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@@@ Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
Atribuicdo  Creative ~ Commons.  Atribuicdo-Nao-Comercial-

NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcdo e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacao com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora € comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicagao, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padrdes éticos da publicacédo. Situagdes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o0 mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana
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Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Cat6lica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcéo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazénia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Llcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A proposta implicita nessa coletanea fundamenta-se numa valorizacdo eclética da
pluralidade e diversidade, que reline pesquisas que envolvem diversas linhas de abordagem,
destacando-se por meio de tendéncias de estudos envolvendo a Ciéncia “Quimica”. Tendo
como propésito principal disseminar e divulgar no meio académico, envolvido com tal
Ciéncia, informacdes provenientes de estudos e pesquisas desenvolvidas pela comunidade
académica contemporanea.

O e-book “A Geracdo de Novos Conhecimentos na Quimica”, esta dividido em
dois volumes, totalizando 46 artigos cientificos, destacando-se tematicas pesquisadas
e discutidas por estudantes, professores e pesquisadores. Os quais evidenciam, artigos
tedricos e pesquisas de campo, abrangendo a linha de Ensino e diversas outras linhas de
estudo, que se desenvolveram por meio de pesquisas laboratoriais.

O volume | aborda tendéncias, envolvidos com a area de Ensino de Quimica, os
quais dao énfase as seguintes abordagens: Ensino Remoto, Experimentacdo, Concepcgbes
Pedagobgicas, Bioinformatica, Contextualizacdo, Jogos Ludicos, Redes Sociais,
Epistemologia, Formacéo de Professores, Habilidades e Competéncias e Metodologias
utilizadas no processo de Ensino e Aprendizagem.

O volume Il aborda tematicas de cunho experimental, desenvolvidas e comprovadas
por meio das andlises desenvolvidas em diferentes universidades brasileiras, dando
énfase a: Quimica Inorgénica, Eletroquimica, Quimica Orgénica, Quimica dos Alimentos,
Quimiometria, Quimica Analitica, Quimica Biolégica, Nanoquimica e Processos Corrosivos.

A coletanea ¢ indicada para aqueles (estudantes, professores e pesquisadores)
envolvidos com a Ciéncia “Quimica”, que anseiam por intermédio de informagdes atualizadas,
apropriarem-se de novas informagdes, correlacionadas a pesquisas académicas, tendo
desta forma, novas bases de estudo e investigacéo para a aquisi¢céo e construcéo de novos
conhecimentos.

Excelente leitura!

Eleonora Celli Carioca Arenare
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RESUMO: O SARS-CoV-2 é o0 sétimo coronavirus
a infectar seres humanos. Atualmente né&o
ha tratamentos farmacologicos comprovados
contra a COVID-19 ou que possam ser de amplo
espectro para minimizar as sequelas. Este
trabalho visa identificar compostos ou drogas ja
comercializadas que possam ser coadjuvantes
no tratamento de quadros infecciosos da
COVID-19, paralelo a administracdo de vacinas.
Nesse contexto, realizou-se simulacbes de
docking molecular para entender quais farmacos
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sdo mais eficazes na modulacdo de um total de
dez receptores, seja diretamente na sinalizagéo
viral, pré-inflamatéria ou sistema nervoso
central, relacionados ao quadro da COVID-19.
Posteriormente validou-se alguns resultados
mediante simulagdes de dinamica molecular a
partir de arquivos de trajetéria disponibilizados
publicamente. Dentre um total de 71 simulagbes
de docking molecular, 0 medicamento ledipasvir
administrado em pacientes com Hepatite-C (HCV)
foi 0 mais promissor com valor médio AG° =-10,3
kcal-mol'! e probabilidade de inespecificidade
conforme redes neurais de 0,21. A ivermectina,
embora tenha apresentado uma afinidade média
de -9,6 kcal-mol'1, mostrou ser um ligante com
um grau de inespecificidade muito expressivo de
0,93. Quando analisado as flutuagbes atdmicas
da dinamica molecular, o telaprevir destacou-se
pelo grande numero de liberdade rotacional em
consonancia com flutuagdes expressivas RMSF
com pico em torno de 20A na interagdo com a
proteina Spike. Consequentemente mostrou-se
ser superior as diversas medicagdes reportadas
de forma anedotica, como nitazoxanida, e
que pela baixa mobilidade a afinidade n&o foi
tdo expressiva por conta das relativas altas
flutuacbes de 10A. Por fim, estes resultados
buscam esclarecer do ponto de vista teérico
a interacdo de inumeras medicacdes desde a
sinalizagéo viral até o sistema neuroinflamatério.
PALAVRAS - CHAVE: SARS-CoV-2,
Neuroinflamacgéo, Docking molecular, Dinamica
molecular, Ledipasvir.
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SIMULATIONS OF DOCKING AND MOLECULAR DYNAMICS IN THE SEARCH
OF MODULATING DRUGS OF THE NEUROINFLAMMATORY SYSTEM IN
INFECTIONS BY SARS-COV-2
ABSTRACT: SARS-CoV-2 is the seventh coronavirus to infect humans. Currently, there are
no pharmacological treatments proven against COVID-19 or that may be broad-spectrum to
minimize sequelae. This work aims to identify compounds or drugs already commercialized that
may be supporting in the treatment of people with COVID-19, in parallel to the administration of
vaccines. Thus molecular docking simulations were performed to understand which drugs are
most effective in modulating a total of ten receptors, whether directly in viral, pro-inflammatory,
or central nervous system signaling. Subsequently, some results were validated through
molecular dynamics simulations from publicly available trajectory files. Among a total of 71
molecular docking simulations, the drug ledipasvir administered to patients with Hepatitis-C
(HCV) was the most promising with an average value AG°=-10.3 kcal-mol'! and a nonspecific
probability according to neural networks of 0.21. Although ivermectin had an average affinity
of -9.6 kcal-mol™1, it was shown to be a ligand with a very expressive degree of nonspecificity
of 0.93. When analyzing the atomic fluctuations in molecular dynamics telaprevir stood out for
a large number of rotational freedom in line with expressive RMSF fluctuations with a peak
of 20A in the interaction with the Spike protein. Consequently, it was shown to be superior to
the several anecdotally reported medications, such as nitazoxanide, and that due to the low
mobility, the affinity was not so expressive due to the relatively high 10A fluctuations. Finally,
these results seek to clarify, from a theoretical point of view, the interaction of numerous

medications from viral signaling to the neuroinflammatory system.
KEYWORDS: SARS-CoV-2, Neuroinflammation, Molecular docking, Molecular dynamics,
Ledipasvir.

11 INTRODUGAO

Os primeiros casos de hospitalizag&o por infeccoes de SARS-CoV-2 foram relatados
em dezembro de 2019, em Wuhan, provincia de Hubei, China. Este virus é de uma
propor¢éo nao vista desde a pandemia de Gripe Espanhola em 1918 (Li et al., 2020). O
coronavirus (CoV) pertence a familia Coronaviridae, da ordem Nidovirales que séo virus
de RNA de fita simples (Zhu et al., 2020). O inicio da sindrome respiratoria aguda grave
(SARS) ocorreu cerca de 18 anos atras, e as sequéncias genéticas sao muito semelhantes
com o virus causador da COVID-19, compartilhando cerca de 79,6% de homologia com
SARS-CoV-1 (Zhou et al., 2020). A infeccdo pela COVID-19 causa falhas respiratorias
graves e sistémicas sendo associada a alta mortalidade. A infecgdo tem uma replicacéo
mais provavel em pacientes idosos acometidos por comorbidades (Chen et al., 2020).

Pacientes acometidos pela COVID-19 comumente apresentam manifestacdes
neurolégicas, tais como tontura, dor de cabeca, consciéncia prejudicada e convulséo.
Além disso, os que apresentaram a forma mais grave da infec¢do tiveram resposta
inflamatéria mais acentuada, incluindo contagens de linfocitos mais baixas e citocinas
pro-inflamatorias significativamente elevadas em comparacao aos pacientes com infeccédo
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mais leve. Este fenébmeno pode ser indicativo de imunossupressao nestes pacientes (Mao
et al., 2020). Encefalopatia foi relatada, assim como a sindrome de Guillain-Barré e doenca
cerebrovascular aguda, também vém emergindo como uma complicacédo grave. Percebeu-
se que frequentemente os acidentes vasculares em pacientes sdo em decorréncia de um
estado proé-inflamatério elevado (Ellul et al., 2020). Além disso o coronavirus € capaz de
espalhar-se no epitélio olfatorio em direcéo ao sistema nervoso central (Zubair et al., 2020).
Apds andlises preliminares dos padrées imunolégicos dos pacientes com os sintomas
mais graves da COVID-19, os pesquisadores perceberam que proteinas pro-inflamatérias
presentes no sistema, eram expressas em concentracdes mais elevadas, em particular, a
interleucina 6 (Xu et al., 2020). Uma pesquisa recente descobriu que com a idade avancgada,
a expressédo da proteina ACE2 aumenta, bem como do gene TMPRSS2 em modelos animais
(Butowt e Bilinska, 2020). Concomitantemente, um grupo de pesquisadores descobriu que
o receptor celular neuropilina-1 (NRP1) pode aumentar significativamente a viruléncia do
SARS-CoV-2. O estudo em camundongos demonstrou o transporte de particulas virais,
mediado por NRP1, em direcéo ao sistema nervoso central (Cantuti-Castelvetri et al., 2020).

Uma vez que a COVID-19 pode atacar diversos sistemas do corpo, neste estudo
avaliamos, mediante a ferramenta de docking molecular, um conjunto de medicacbes
interagindo com receptores presentes na sinalizagéo viral, mas também proé-inflamatéria e
do sistema nervoso central. Além disso calculou-se a predicdo do grau de especificidade
de interacéo e posterior analise das intera¢des quimicas que foram formadas no complexo
receptor-ligante. Por fim mediante simulagdes de dindmica molecular foi possivel validar os
resultados obtidos por docking. Vale esclarecer que a técnica de docking molecular é uma
metodologia teoérica que permite investigar, por meio de modelos computacionais, qual o
sitio ativo de uma proteina ou enzima é mais provavel de ser ocupado por um determinado
composto ou ligante. Os primeiros algoritmos de docking foram desenvolvidos ao longo de
1980, tendo sido imprescindivel na descoberta do captopril, a primeira medicacao construida
computacionalmente (Patrick, 2013). A questéo principal de todos os programas de docking
€ abordar qual combinacao de orientagéo e conformacao é a mais favoravel em relacéo a
todas as outras combinacoes possiveis (conférmeros) (Perola, Walters e Charifson, 2004).
Desta forma, os algoritmos de docking molecular executam um algoritmo de busca no qual
a conformagéo do ligante é avaliada recursivamente até que a convergéncia para a energia
minima seja alcangcada. Finalmente, uma funcdo de pontuacdo de afinidade, a variavel
de estado AG°® (kcal-mol"), € empregada para classificar as orientagdes mais favoraveis
(Pagadala, Syed e Tuszynski, 2017).

Considerar totalmente a flexibilidade do receptor ainda representa uma das grandes
limitagdes do docking molecular. Embora tenhamos adotado docking com graus de liberdade
rotacional aos ligantes, simulagbes de dinamica molecular ainda sdo essenciais para
validar os resultados de docking. Nesse contexto ao longo da pesquisa também utilizamos
dindmica molecular para investigar a estabilidade estrutural do complexo em funcdo do
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tempo (Serdyuk, Zaccai e Zaccai, 2007). A dinamica molecular € uma metodologia bem
conhecida e confidvel desde 1975 quando M. Karplus e seu grupo de pesquisa realizaram
a primeira simulagdo de dinamica molecular no contexto biomolecular, porém limitada aos
recursos computacionais na época (McCammon, Gelin e Karplus, 1977). Na dindmica
molecular, iteracdes sucessivas sdo geradas pela integracdo das leis de movimento
newtonianas consistindo em 4 (quatro) etapas centrais: (1) minimizagéo: liberar o excesso
de tensdo do sistema; (2) aquecimento: elevar a temperatura do sistema a uma condi¢éo
especifica; (3) equilibrio: equilibra o sistema antes que as propriedades de energia possam
ser mensuradas; (4) producéo: etapa de saida que simula a dindmica do sistema estudado
(Leach, 2001).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Protocolos de docking molecular

Todas as estruturas cristalograficas utilizadas nesta pesquisa foram obtidas na base
de dados Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000) e cuja visualizagcao encontra-se
em (veja Figura 1). Em consequéncia da auséncia de estruturas cristalogréficas para a
proteina TMPRSS2 realizamos uma predigdo computacional. Inicialmente a sequéncia de
aminoacidos foi obtida do banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) no formato
FASTA, com o coédigo TMPS2_HUMAN. Através do servidor Robetta (http://robetta.bakerlab.
org/) foi possivel predizer a estrutura cristalografica da enzima. Devido a falta de estruturas
com alto grau de homologia, o0 método de modelagem ab-initio do algoritmo RosettaCM
(Song et al., 2013) foi escolhido. A validagéo estrutural da predicdo conformacional foi
realizada usando a plataforma RAMPAGE (Ramachandran Plot Investigation) (Lovell et al.,
2003). Dentre um total de 490 residuos que constituem a protease TMPRSS2, um grupo de
4083 residuos (82,2%) esteve presente em uma regido sem impedimentos estéricos. Nota-
se ser recomendado um numero acima de (98%) na regido mais favoravel (Lovell et al.,
2003). Portanto, embora a predigdo conformacional possua algumas limitagdes, podemos
considerar ser consistente para as simulagdes.
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(9) Nsp12 RNA Polymerase (PDB ID: éNUR

Figura 1: Visualizagédo das estruturas cristalograficas resolvidas através de métodos
experimentais por pesquisadores em todo o mundo e que foram imprescindiveis em todas as
simulacdes computacionais nesta pesquisa (Appleton et al., 2007; Jin et al., 2020; Kirchdoerfer
e Ward, 2019; Lan et al., 2020; Miller et al., 2011; Osipiuk et al., 2020; Schmidt et al., 2018;
Varghese et al., 2002; Xia et al., 2020; Yang et al., 2003)

A versao mais recente do AutoDock Vina 1.1.2 foi adotada (Trott e Olson, 2009)
na metodologia do docking, sendo uma ferramenta de encaixe eficiente e amplamente
utilizada. A base de dados PubChem (Kim et al., 2019) (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)
foi importante para obtengéo da estrutura planar de todas as medicag¢des. O conférmero
foi gerado com um método de mecanica molecular MMFF94 (Merck Molecular Force Field)
disponivel no software MarvinSketch 20.10. Os arquivos de entrada de docking foram
preparados usando a ferramenta AutoDock Tools (ADT) 1.5.7-rc1 (Sanner, 1999). Desta
forma, atomos de hidrogénio polares foram adicionados a estrutura, enquanto os apolares
foram removidos. Além disso moléculas de agua, cofatores e inibidores co-cristalizados
foram removidos e cargas parciais de Gasteiger-Marsilli foram atribuidas aos receptores e
ligantes. Nota-se que todos os protocolos de docking seguem conforme o proposto pelos
préprios desenvolvedores (Forli et al., 2016). Embora as cadeias laterais dos receptores
tenham sido consideradas rigidas, todos os graus de liberdade rotacional foram atribuidos
aos ligantes.

As simulagdes foram realizadas em uma Unica etapa, de forma que o docking foi
efetuado considerando as coordenadas do grid box ao centro geométrico do principal
sitio de ligagdo de cada receptor, com um volume de (126,0A)® como espago de busca.
Além disso, usamos um valor de exaustividade de 400 e o seed pseudo-aleatério foi
definido como zero em todas as simulagdes para garantir a reprodutibilidade. Dentre os
conférmeros resultantes de docking, foi escolhido aquele com o menor AG®. A fim de validar
os protocolos de docking, um re-docking dos ligantes co-cristalizados foi realizado para
algumas proteinas. Todas as previsdes dos residuos que constituem o sitio de ligagéo dos
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receptores foi adotando o algoritmo fPocket através dos diagramas de Voronoi (Guilloux,
Le, Schmidtke e Tuffery, 2009) (ver Tabela 1).

Todas as interagdes de aminoacidos foram obtidas usando a plataforma ProteinPlus
(https://proteins.plus/) (Stierand, MaaB e Rarey, 2006) com 0 modulo PoseView. Um
estudo mais aprofundado do quantitativo de interagdes intermoleculares foi possivel com o
Arpeggio (http://biosig.unimelb.edu.au/arpeggioweb/) prevendo interacées dentro de uma
secao radial de 5,0 A (Jubb et al., 2017).

Proteina Residuos de interagdo Coordenadas cartesianas
SARS-CoV-2 Mpro (PDB 1D: 6LUT) Cadeia A: Gly251, Ser254, Val261, X =-47,232;
Ala260, Thr224, Leu262, Asp263, = -1,025;
Ala255, Val247 z = 47,896
SARS-CoV-2 S (PDB ID: 6MOJ) Cadeia E: Arg457, Lys458, Aspd67, x=-37,015;
Argd54, Phed56, Tyr473, Pro491, y = 42,687,
Glud71, lle472, Serds9, Serd469 Z=12916
ACEZ2 (PDB ID: 6M0J) Cadeia A: Gly319, Thr548, GIn552, x=-14,764,
Phe555, Prod21, Leu320, Met383, y = 15,986;
Gly551, Ala384, GIn380, Val318 z=-3,539
SARS-CoV-2 PLpro (PDB 1D: 6W9C)  Cadeia B:Tyr273, Cys111, Gly287, =-20,546;
Thri15, lle285, Leu118, Ala114, y =10,027;
Asn110, lle104, Trp106, Asp286 z= 35228
SARS-CoV-2 S2 (PDB ID: 6LXT) Cadeia A: Ser940, Ser939, Serd43; x=10,747;
Cadeia C: Glu1188, Asp1184, Arg1185, =-9,241;
Lys1181, Glu1182 z=-23,509
TMPRSS2 Cadeia A: Pro63, Ser254, Arg255, x = 22,146,
GIn270, AsnB2, Ser61, Val271, Gly282, y=317;
Glu395, Thr383, Ser384, His279 z=4,967
sIL-6R (PDB ID: 1N26) Cadeia A: GIu96, Val93, Pro121, X =27 697,
Thr120, Ser119, Pro117, Trp115, y = 47,105;
Ser122, Thr125, LeuB9, Pro94, Progs z=62865
PICALM (PDB ID: 3ZYL) Cadeia A: Met244; X =12.479;
Cadeia B: Tyr237, lle215, Leu218, y =-2,025;
Leu219, Tyr222, Met225, Gly233, z=42,479

lle236, Cys230, Leu234

Sigma-1R (PDB ID: 8DK0) Cadeia A: Phe191, Asp188, Ser192, x =-7,049;
Gly88, Asn85, TrpB3 y = 33.830;
z=-32,554

Neuropilina-1 (PDEB 1D: 2Q0Ql) Cadeia A: Arg463, GLU4E0, Aspddd, x = -3,705;
Gly440, Val438, LeudBd, ValdEs, y = 20,874;

Metd37, Thrd466 z=5879

Tabela 1: Aminoéacidos interagindo com o sitio de ligagdo mais provavel a uma distancia

de corte de 2A . As coordenadas correspondem ao centro geométrico do respectivo sitio

de ligacdo. Deve-se notar que o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) teve suas cadeias
analisadas separadamente para prever o sitio de ligacdo associado a cada proteina.
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Nota-se que também realizamos o docking sob receptores nado diretamente
envolvidos na sinalizacéo viral para atestar a especificidade de interacdo das medicacoes.
Desta forma, a estrutura adotada para o receptor de serotonina 5-HT1B possui PDB ID:
41AQ com resolugdo de 2,8 A obtida por difracdo de raios-X e resolvida por (Wang et al.,
2013). O espaco de busca foi centrado nas coordenadas do sitio de ligacdo mais provavel
(x =-9,528; y = 14,127; z = 6,899), conforme previsto pelo algoritmo fPocket. Também
escolhemos o receptor ionotropico de glutamato 2 com PDB ID: 5H8S com resolugéo de
1,70 A resolvido por (Hackos et al., 2016) e cujo sitio apresentou as coordenadas em (x =
21,491;y = 6,032; z = 40,645). Todas as simulacbes foram realizadas usando o espaco de
busca (126 A)? localizado a partir do sitio de ligacéo para cada receptor.

2.2 Protocolos de dindmica molecular

Os arquivos de trajetéria referentes as simulagdes MD proteina-ligante foram
disponibilizados pelo grupo D. E. Shaw Research como acesso aberto (https:/www.
deshawresearch.com/) (D. E. Shaw Research, 2020). Conforme descrito pelos préoprios
autores, e referente aos arquivos selecionados nesta pesquisa, apenas a solvatacdo
implicita das moléculas de agua foi considerada, além da presenga do cofator metélico Zinco
enquanto o receptor foi o0 complexo trimérico da glicoproteina de pico (S) na conformacgéo
fechada (PDB ID: 6VXX) descrita pelo campo de forca Amber ff99SB. O sistema foi
neutralizado mediante a adicdo de ions Na+ e CI- na concentragéo fisiolégica de 0,15M.
A partir da estrutura resultante no equilibrio do complexo proteina-ligante foi realizado o
célculo de trajetorias. Desta forma, as simulacdes foram realizadas na temperatura de
310K com o ensemble NPT no intervalo de aproximadamente 2 pys. Ao longo das analises
RMS foram todas em relacdo ao Ca do complexo proteina-ligante, onde adotou-se o frame
0 como referencial. A estimativa do erro nos valores RMSD, RMSF e ligacdes de Hidrogénio
foi mediante o desvio padrdo das medidas com o decorrer do tempo.

Através desses importantes resultados pudemos estudar mais profundamente
algumas das medicagdes presentes no docking molecular, e assim, validar os resultados.
A andlise de trajetérias e construcdo de graficos foram possiveis com as bibliotecas
MDAnalysis (Michaud-Agrawal et al., 2011) e Matplotlib implementadas na linguagem
de programacao Python 3. O calculo das ligagcdes de Hidrogénio formadas ao longo da
simulacdo foi mediante um plugin presente no software VMD 1.9.4a.51 onde a distancia
doador-aceptor foi de 3,0 A enquanto o angulo de corte foi de 20°.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Estimativa do valor relativo de AG®° mediante docking molecular

Primeiramente devemos destacar que a opcdo pelo estudo de outras vias
de sinalizagdo no docking molecular, € uma consequéncia da escassez de estudos
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computacionais na sinalizagdo do sistema nervoso ou pro-inflamatério referente a
COVID-19. Inicialmente houve uma preocupag¢do com a validagdo dos resultados de
docking, por isso foi importante realizar uma analise adicional via re-docking (ver Figura
2). A partir dos resultados, concluimos que a predi¢cdo do conférmero teve um RMSD, de
fato, inferior a 2A em relacdo ao ligante co-cristalizado, estando, portanto, de acordo com o
valor recomendado na literatura (Bursulaya et al., 2003). A minimizacao de erros no docking
foi pela analise de inumeros receptores e adocao de alta exaustividade para diminuir, na

medida do possivel, o viés.

(@) SARS-CoV-2 Mpro (PDB ID: 6LU7) (o) sIL-6R (PDB ID: IN24) () Sigma-TR (PDB ID: 6DK0)

Ligante: N3 (PJE)

Ligante: NDG Ligante: GKY

RMSD = 19717A RMSD = 0,4368A RMSD = 19737A
(d) SARS-CoV 3CLpro (PDB ID: 1UK4)  (e) Neuropilin-1 (PDB ID: 2QQ) f) Complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J)

Ligante: NAG

Ligante: GOL
Peptideo: Smer

RMSD = 2.2390A RMSD = 0,5921A RMSD = 0,2634A

Figura 2: Resultados do re-docking através da visualizagcdo da sobreposicéo estrutural entre
o conférmero de menor AG® teoricamente obtido via docking e o respectivo ligante co-
cristalizado. Mediante o auxilio da plataforma LS-Align (Hu et al., 2018), obteve-se o valor de
RMSD. A visualizagao gréafica deu-se por meio da versdo académica do software Mercury 4.3.0.

Os resultados do docking foram organizados de forma que os valores médios mais
negativos de ligacdo AG° fossem alocados na parte superior (ver Figura 3), indicando quais
compostos interagem mais espontaneamente com o receptor. A melhor interacdo com os
receptores virais ocorreu com o antiviral ledipasvir, em destaque com a protease 3CLpro,
TMPRSS2 e Neuropilina-1. Dentre 71 medicagbes, apenas um total de 21 atenderam aos
nossos critérios de selecdo (AG° =< -9.0 kcal'mol-1) e assim indicando uma afinidade de

ligacéo expressiva contra as enzimas estudadas.
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Figura 3: Grafico destacando como o valor médio AG° de interagéo varia entre os complexos
ligante-receptor estudados. Observe que os ligantes foram ordenados em ordem decrescente
de afinidade de interacéo (da parte superior a inferior).
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Ligante Mpro Mspi2 3CLpre TMPRS32Z Plpro 52 slIL-6R  PICALM Sigma-1R Meuropilina-1 AG"

Ledipasvir -84 10,7 -M.6 -1,2 -10,7 -85 -8.5 -4 -10,3 -1.3 =103
Ditydroergotamina -8,%  -10.1 -11.8 -10,9 -10.2 -89 -10.2 8.2 -10.8 9.8 -10,2
Paritaprenir -85 -10.6 -121 =114 -10.4 -10,5 8.6 8.6 -10,3 -10 -10,2
Ergotamina L7 <104 14 =109 108 B a1 a8 10,1 8.5 9.9
Elbasvir BT -104 -11.2 -10.5 -1 A4 -8.6 8.9 -8.2 -10,2 -9.8
Ivermecting (bib) -E4 -8,4 =11 =10.8 =112 -8,7 =77 =3,6 =87 =104 3.6
Ivarmactna 23 10,2 -10,8 =10,3 -84 -10.6 -7.8 3,5 -8.3 -89 -8.6
Simepravir -BE 08 -11.2 -1 8,7 -8,3 -8 4.9 9.4 -9.8 9.6
Telmisartan -B7 85 -10 -10.7 -10.1 -B.5 -9 -4 -10 -8 4.5
Irmatinib B8 96 -10,3 -10.8 a7 E] 8.8 4.7 8.3 8.5 -84
Muaxidectin =B,3 =10 =122 A =4 =10 =78 3,4 =85 8.2 =54
Mafsmostate  -75 -85 0.8 -1 -4 -1 8,5 4.5 -11.1 -9.2 4.2
Ivarmecting (b1a) -85 06 -10 -10.1 -1 £5 2.1 -1.8 8.3 -8.4 4.2
Hesperidina -7 104 -10,7 -10,2 4.3 -8.2 -84 1.5 8.6 -85 8.2
Lurasidona 83 52 -10,3 -10,9 -4 -78 8.1 8,9 8.2 -89 8.2
Daclatassir <65 8,1 .87 10,8 A0 B2 8.1 8.3 8.6 Er 8.1
Setrabuvir H1 B5 102 86 5,8 A3 82 87 AR g4 84
Denoprevir <81 BT -10,5 -0 -10.1 -8,1 8.5 -4 -4 3.8 8.1
Theaflavma =81 -0,9 -1.1 =10.1 8.3 L) =T.6 =21 -4.3 -84 -8.1
Montelucaste  -B4 -8 a7 -0 £.9 T4 -8.3 .1 -8.3 -3 8.0
Posaconazoke Ed 02 0.6 =10,2 03 =79 A1 A4 -a.7 8.6 8.0
Talarmgseilling -8 -B5 -1, -89 5.8 -7 9 8.3 4.1 -11.8 -8.7 -8.0
Loprazalam -8 -85 -10,5 =10 56 =ra =rd 4.8 =52 8.2 4.8
Lopinavir 18 B4 -84 a7 £3 1.2 8.4 4.3 -1 -8.1 -8.8
Itraconazole -84 B8 -10,2 -88 8,2 -B3 -7.5 -1.F -8.3 9.6 -8
Apilimode B2 B3 -84 =101 /7 T a1 A4 A9 8,3 a7
Dabigalrn -T2 B4 -84 8.8 8.2 T3 8.8 7.3 -n.7 -89 -8.6
Fosaprepitants -7 8 =8 =10,7 -4 =56 =79 =5,7 =52 =38 =83 -8.6
Doxrubicina =B,2 -B,5 =11l 83 =59 =3,3 =75 7.6 =87 =8.5 =86
Cobicistate £ -B.8 8.7 -10.1 £3 -7 8.2 4.3 1.3 -8.2 -8.5
Losartana 15 -BA 8.6 8.8 -£.5 6.9 8.5 5.2 8.4 -3.8 -84
Rubifecan T4 B4 8.2 -89 8.5 T4 -7.5 8.2 -8.8 -89 -84
Barcitinibe =B,1 -B,3 -8.6 4 5.6 -T.7 =78 L} -8 -8 -d.4
Rermdesivir -38 BT -8.1 -B.5 L 6,9 -8,8 7.8 -8.2 7.6 -A.3
Vitaming D5 6% 81 -TT 53 -1a -£,5 -8,2 B4 -1.7 -3.5 -85
Lapetinibe -8,2 -B.6 -8 -84 BT -T2 6.9 =7.8 -84 -8.1 4.3
Fexofenadna =rd =8 8.3 =81 =5 5,2 =8,8 =38 =38 7.3 -8.2
Deamethasona -7.1 -B.3 -8.7 -87 B -15 2.4 -8 8.8 -3 -8.2
Plarixafor -1 -85 -8.8 -8z B4 - 8.7 -1.5 -8 -8.3 -2
Telaprevir -52 B2 -85 83 &7 6,9 -7.3 8.6 -7.2 -8,5 -8.2
Ceforanida =8 -r9 -8.7 -8,6 =86 £} =87 -4 2.8 =73 -4.2
Drarunavir T8 .79 -8,1 =81 -7.8 3,2 =8,6 =&,5 =7.8 8,2 =8.1
Ritonawir -T2 -BE 0.5 -3 -19 6,8 8.5 -1.2 -1k 8.7 8.1
Camoslale £9 77 -8,3 -8,7 8.2 7.2 B -7 8.5 -8,2 -8.0
Acalabrutinibe  -74  -B5 8.1 ] 8.2 T4 -6.5 1.6 -8.3 -84 -8.0
rina =76 -8,1 -8,5 -8,1 5,2 -7.8 -5,8 7.4 =73 -7.8 -8.0
Ceftolazans -5 -B,7 -8.8 =T 6 5.4 T4 =T 7.3 =8.3 =T -7.8
Fosamprenevir  -75  -F5 -85 -84 -B1 -1 -8.8 -1.2 -7a 16 BT
Azitromicing -1 -B1 -84 -ra -1 -1 -G -4 -1 B BTy
Fluoxedina 62 T -T2 -B8 -15 -5.8 8.1 7.2 21 -8 -T.6
Cloparastina  -6.2 -7 71 -7 16 -8 -8 1.5 - -8 7.5
Ebsalen £8 67 -T.5 A1 1 5,8 =70 7.4 =S4 =69 T4
Smvastating 68 B2 -6 83 -Td 6,8 -6,3 -1 -rz B -7
Limeciciing =1 -ra -8.1 -8,7 =13 =rd -5 5,4 =7.5 6.8 =T
Atorvastatina -T1 T8 -8.7 -9 B 6.8 -6.8 8.6 -7 T4 T4
Mitazoxanida -68% -T.6 -T.6 -T.6 £.9 6.1 1.7 1.2 -3.6 8.8 -1.3
Dextromelorpana 7,1 T, T4 ) 57 5,3 TA T 7.5 6.8 72
Galideshir =T -6,6 =T -8 4.8 4.3 =1.9 =T -7.8 -Fa =T.1
Clernasting 56 =57 -6.8 =] =1.5 =53 E-] =7.B =77 -6.8 =T
Cinanserina 68 69 -T2 -B,1 6.8 -5.9 -8 8,7 -7.a -2 -7
Hidrowgcloroguina 6 6,4 -6,6 -B.1 £.5 -53 1A -7 8.3 T4 -6.0
Calchicing £5 -7 -6.9 -B.8 6.9 H.4 -5.8 81 74 -T -6.6
Cloroguina Bl 6,5 -6,5 -8.2 64 -5,1 -7 T4 -8.1 -fi 8.7
Tenatour £5 -64 T T 5.6 =& =£.8 .3 =7.5 6.7 6.7
Colfosceril -55 0 <61 -G8 6.5 6,2 -5,1 -TA4 6.6 -6.4 -7 6.4
Ribavirina 6,1 <64 -6, -T 6,1 -56 -£,3 6,3 -7 -6,2 -6.4
Firggalimod -52 62 -6 6.5 6.6 46 6.9 -8 -8.3 8.6 -8.3
Urnifenoir 68 68 T3 -7 6.2 -53 -5.2 -8 -8.5 -2 6.3
C=altamivic -£,4 6,1 -6.4 =T 1 5,2 5,3 5,5 3,5 =68 -5.9 -6.2
Favipiravir -57 -5,8 -5.8 -6,1 5.7 -5.5 -5.7 5.9 -6.5 -6.3 -5.8
Captopnl -53 53 -5.4 57 51 =14 -5.5 5.1 -5.4 5.3 -5.3

Tabela 2: Valores relativos de afinidade AG® (kcal-mol') de interagdo com alguns importantes
receptores envolvidos no processo de replicacéo viral e outras vias de sinalizagéo.
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Entre as conclusGes mais inesperadas esta a ivermectina, que provavelmente devido
a sua grande geometria molecular favorece uma maior probabilidade de alguns contatos
polares com receptores diversos, mas também poderia ser inevitavelmente mais suscetivel
a efeitos adversos sob altas concentragdes. Os resultados do docking destacam a grande
probabilidade termodinamica de interacdo entre ivermectina e compostos semelhantes com
as proteinas sIL-6R e PICALM. Além disso, a interacdo com a enzima TMPRSS2 indica
a possibilidade de aumento do pH intracelular, comportando-se de forma semelhante a
classe dos agentes lisosomotrdpicos, dificultando portanto a entrada da glicoproteina Spike
na membrana plasmatica. Embora os resultados in silico sejam muito promissores, fatores
farmacocinéticos limitam a eficdcia em estudos clinicos da ivermectina contra a COVID-19
(Schmith, Zhou e Lohmer, 2020). Curiosamente, a ivermectina € reportada por ser eficaz
contra muitos virus de RNA de fita simples, como Zika, Dengue, febre amarela, Chikungunya
e até mesmo o virus de imunodeficiéncia humana (HIV) (Heidary e Gharebaghi, 2020).

E importante notar que a diminuigdo da proteina ACE2 aumenta a suscetibilidade
patolégica a hipertensao arterial e infarto do miocardio. Portanto, € um possivel efeito
adverso decorrente de medicagdes que interagem notavelmente com este receptor e
quando administradas em altas concentragdes (Wang et al., 2012). O unico farmaco que
interfere na replicacao viral, sem interagir significativamente com o receptor ACE2, foi a
estrutura do danoprevir administrada no tratamento do HCV.

O dabigatrano apresentou comportamento inesperado com o Sigma-1R, com
energia livre de interagdo de -11,5 kcal-mol-1, possivelmente devido ao grande namero
de ligacoes de Hidrogénio provenientes de seus grupos carboxila e amina. Contudo esse
comportamento ndo € verificado com os outros receptores e proteases. O medicamento
montelucaste administrado a pacientes afetados por varias condi¢ées de asma, mostrou uma
interacdo significativa com slIL-6R, reforcando que o mecanismo em doencas respiratorias
pode ser minimizar o processo hiperinflamatoério. No entanto a interagdo com os receptores
virais foi um pouco menos expressiva. Com base nos resultados de docking, parece que os
medicamentos para doengas aparentemente sem qualquer correlagdo entre si tém valores
AG° semelhantes e, portanto, tendo interagdes significativas com os receptores do SARS-
CoV-2. E digno de nota que medicamentos diferentes, com diferentes fung¢des, estruturas
e finalidades, tém mostrado grande afinidade com as varias biomoléculas que poderiam
afetar significativamente o virus. Contudo, muitos medicamentos também apresentaram
valores AG® abaixo da média dos melhores resultados obtidos. Espera-se que algum
padrao, seja estrutural ou funcional, se torne perceptivel a medida que mais farmacos séo
testados. As aminoquinolinas cloroquina e a hidroxicloroquina indicaram baixa afinidade de
interacdo seja na sinalizagéo viral ou pré-inflamatéria apresentando AG® = -6.9 kcal-mol' e
-6,7 kcal‘mol”, respectivamente.

E importante destacar o papel dos anticoagulantes na modulagdo dos receptores

virais, como o ligante nafamostate, apresentando interagao significativa com os receptores
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Sigma-1 com -11,1 kcal-mol, e valor médio quando analisado todos os receptores de -9,3
kcal-mol”, que pode ser um substituto eficaz da heparina ou mesmo administrado como
adjuvante. Além disso, os resultados corroboram os estudos in vitro (Hoffmann et al., 2020)
no que diz respeito a sua capacidade de minimizar a ativagéo do virus SARS-CoV-2, além
de possuir um maior potencial de modulacdo em relagcdo ao mesilato de camostate. Os
dois medicamentos administrados para tratar o HCV (virus da Hepatite-C), ledipasvir e
daclatasvir, foram teoricamente extremamente promissores tanto com receptores virais
quanto a citocina pré-inflamatéria sIL-6R, com valores médios de -10,2 e -9,1 kcal-mol,
respectivamente.

O complexo ledipasvir com a proteina slIL-6R resultou em intera¢cdes notaveis, de
modo que houveram 3 interacdes carbonila, um total de 17 ligagdes de hidrogénio, 141
contatos hidrofébicos, e a formacgéo de 4 interacbes idnicas além de um total de 5 contatos
aromaticos no complexo. Isso portanto reflete diretamente na energia livre de interagdo que
foi notavel em comparacgéo a todas as medicagdes analisadas. Apesar de tudo, embora o
composto ledipasvir obtido por abordagens in silico seja teoricamente eficaz na modulagéo
dos receptores SARS-CoV-2 além da via pré-inflamatéria, estudos pré-clinicos e clinicos
ainda seriam essenciais.

O paritaprevir apresentou significativa afinidade de ligagdo com o SARS-CoV-2
Mpro e o SARS-CoV-2 3CLpro, principalmente devido a combinacéo de dois fatores: a)
a interagéo via ligacdo de hidrogénio com o residuo de treonina (Thr199A e Thr169A);
b) grande interacdo hidrofébica com a cadeia aliciclica do farmaco. Comportamento
semelhante é verificado com o receptor Nsp12 RNA polimerase (veja a Figura 4). Os
resultados parecem sugerir que os medicamentos de maior afinidade sdo aqueles com
significativas liga¢des de Hidrogénio e portanto com um grande namero de interacdes nédo-
covalentes.

Inesperadamente mesmo farmacos estruturalmente diversos e distintos em varios
aspectos, a interagdo com o respectivo sitio de ligagdo de cada receptor mostrou-se
notavel, permitindo-nos concluir que potenciais farmacos de reposicionamento, a priori,
ndo necessariamente possuem radicais ou grupos funcionais em comum. Ainda que as
simulagdes de docking tenham suas limitagdes, constituem uma abordagem imprescindivel
quando se pretende analisar muitos ligantes e receptores. Desta forma, a partir dos
resultados de docking poderiamos entdo priorizar determinados medicamentos para

estudos mais aprofundados in silico ou mesmo ensaios experimentais.
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Q) Simeprevir

Figura 4: Diagramas 2D de interagdo de aminoacidos com os medicamentos simepreuvir,
paritaprevir, remdesivir e ledipasvir. Todos os diagramas foram criados usando a ferramenta
ProteinPlus (Stierand, MaaB e Rarey, 2006). As linhas tracejadas em preto representam
interacdes nao-covalentes (ligagdes de Hidrogénio ou metélicas). As linhas ndo-tracejadas e
que estao em verde correspondem a contatos hidrofobicos. Por fim, as linhas tracejadas em
verde referem-se a interagdes mediante empilhamento -
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3.2 Predicao da especificidade de interacao

Por fim, ao analisar os compostos com maior pontuacdo média de energia livre,
percebemos que alguns podem ser classificados como “frequent hitters” ou falso-positivos,
pois interagem com diversos receptores (ver Tabela 3) além de apresentarem alta
probabilidade de inespecificidade (ver Tabela 4). Segundo os desenvolvedores da plataforma
Hit Dexter 2.0 (Stork et al., 2019), as predic¢des via redes neurais do grau de especificidade
podem ajudar na deciséo e na prioridade dos experimentos, mas nao podemos considerar
estritamente os resultados. Devido a incidéncia de falso-positivos propomos comparar os
12 (doze) compostos com as pontuagdes mais altas contra um receptor ndo diretamente
correlacionado a replicacao viral, o receptor de recaptacéo de serotonina 5-HT1B (PDB
ID: 41AQ) e o receptor de glutamato GluR2 (PDB ID: 5H8S). A partir destes resultados
percebe-se ser contraditério de que a ivermectina pudesse ser administrada em pacientes
acometidos pelo transtorno depressivo ou de ansiedade generalizada apenas porque
a afinidade com receptores do CNC foram expressivas. Por isso estudos in silico mais
profundos sdo extremamente importantes, além de ensaios experimentais para validar as
conclusoes.

O ledipasvir apresentou uma probabilidade percentual de especificidade de 79%,
sendo portanto uma medicagcdo bem mais seletiva que a dihidroergotamina mesmo com
valores de energia livre semelhantes. A ivermectina embora tenha apresentado resultados
promissores no docking, foi classificada como falso-positivo em decorréncia da expressiva
inespecificidade de 93%.

Portanto, a incidéncia de falso-positivos € uma das limitagbes mais frequentes
em simulacdes de docking. Desta forma, para minimizar falhas o ideal seria a validacéo
mediante dindmica molecular ou a futura realizacdo de ensaios enzimaticos in vitro para
diferentes sinalizagdes do virus, seja para receptores pré-inflamatérios ou mesmo no CNC.
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Ligante Receptor 5-HT1e Receptor GIuR2 AG®

Ledipasvir -11.,4 -11,56 -11,5
Dihidroergotamina -10,8 -10,5 -10,6
Paritaprevir -11,5 -12,2 -11,8
Ergotamina -10,1 -10,3 -10,2
Elbasvir -9,9 -9,2 -9,5
Ivermectina (b1b) 9,3 -11,1 -10,2
Ivermectina 95 -11,4 -10,4
Simeprevir -11,7 -104 -11,0
Telmisartan -12,2 -9,2 -10,7
Imatinibe -121 -9,8 -10,9
Moxidectin -1 -9,7 -10,3
Nafamostat -10,3 -8,5 9.4
Ivermectina (b1a) 9.8 -11 -10,4
Hesperidina -10,4 -9,3 -9,8
Lurasidone -11,4 -10,2 -9,1
Daclatasvir -10,2 -9.4 -9.8
Setrobuvir -10.7 -10,6 9,6
Danoprevir -8.6 -8,6 -8,9
Teaflavina -10.9 -10,9 -9.6
Montelucaste -11,2 -8,3 97
Posaconazole -8.9 -94 -9.2
Talampicilina 9.9 -9,9 -8,9

Tabela 3: Resultados de docking em kcal-mol* para os farmacos de baixa especificidade na
interagdo com receptores nao diretamente correlacionados a replicagao viral.

Ligante PSA CDRA Massa molar clogP pKa Violagoes
(g'mol™) RO5

Ledipasvir 0,21 0,2 889 6,39 5,29 2
Dihydroergotamina 1 1 583,68 2,08 8,39 1
Paritaprevir 0,24 0,14 765,88 3,15 2,64 2
Ergotamina 0,91 0,72 581,66 2,27 7,78 1
Elbasvir 0,15 0,19 882,02 5,43 6,06 2
Ivermectina 0,93 0,38 1737,16 6,63 -3,4 3
Simeprevir 0,2 0,2 749,94 4,28 1,61 2
Telmisartan 0,15 0,14 514,62 5,98 6,13 2
Imatinibe 0,21 1 493,6 3,38 8,27 0
Moxidectin 0,33 0,42 639,82 4,95 2,81 1
Nafamostat 0,27 0,46 347,37 2,1 11,32 0
Hesperidina 0 0 610,56 -1,06 -3,6 3
Lurasidona 0,24 0,22 492,68 413 8,5 0
Daclatasvir 0,13 0,16 738,87 414 6,09 2
Setrobuvir 0,17 0,14 560,62 2,22 0,69 1
Danoprevir 0,21 0,25 731,83 2,7 -3,5 2
Montelukast 1 1 586,18 7.2 3,12 2
Posaconazole 0,19 0,29 700,78 4,36 3,93 2
Talampicilina 0,18 0,13 481,52 2,04 7,23 0

Tabela 4: Resultados da predicdo de probabilidade de um ligante ser classificado como
“frequent hitter”. Foram adotadas as duas abordagens de aprendizado de maquina disponiveis
na plataforma Hit Dexter 2.0 (Stork et al., 2019) sendo treinado com PSA (ensaios de triagem
primaria) e CDRA (ensaios de dose-resposta confirmatorios) no calculo preditivo para
altamente falso-positivos. Todas as previsdes de parametros fisico-quimicos e violages do
filtro de Lipinski foram feitas usando a plataforma SwissADME (Daina, Michielin e Zoete, 2017).
Os valores do pK, sob condigGes alcalinas foram obtidos na base de dados DrugBank mediante
predicéo no plugin MarvinSketch.
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3.3 Dinamica molecular proteina-ligante

A anélise RMS baseada em dados publicos é encontrada em (veja Figura 5) onde
estudou-se o complexo de 8 (oito) medicamentos com a glicoproteina Spike. As trajetérias
resultantes do MD sdo muito sensiveis a qualquer ruido numérico em comparagado com
outros métodos computacionais menos complexos. Desta forma, maiores intervalos
de tempo garantem uma maior probabilidade de convergéncia e menores disparidades
entre duas simulagdes realizadas nas mesmas condi¢des. Portanto, foi muito importante
complementar os resultados de docking com simulagbes em cerca de 2 us, o suficiente

para minimizar conclusbes enviesadas.

Estudo da estabilidade via RMSF do dihidroergotamina em complexo com a proteina Spike

RMSD (4)
Ca RMSF (A)

c

—— Estudo da estabilidade via RMSD do complexo dinidroergotamina e proteina Spike

ia RMSF o telaprevir em complexo com a proteina Spike:

Ca RMSD (A)
Ca RMSF ()

Ca RMSD (A)
Ca RMSF (A)

Figura 5: Simulagdes em cerca de 2 pys com os medicamentos dihidroergotamina, telaprevir e
ritonavir. E apresentado as analises RMS em relacdo ao Ca do complexo proteina-ligante.

Primeiramente deve-se notar que a flexibilidade estrutural no receptor pode
contribuir tanto para o aumento da afinidade com o ligante quanto pelo contrario. Isso vai
depender se as moléculas do ligante sdo altamente rigidas, onde o aumento da flutuagéo
estrutural reduzira criticamente a afinidade pelo medicamento. Em contraste, havera um
comportamento oposto para moléculas mais flexiveis, onde o aumento da mobilidade no
receptor tornaria a afinidade de ligacdo ainda maior (Forrey, Douglas e Gilson, 2012).
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Consequentemente maiores flutuagbes sdo uma indicagdo de mudangas conformacionais
mais significativas e, portanto, quando se tem ligantes com poucos graus de liberdade
rotacional a afinidade AG° tende a diminuir.

O farmaco dihidroergotamina apresentou picos de flutuagdo em torno de 14A, mas
pela baixa flexibilidade da medicacdo a afinidade com a Spike poderia ser prejudicada.
Quando analisado a média de estabilidade percebe-se ser 0 medicamento que acarretou a
menor mobilidade dentre todos na proteina Spike e, portanto, corroborando os resultados
de docking referente a expressiva atividade modulatoria contra o virus. Em outras palavras,
neste caso a maior afinidade de interacéo refletiu em maiores instabilidades da proteina
Spike observados pela dinamica molecular.

Uma concluséo notavel é o potencial de modulacdo do medicamento telaprevir e por
conta da grande flexibilidade, os significativos picos de flutuacdes atémicas em cerca de 20A
expressam uma afinidade de interacdo notavel com a proteina Spike. Quanto aos valores
médios, expressou a segunda maior média RMSD dentre os analisados o que também
corrobora os resultados de docking. Resultados semelhantes referem-se ao ritonavir com
picos de flutuagbes em aproximadamente 14A, que expressou uma das maiores médias
RMSD dentre os analisados. A alta flexibilidade do ritonavir esteve em consonancia com a
significativa instabilidade na proteina Spike. Por outro lado, as flutuacdes RMSF nédo foram
expressivas e muito se assemelham a medicamentos com resultados também préximos no
docking tais como telaprevir e darunavir.

Enquanto isso o antiparasitario nitazoxanida gerou picos de flutuagdes relativamente
altos em torno de 10A. Ainda que a média RMS se assemelhe a medicagdes mais
promissoras conforme o docking, para este caso onde o ligante é pouco flexivel uma alta
flutuacao de pico € um importante indicio de que a modulagéo do receptor viral ndo foi téao
expressiva comparada as demais medicagdes.

O medicamento atorvastatina por ser mais flexivel sua afinidade pode ter sofrido
uma diminuicdo por conta de menores picos de flutuagdes em cerca de 10A. Desta
forma, o resultado nao significativo no docking e muito semelhante ao nitazoxanida
refletiu diretamente em flutuacdes pouco expressivas nesta medicag¢do. Por sua vez, o
medicamento captopril seria recomendado menores picos de flutuagdes pois possui
apenas 3 ligagbes rotacionaveis, mas a mobilidade foi relativamente alta com picos
RMSF proximos de 12A diminuindo, portanto, a afinidade com o receptor. Embora tenha
apresentado um dos resultados menos promissores no docking, quando analisado as
flutuacbes médias a diferenca néo foi tdo expressiva comparada a outras medicagoes.
Consequentemente a explicacdo é a ndo conformidade entre o baixo nimero de ligagdes
rotacionaveis enquanto houveram flutuagdes relativamente altas na proteina Spike. A
mesma observagao refere-se ao tenofovir com picos de flutuagées em cerca de 10A. A
maior estabilidade média RMSD e RMSF dentre todos é um indicio de razoavel interacao
com a proteina Spike em consequéncia da flexibilidade mediana do ligante, onde se espera
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maior instabilidade no receptor. De qualquer modo a afinidade estimada pelo docking
expressou uma meédia inferior a diversas medicacgdes, e cuja dindmica molecular refletiu
parcialmente este resultado provavelmente pela consideracdo implicita das moléculas de
agua. O medicamento darunavir por sua vez, por ser altamente flexivel apresentou um pico
de flutuacao préximo de 14A, o que é um resultado promissor pelo alto grau de liberdade
rotacional. Contudo, o valor médio RMSF esteve entre os menores encontrados, sendo um
indicio de que apenas regides muito especificas da proteina Spike sofreram expressivas
alteracbes conformacionais.

No ambito das ligacdes de Hidrogénio ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas dentre as medicagcbes analisadas. Apesar de tudo € importate notar que a
desconsideracdo das moléculas de agua pode ter contribuido para que as ligagbes de
Hidrogénio formadas entre as medicac¢des ndo apresentassem diferencas notaveis entre si.

Medicamento RMSD médio RMSF médio Ligacdes de Ligacoes
Hidrogénio rotacionaveis

Nitazoxanida (3,532 + 0,407) A (2,112 £ 1,244) A 206 £ 11 4
Telaprevir (3,829 + 0,430) A (2,314 +1,923) A 207 + 12 14
Dihidroergotamina (4,667 + 1,331) A (2,631 + 1,780) A 205+ 12 4
Atorvastatina (3,211 £ 0,523) A (1,804 + 1,226) A 210+ 12 12
Captopril (3,480 £ 0,595) A (1,767 + 1,408) A 209 +£12 3
Tenofovir (3,120 £ 0,412) A (1,726 £ 1,298) A 205+£12 5
Darunavir (3,141 £ 0,536) A (1,725+ 1,391) A 213 £12 13
Ritonavir (5,770 £ 1,095) A (2,045 + 1,998) A 204 £12 18

Tabela 5: Valores médios das flutuagbes RMSD e RMSF do complexo entre as medicagdes
simuladas e a proteina Spike na conformagéao fechada (PDB ID: 6VXX) em relagéo ao Ca.

Por fim, devemos notar que os resultados de qualquer simulagdo computacional
devem ser sempre vistos com a perspectiva de que a melhoria dos campos de forca
e algoritmos é continua e, portanto, esses resultados sé@o provisorios até que haja
corroboracéo por estudos tedricos mais aprofundados ou mediante técnicas experimentais.

41 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que em termos de energia livre média os medicamentos
ledipasvir, simeprevir e paritaprevir estiveram entre as principais moléculas de
reposicionamento. Embora a estrutura da ivermectina tenha apresentado resultados
promissores, sua probabilidade de inespecificidade foi praticamente total levando a
respostas inconclusivas sobre a acao farmacoldgica. O farmaco nitazoxanida pela baixa
liberdade rotacional induziu flutuagdes médias RMSD e RMSF na proteina Spike acima do
esperado, o que, portanto, corrobora os resultados pouco promissores obtidos no docking

molecular.
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Apesar da citocina pro-inflamatéria sIL-6R ter um papel muito consolidado na
progressdo da COVID-19, assim como os receptores no sistema neurolégico Sigma-1R
e NRP-1, os estudos computacionais ainda sdo escassos. Desta forma, percebemos
que a maioria das estruturas com notavel interacdo com os receptores virais também
formaram interacéo significativa com receptores do sistema neuroinflamatério. Por fim,
devemos destacar que a forma mais segura de erradicar surtos de coronavirus € com a
administracao de vacinas criadas especificamente para este fim. No entanto, os resultados
desta pesquisa constituem acréscimos que podem vir a ser importantes no contexto de

uma préxima pandemia de coronavirus, que porventura venha a surgir.
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