considerado um alicerce para novos estudos com

esses farmacos para a inibi¢ao do virus da Covid-19.
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