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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 Ldcia 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

Em de dezembro de 2019 na cidade chinesa de Wuhan foram relatados os primeiros
casos de uma pneumonia de rapido contagio até entdo desconhecida. Desde as primeiras
publicacbes acerca desta descoberta, os numeros gerais de infeccdo e mortalidade
causadas pelo novo coronavirus sao alarmantes e, atualmente, continuam crescendo em
niveis preocupantes nos paises que apresentam lentiddo nas campanhas de imunizacéo.
Ainda que este aumento tenha sua variabilidade a depender da localidade, a rapida
disseminacgéao a nivel mundial e a grande subnotificacédo existente em muitos paises fazem
com que os cursos desta pandemia ainda sejam imprevisiveis.

Pensando neste cenéario, a Atena Editora convida seus leitores a estudar a terceira
obra da série “Agbes e Experiéncias para o Enfrentamento da Pandemia de COVID-19”.
Para este e-book foram revisados e selecionados 56 artigos técnicos e cientificos que estao
dispostos em dois volumes: o primeiro aborda os aspectos patolégicos dentre a prevengéo
e a profilaxia em nivel individual e coletivo além das implicagbes no contexto do manejo
hospitalar da doenga e, no segundo volume, encontram-se discussdes acerca dos impactos
biopsicossociais causados tanto pela COVID-19 como pelas circunstancias que permeiam
o estado pandémico como o isolamento social, os efeitos econdmicos e politicos da crise
bem como pormenores da gestédo da seguranca e vigilancia epidemiolégica nacional.

E nosso desejo que esta obra possa contribuir de modo responsavel para o
processo disseminatério das informagdes corretas e relevantes do panorama atualizado da
pandemia no Brasil e no mundo, bem como que possa continuar incentivando a producéo
cientifica sobre o tema. De modo especial, prestamos agradecimentos aos pesquisadores
e profissionais de saude que possibilitaram a criagdo deste e-book. Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: As opgoes terapéuticas em resposta
ao surgimento da COVID-19 s&o urgentemente
necessarias. Neste trabalho, seréo apresentadas
metodologias de analise e planejamento de
novos farmacos para doengas virais, em especial
para infecgdes causadas por SARS-CoV-2,
através de técnicas de analise fisico-quimica
tedricas e experimentais. Serdo abordadas a
otimizacao de candidatos a farmacos através de
dados calorimétricos e técnicas computacionais.
As caracteristicas termodinamicas da interacédo
entre um ligante e o receptor biolégico revelam
as contribuicbes entalpica e entropica da
variacdo da energia de Gibbs do processo de
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interacé@o e trazem luz sobre a natureza da forca
motriz responséavel pela formagao do complexo.
Métodos computacionais de analise podem
prever caracteristicas estéricas e eletrGnicas
na formacdo de complexos biologicos e séo
usados no desenvolvimento de novos farmacos.
Este trabalho discute aspectos conceituais e
resultados de pesquisas desenvolvidas com o
novo virus SARS-CoV-2 em termos de estrutura
e analise termodinamica.

Palavras - chave: SARS-CoV-2, otimizagao
entalpica, modelagem molecular, alvo
terapéutico, calorimetria.

ABSTRACT: Therapeutic options in response
to the emergence of COVID-19 are urgently
needed. In this work, theoretical and experimental
physical-chemical methodologies for analysis
and planning of new drugs for viral diseases will
be presented, especially for infections caused
by SARS-CoV-2. Enthalpic optimization of
drug candidates through calorimetric data and
computational techniques will be addressed. The
thermodynamic profile of an interaction between
a ligand and a biological receptor reveal the
enthalpic and entropic contributions of the Gibbs
energy change and shed light on the nature of
the driving force responsible for the complex
formation. Computational methods of analysis
can predict steric and electronic aspects of a
biological complex formation, improving the
development of new drugs. This work discusses
conceptual aspects and research developments
with the new SARS-CoV-2 virus in terms of
structure and thermodynamics analysis.

KEYWORDS: SARS-CoV-2, enthalpic
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optimization, molecular modeling, therapeutic target, calorimetry.

INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, a ocorréncia de um surto de pneumonia em Wuhan,
provincia de Hubei, na China, foi notificada a Organizagdo Mundial da Saude (OMS).
Em pouco tempo, descobriu-se tratar de uma infec¢do causada por um novo coronavirus
capaz de infectar humanos'. O novo virus foi nomeado como novo coronavirus de 2019
(2019-nCov) por pesquisadores chineses. O Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) nomeou o virus como SARS-CoV-2 e a doengca como COVID-192. No Brasil, o
primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 26 de fevereiro de 2020. A COVID-19 € uma
infeccdo altamente transmissivel e patogénica e representa hoje um desafio para a salde
global com drasticas consequéncias socioeconémicas pela morte de milhdes de pessoas
(2.767.272 em 26/03/2021 02:27 GMT, [https://www.worldometers.info/coronavirus/]),
perda de trabalho e auséncia escolar, perdas de produtividade e sobrecarga da capacidade
hospitalar. Sua manifestagé@o clinica varia de assintomatica a doenca autolimitada leve,
pneumonia progressiva, comprometimento respiratério, faléncia multipla de 6rgaos e morte.
Estudos recentes mostram que, além de danos virais diretos, um processo inflamatorio
descontrolado contribui para a gravidade da doenca. Evidéncias clinicas indicam que ha
envolvimento de uma grande variedade de citocinas e a situacao € agravada pela liberagédo
excessiva de citocinas proé-inflamatérias incluindo Interleucina (IL)-1, IL-6, IL-12, Interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) direcionada principalmente para o
tecido pulmonar?.

A familia Coronaviridae, a qual pertence o SARS-CoV-2, é dividida em quatro
subfamilias sendo alfa, beta, gama e delta-coronavirus. O SARS-CoV-2, um beta-
coronavirus, € um dos sete coronavirus conhecidos por infectar humanos. Os outros seis
sdo HCoV-229E (alfa-coronavirus), HCoV-NL63 (alfa-coronavirus), HCoV-OC43 (beta-
coronavirus), SARS-CoV-1 (beta-coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda
grave ou SARS), HCoV-HKU1 (beta-coronavirus descoberto em 2005) e o MERS-CoV
(beta-coronavirus causador da sindrome respiratoria do Oriente Médio ou MERS que
surgiu em 2012)%. As subfamilias alfa e beta estéo relacionadas aos mamiferos, morcegos,
em especial, enquanto gama e delta tém origem especifica em porcos e passaros. Em
humanos, os beta-coronavirus estdo associados a quadros sintomaticos graves, enquanto
os alfa-coronavirus causam quadros leves ou assintomaticos®.

O antiviral Veklury (remdesivir) foi aprovado em 22/10/2020 pela agéncia
reguladora americana FDA (Food and Drug Administration) e pela Anvisa no Brasil em
12/03/2021 como o primeiro medicamento para o tratamento da COVID-19, contudo, sua
eficacia permanece controversa® ’. Por exemplo, n@o foi possivel associar uma melhora

clinica estatisticamente significativa em 158 pacientes tratados com Remdesivir em um
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estudo multicéntrico randomizado, duplo-cego, controlado, realizado com 237 pacientes
internados com COVID-198. Neste sentido, é urgente o estudo de novos medicamentos
no tratamento da COVID-19. Pesquisas envolvendo a criagcdo de novos farmacos estéo,
intimamente, relacionadas com técnicas de analise fisico-quimica teéricas e experimentais.
Em sistemas biol6gicos, o reconhecimento molecular entre um ligante e seu receptor
depende da complementaridade de suas estruturas quimicas (complementaridade estérica)
e da existéncia de interagbes intermoleculares especificas. Esta interacdo especifica
desempenha papel essencial na atividade farmacoldgica de uma substancia®. Modelos da
protease principal (Mpro) do SARS-CoV-2, denominada também 3CLpro (“3C-like”), foram
usados para testar possiveis inibidores como mostrado na Figura 1.

Proteina Principal do Sars Cov (3CLpro)

Figura 1: Protease principal do SARS-CoV-2, denominada 3CLpro, complexada com o inibidor
telaprevir (PDB 6ZRT, resolugéo: 2,10).

O ciclo do SARS-CoV-2 na célula hospedeira instaura-se mediante ligacdo entre a
proteina S do virus e a enzima conversora da angiotensina 2 (ACE2, do inglés Angiotensin-
Converting Enzyme 2) presente em células da mucosa do epitélio respiratério superior
entre outros tecidos. A proteina S é formada pelas subunidades S1 e S2, e é revestida por
polissacarideos que tem a fungéo de camuflar o virus e facilitar a sua evasao do sistema
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imunolégico. O processo de penetragdo do virus na célula precisa, contudo, ser iniciado por
proteases celulares, e requer a clivagem da proteina S nos sitios de ativacdo S1/S2 e S2’,
0 que permite a fus@o da membrana do virus com a membrana celular®. At¢ o momento,
duas proteases foram identificadas como responsaveis por romper os sitios de ativacéo
na proteina S do virus SARS-CoV-2, a serino protease transmembrana tipo Il (TMPRSS2)
e a furina. A furina rompe o sitio de ativacdo S1/S2 enquanto a TMPRSS2 rompe o sitio
S2’. Depois do reconhecimento, o envelope viral funde-se a membrana citoplasmatica
do hospedeiro, permitindo a entrada dele no citosol da célula. Processos de infeccéo
através de endocitose pela célula-alvo, como ocorre com o virus SARS-CoV, também séo
descritos na literatura' . Deste modo, tanto a proteina S, quanto ACE2, TMPRSS2 e
furina constituem-se alvos farmacologicos importantes no estudo da inibicdo do processo
de infecgdo por SARS-CoV-28.

Estudos recentes, por sua vez, mostram que uma outra proteina, o receptor de
neuropilina-1 (NRP1) facilita a entrada do SARS-CoV-2 nas células. A proteina NRP1 é
um receptor secundario que também interage com a proteina S e auxilia o coronavirus a
se ligar e infectar as células. Detalhes desta interagdo podem ser visualizados através de
uma demonstracao em video realizada pela Universidade de Bristol (https://www.youtube.
com/watch?v=9JxnRJINn-0). Um estudo de Daly e colaboradores (2020) mostraram que o
bloqueio da regido de interacéo entre a NRP1 e a subunidade S1 da proteina S do SARS-
CoV-2 por um anticorpo ou inibidor (molécula chamada EG00229) diminui a infec¢éo viral
em cultura de células™ '®. O receptor NRP1 torna-se, deste modo, um alvo terapéutico
promissor no planejamento de novos farmacos contra infec¢goes por SARS-CoV-28.

A inibicéo de outras proteinas essenciais para a replicagdo do virus SARS-CoV-2,
como RdRp (RNA polimerase dependente de RNA), 3CLpro (ou Mpro) e PLpro (“papain-
like”) também estdo sendo estudadas como alvos terapéuticos'. Como anélogo de
nucleosideo, o0 Remdesivir atua como um inibidor de RdRp. 3CLpro e PLpro sédo proteases
que processam (digerem) as poliproteinas (ppla e pplab) geradas pela tradugédo do
material genético (RNA) viral e produzem 16 proteinas ndo estruturais ativas. Essas
proteinas néo estruturais séo criticas para a replicacao e transcri¢ao viral. Neste trabalho,
serdo apresentadas metodologias de analise e planejamento de novos farmacos para
doencas virais, com destaque para COVID-19. Farmaco € o componente principal de uma
formulagéo empregada como medicamento que apresenta caracteristicas toxicologicas;
de poténcia, afinidade e seletividade (farmacodinamicas) e de administragéo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo (farmacocinéticas) que lhe garantem seguranca e eficicia no

tratamento de uma doenca especifica.
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ASPECTOS FUIA\IDAMENTAIS DA LIGA(;AO ENTRE FARMACOS E SEUS
ALVOS TERAPEUTICOS

Entender os aspectos estereoquimicos, cinéticos e termodindmicos da relacdo
entre a estrutura quimica da molécula de um farmaco e sua atividade bioldgica e,
certamente, um dos maiores desafios na formacdo de profissionais que irdo atuar na
pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos na indlstria farmacéutica. Muitos
medicamentos interagem com alvos macromoleculares especificos chamados receptores
que estao localizados no interior da célula (receptores citoplasmaticos) ou na sua superficie
(receptores de membrana). Os medicamentos capazes de se ligar ao receptor e imitar
os efeitos do ligante endégeno sdo chamados de agonistas, enquanto aqueles que se
ligam sem produzir nenhum efeito intrinseco sdo chamados de antagonistas (eles apenas
previnem o efeito dos agonistas)'®. Neste aspecto, a “afinidade” de uma molécula é definida
como sua capacidade de se ligar seletivamente a um determinado receptor e sua magnitude
¢é determinada pelo valor da constante de equilibrio (K') do processo de associa¢éo de um
determinado ligante (/.) ao seu receptor (R), L + R 2 LR. O termo coloquial “afinidade”
é frequentemente usado de forma intercambiavel com X ; entretanto, a definicdo quimica
de afinidade tem outro significado 4 = ~ (Z—z)n;s. A proposito da pitoresca histéria do termo
afinidade, consultar os trabalhos de Eddy (2004) e Chagas (1999)'"'8. Utiliza-se também,

com frequéncia, a constante de dissociacdo, A, , como parametro para medir a magnitude

D’
da interagéo de um ligante ao receptor. Neste caso, porém, como K, € igual ao inverso de
K, (Kp = K—TA), quanto menor a constante de dissocia¢ao, maior a “afinidade” entre o ligante
e o receptor. Uma vez que a unidade de medidade A, é '"TO’ um ligante com uma constante
de dissociacao nanomolar (nM) se liga mais fortemente a um receptor especifico do que um
ligante com uma constante de dissociagdo micromolar (#M)'. Notadamente, um complexo
proteico com alta afinidade é o formado pela proteina inibidora da ribonuclease (RI) que se

liga a membros da superfamilia da ribonuclease pancreética bovina (RNase A) com K, na
— 15 mol

20
L)'

ordem de femtomolar (K, = 10

A compreenséo da formacdo do complexo ligante-receptor exige o relacionamento
de suas caracteristicas estruturais com os parametros termodinamicos relacionados a
sua formagédo?'- 2. Bancos de dados disponiveis gratuitamente como o Protein Data Bank
(PDB), contendo estruturas moleculares de alta resolugéo, tém permitido a descricao
precisa da orientagdo dos grupos quimicos responsaveis pela interagdo entre um ligante e
seu receptor além da natureza destas interagdes. Estes dados, embora estéaticos, permitem
compreender detalhadamente o modo como um ligante e um receptor interagem, contudo,
nao permitem compreender as causas desta interacédo. Isso significa que é necessario
encontrar maneiras de racionalizar a estrutura em termos energéticos no processo de
formacéo do complexo ligante-receptor?'. Através dos valores de A, muitos valores da
energia de Gibbs do equilibrio de formagéo do complexo biolégico ligante-receptor estéo
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disponiveis, uma vez que AG =—RT In K,. A energia de Gibbs exerce um papel central na
discussdo da energia dos sistemas bioldgicos e relaciona-se com a espontaneidade dos
processos de formacao de complexos moleculares. Em uma transformacao espontanea, a
temperatura e pressao constantes, a energia de Gibbs diminui. Apesar do Unico critério de
transformagédo espontanea ser o aumento da entropia total, isto €, da soma da entropia do
sistema mais a entropia das vizinhangas; a energia de Gibbs apresenta a peculiaridade de
expressar esta variagdo em termos somente das propriedades do sistema?“.

No mais, aenergiade Gibbs pode seranalisada pela magnitude dos seus componentes
entalpico (4H) e entropico (45) através da equacdo 4G =AH —TAS. Os valores de
entalpia podem ser determinados diretamente por calorimetria ou indiretamente a partir da
dependéncia da constante de equilibrio de associa¢é@o (K ,) com a temperatura absoluta

(7, medida em Kelvin) através da relagdo de van’t Hoff (H,, = w(a;’é‘)f‘))%. Apesar de sua
notavel importancia fisica, relativamente poucos valores dos componentes termodinamicos
AH e AS s3o conhecidos para complexos ligante-receptor. Visando reunir e apresentar
adequadamente estes parametros termodinamicos de ligagéo, foi criada a base de dados
SCORPIO (http://scorpio2.biophysics.ismb.lon.ac.uk) a partir de medidas de calorimetria de
titulacao isotérmica (ITC)?2. O objetivo deste banco de dados é oferecer acesso a conjuntos
completos de dados termodinamicos para complexos proteina-ligante que tiveram suas
estruturas quimicas resolvidas. A plataforma SCORPIO fornece os principais parametros

termodinamicos de ligagcéo, a saber, K ,, a energia de Gibb e suas componentes entalpica

D’
e entrdpica e, em alguns casos, a variagdo da capacidade calorifica a pressdo constante

dAH

meio aquoso, a variagdo da capacidade calorifica envolvida na formacao de um complexo

(4C,). AC, quantifica o efeito da temperatura sobre a variagdo de entalpia (4C,

ligante-receptor tem sido relacionada a mudanca na extenséo da hidratacéo de superficies
moleculares polares e ndo-polares®. O contato do ligante com o receptor na formacao
do complexo desaloja moléculas de agua na superficie da interagdo. A medida que as
moléculas hidratadas do ligante e do receptor se aproximam, as moléculas de agua no
espaco intermediario precisam ser deslocadas para que as interacbes quimicas entre o
ligante e o receptor sejam plenamente estabelecidas. As moléculas de agua que ocupam
regides hidrofilicas tendem a estar fortemente ligadas, pois fazem ligagées de hidrogénio
com grupos quimicos polares ou eletricamente carregados como grupos carboxilatos.
Ja as cavidades hidrofébicas de macromoléculas tendem a conter moléculas de agua
com menores energias coesivas uma vez que uma fracéo das possibilidades de ligacéo
de hidrogénio é perdida perto de uma superficie hidrofébica estendida. Neste caso, as
moléculas de agua tém normalmente trés ou menos ligacbes de hidrogénio, enquanto a
maioria das moléculas de agua no interior do meio aquoso participam de quatro ligacoes.
Como resultado, moléculas de agua préximas de superficies hidrofébicas estendidas
tendem a se afastar e formar uma estrutura em torno dela semelhante aquela existente no
estado liquido-vapor?” 2.
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O processo de ligacdo na formacdo do complexo ligante-receptor pode, desta
maneira, ser descrito como constituido por duas etapas: dessolvatacdo e associacéo.
Compreender a natureza do estado de solvatacdo do receptor, especialmente na interface
de ligacdo, é vantajoso durante a otimizacdo do processo de ligacdo de um farmaco a
seu receptor tanto do ponto de vista termodindmico® como cinético. Neste sentido, Weiss
e colaboradores (2017) usam dindmica molecular (MD) para destacar como ajustes
controlados na topologia geométrica e propriedades fisico-quimicas da superficie de
interacdo entre um ligante e o receptor afetam a velocidade de associacdo do complexo

ligante-receptor®.

OTIMIZAQAO ENTALPICA DA AFINIDADE DE INIBIDORES DE PROTEASE DE
HIV

Ligantes que exibem o mesmo valor de 4G se ligam ao receptor com a mesma
afinidade; no entanto, interagdes compostas por diferentes contribuicbes de entalpia e
entropia teréo diferengas em outros aspectos uma vez que estas contribuicdes se originam a
partir de diferentes tipos de interacdes. Ligantes com afinidades extremamente altas exibem
processos de associagdo com contribuicdes entalpicas e entropicas favoraveis®'. Assim, a
constante de equilibrio do processo de associag¢éo (K,) de um ligante ao seu receptor pode
ser melhorada através da entalpia de ligagao favoravel (4H mais exotérmico), entropia de
solvatagéo favoravel ou pela diminuigao da entropia conformacional desfavoravel resultante
da perda de graus de liberdade de rotacdo e translagdo quando dois componentes se
combinam para formar um complexo. A magnitude da perda de entropia conformacional
pode ser reduzida pela introdugéo de restricbes conformacionais na molécula do ligante de
modo que ocupe conformagdes semelhantes nos estados livre e ligado®. Outros estudos
destacam o papel da flexibilidade do receptor no processo de associagdo e propde uma
nova estratégia no desenvolvimento de farmacos baseada no aumento da flexibilidade do
receptor no estado ligado® 32. Nesta perspectiva, ligantes hidrofébicos pequenos podem
se ligar e induzir mudancas na estrutura da macromolécula que resultam em um aumento
substancial da entropia conformacional do complexo e contribuem para sua estabilizagao®*.
Quanto mais graus de liberdade um sistema tem, maior sera a possibilidade de adquirir
configuragdes diferentes (para uma mesma energia) e, portanto, maior sera sua entropia'®.

De uma perspectiva termodinamica, os estagios iniciais de um projeto de otimizacao
se concentram, geralmente, nas interagdes entre o receptor e o ligante no sitio de interacéo
e na sua otimizagcdo entalpica®*. A otimizacéo entalpica tem como ponto de partida a
compreensao de que a energia de Gibbs de ligacdo é uma funcao tanto da entalpia quanto
da entropia, e que muitas combinacdes de valores de AH € TAS podem produzir o mesmo
valor de 4G. A analise do perfil termodinamico de uma série de inibidores de protease
de HIV-1 indicou que constantes de associagdo grandes estdo associadas a interagbes
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entalpicamente favoraveis. Esta observagéo deu origem ao termo otimizagéo entalpica 25%.
Numa abordagem metodolodgica proposta por Freire e colaboradores (2006)%', a mudanga
de entalpia reflete a formacao de ligagdes entre o ligante e seu receptor em relagéo a
interacdo entre o receptor e o solvente. A interacédo favoravel surge, principalmente, das
interacbes de van der Waals e ligacbes de hidrogénio entre o ligante e o receptor, e, portanto,
de caracteristicas especificas da ligacéo, enquanto a variagdo de entropia relaciona-se,
principalmente, a acéo de forcas hidrofobicas néo especificas?.

A Tabela 1 mostra o perfil termodindmico de ligagéo dos inibidores de protease de
HIV de primeira geragéo, a saber, indinavir, nelfinavir, saquinavir, e ritonavir e o KNI-764 de
segunda geracéo obtidos a partir do banco de dados SCORPIO. Proteases sao essenciais
na clivagem das poliproteinas virais, produzidas pela célula infectada, em proteinas
estruturais e enzimas necessarias a formacgéo de particulas virais maduras e infecciosas.
Os inibidores de protease do HIV s&o inibidores competitivos, portanto, sua poténcia esta
diretamente correlacionada com sua afinidade de ligagao®.

Complexo AG AH TAS — x 100
ligante-receptor (kJimol) (kJ/mol) (kJimol) |46

INDINAVIR /
Protease de -53,14 8,79 61,92 16,5
HIv-1

SAQUINAVIR /
Protease de -53,56 7,95 61,5 14,8
HIV-1

NELFINAVIR /
Protease de -54,81 10,88 65,69 19,8
HIV-1

RITONAVIR /
Protease de -60,25 -15,48 44,77 25,7
Hiv-1

KNI-764 /
Protease de 62,34 -33,47 28,87 53,7
HIV-1

Tabela 1: Otimizacéo entalpica dos inibidores de protease de HIV. Parametros termodinamicos
obtidos na base de dados SCORPIO. Indinavir, nelfinavir, saquinavir, e ritonavir séo inibidores
de primeira geragdo e KNI-764 de segunda geragéao.

A Tabela 1 mostra que todos os inibidores de protease de HIV de primeira
geracgédo sédo dirigidos pelo fator entropico, isto é, a energia de Gibbs favoravel decorre,
predominantemente, de um aumento de entropia (TAS > 0). Além disso, 0s processos
de associagé@o que envolvem os inibidores indinavir, saquinavir e nelfinavir ocorrem com
variacdo entalpica desfavoravel (AH > 0). Lembrando que valores mais negativos de
estdo associados a maiores valores de AG. Com relacéo ao inibidor de segunda geracgéo,
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destacam-se as diferencas do perfil termodinamico do KNI-764, onde a energia de Gibbs
do processo de associacao resulta de semelhantes contribui¢cdes favoraveis de entalpia e
entropia. Como mostrado na Tabela 1 (Ultima coluna) a contribuicdo entalpica no processo
de associacédo do inibidor KNI-764 & de 53,7%, valor duas vezes maior do que o inibidor de
primeira geracéo ritonavir.

Uma mudanca de entalpia favoravel € obtida a partir de uma boa complementaridade
geométrica entre o ligante e o receptor biologico e a localizagéo adequada dos doadores e
aceptores de ligagcao de hidrogénio. O aceptor pode ser uma regiéo rica em elétrons, como
por exemplo, um par de elétrons néo ligantes ou uma ligacéo . Como essas interacdes sao
estereoespecificas, uma mudanca de entalpia favoravel ndo contribui apenas na melhoria
da afinidade de um ligante, mas também para sua seletividade. Os principais contribuintes
para a entalpia de ligag@o sao grupos polares, contudo, um grupo polar precisa estabelecer
uma interacao significativa com o receptor para compensar perdas entropicas pela sua
dessolvatagéo durante o processo de associacédo. Deste modo, é melhor ter poucos grupos
polares que estabelecam interagdes fortes com o receptor do que muitos grupos polares
com interacbes mais fracas e penalidades entrépicas mais significativas. Deste modo,
a entalpia de ligagéo nédo se correlaciona simplesmente com o numero de doadores e
aceptores de ligagdes de hidrogénio, mas, com a qualidade destas ligacdes dentro do sitio
de interag@o. O valor da otimizacdo entélpica foi observado também em estudos sobre
inibidores de Plasmepsina Il, enzima que degrada hemoglobina e que é um componente

essencial no ciclo de vida do Plasmodium responsavel pela malaria®'.

ABORDAGEM TERMODINAMICA NO ESTUDO DE FARMACOS CONTRA
COVID-19

Devido a urgéncia de um tratamento especifico contra a COVID-19, tem-se
buscado, neste primeiro momento, o reposicionamento de medicamentos que poderiam
atuar no combate a infecgao por SARS-CoV-2 dentre aqueles ja aprovados por agéncias
reguladoras para uso em outras doengas. Neste sentido, diversos estudos clinicos tém sido
conduzidos. Dentre alguns farmacos aprovados para uso em outras doengas que estao
sendo testados para COVID-19 estédo a hidroxicloroquina/cloroquina (usadas no tratamento
de artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico e malaria), lopinavir e darunavir (usados
no tratamento de infeccdes por HIV), remdesivir e ribavirin (antivirais usados no tratamento
da hepatite C, entre outras doencas), favipiravir, umifenovir (Arbidol) e oseltamivir (Tamiflu),
usados no tratamento da influenza, mesilato de nafamostato (anticoagulante de curta
duracédo usado para tratar pancreatite aguda) e anticorpos monoclonais anti-IL-6 como
tocilizumab e sarilumab dentre outros®:% .

Outra abordagem é o planejamento baseado na estrutura de alvos que utiliza

técnicas computacionais e biofisicas na identificagdo de ligantes. Neste aspecto, uma
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técnica muito Util na elucidagéo das caracteristicas energéticas da formacéo de complexos
moleculares € a titulagéo calorimétrica isotérmica. Esta técnica baseia-se na medida do
calor envolvido no processo de interagédo entre duas espécies quimicas, uma delas contida
em uma microsseringa (titulante) e a outra contida na cela calorimétrica (titulado), colocadas
em contato sob agitacdo de modo gradual e continuo a uma dada temperatura®. O calor
global do processo de titulacéo é medido diretamente pelo calorimetro e, apds a subtracéo
do “branco”, obtém-se o calor da interagdo que é usado no calculo da entalpia (4H). O
“branco” € um experimento realizado nas mesmas condi¢cbes da titulagéo, contudo, sem a
espécie quimica contida na cela calorimétrica e serve para descontar os calores de diluicao
e agitagcdo mecanica, entre outros, do calor global medido pelo calorimetro. A constante de
associagéo (K ) é determinada pela regresséo néo-linear da isoterma de interagéo obtida e
a variacéo de entropia calculada pela formula 4S5 = ATH+ RInK,,

Significativos resultados calorimétricos tém sido obtidos na identificagcao de inibidores
para alvos terapéuticos do SARS-CoV-2. Medidas calorimétricas foram utilizadas para
determinar a afinidade da ligag@o entre narlaprevir e a protease principal (Mpro, 3CLpro)
do SARS-CoV-2. O valor de determinado para esta interagao foi de 82 #M . Em contraste,
boceprevir e GC376 apresentaram os valores de 21 uyM e 0,46 uM, respectivamente®.
Narlaprevir e boceprevir sdo usados no tratamento da hepatite C, enquanto GC376 &
um antiviral de amplo espectro. O composto GC376 destaca-se, deste modo, na inibicao
da protease Mpro do SARS-CoV-2. O termograma apresentado por Bai e colaboradores
(2021)* como material suplementar revela que a interagédo entre Mpro e GC376 é quatro
vezes mais exotérmica que narlaprevir e boceprevir. Esta significativa contribuicéo entalpica
na interacdo entre GC376 e Mpro caracteriza o perfil termodinamico do GC376 como um
dos mais promissores inibidores da protease principal do SARS-CoV-2.

Outro estudo importante envolvendo dados de titulagdo calorimétrica isotérmica
mostrou o perfil termodinédmico da interacao entre o receptor de neuropilina-1 (NRP1) e o
polipeptideo S1 resultante da clivagem da glicoproteina S do SARS-CoV-2 pela protease
furina. Neuropilinas s&o conhecidas por mediar a internalizacdo de ligantes CendR através
de um processo endocitico semelhante a macropinocitose. No experimento, realizado
a 30°C, verificou-se a interagdo entre o motivo CendR de S1 (correspondente a um
peptideo sintético abrangendo os residuos 679 a 685 - NSPRRAR) e o dominio b1 de
NRP1 com K, = 20,3uM (AH = —3,4+ 0,8 kcal/mol) em pH 7,5, e Ky, = 130uM (AH =
—7,4+ 0,6 kcal/mol) em pH 5,5. Aligacdo néo foi observada no peptideo no qual a arginina
C-terminal foi mutada para alanina (NSPRRAA). Dados calorimétricos estabeleceram
também que o composto EG00229 interage com o dominio b1 de NRP1 com afinidade
de 5,1 (A4H = —10,7+ 0,5kcal/mol) e 9,7 uM(AH = —11,8+ 0,6 kcal/mol) em pH 7,5
e 5,5, respectivamente. Destacam-se os valores de entalpia mais exotérmicos para
interacdo entre o dominio b1 de NRP1 com EG00229 em relag¢do a interacdo deste mesmo
dominio com o motivo CendR de S1. Em outro experimento, EG00229 foi capaz de inibir
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a ligacao direta entre b1 e o motivo CendR de S1. Estes resultados permitem vislumbrar
possiveis alvos terapéuticos para COVID-19. A ligacdo de NRP1 ao peptideo CendR em
S1 desempenha, provavelmente, um papel importante no aumento da infecciosidade do
SARS-CoV-2 em comparacdo ao SARS-CoV. Deste modo, alvos terapéuticos direcionados
para esta interag@o especifica podem ser promissores no sucesso de um tratamento para
COVID-19%2,

M!;ZTODOS COMPUTACIONAIS NO E§TUDO DA LIGAQAO ENTRE
FARMACOS E SEUS ALVOS TERAPEUTICOS

A quimica computacional utiliza métodos de quimica quéntica ou mecéanica molecular
baseados em distintos formalismos matematicos e aproximagées fisicas. Estes métodos
tedricos sdo transcritos para linguagens de programacao adequadas (por exemplo,
FORTRAN ou C++) e incorporados a programas de computadores para permitir o calculo
de propriedades de sistemas moleculares*'. Dentre os principais métodos computacionais
empregados no desenvolvimento de novos medicamentos estdo os métodos quimico-
quanticos, quimiométricos, de correlacao entre estrutura e atividade (QSAR, do inglés
“quantitative structure-activity relation”), de correlagdo entre estrutura e propriedades
(QSPR, do inglés “quantitative structure-property relation”), acoplamento molecular
(docagem) e triagem virtual. Os métodos de quimica quantica sdo baseados no formalismo
dos orbitais moleculares com diferentes abordagens. Destacam-se os métodos ab initio,
ou “a partir do inicio”, onde um modelo para uma fungé@o de onda particular é selecionado
e os calculos necessarios sdo realizados sem simplificacdo; semi-empiricos, baseados
também no formalismo dos métodos ab initio, com parte de seus parametros ajustados a
dados experimentais, e 0s métodos baseados na Teoria do Funcional de Densidade (DFT)
que relaciona as propriedades de um sistema com sua densidade eletrénica. Os métodos
DFT podem fornecer resultados similares aos métodos ab initio, porém com menor custo
computacional. A aplicagdo de um ou outro método é determinada pelo compromisso
entre tempo e precisdo dos resultados e pela complexidade do sistema a ser analisado.
Os métodos de mecanica quantica tém a vantagem de fornecer dados sobre a estrutura
eletrénica, que ndo é considerada na mecanica molecular. Neste sentido, varios trabalhos
descrevem, em detalhes, as caracteristicas e aplicagdes de alguns métodos de mecénica
quantica e modelagem molecular em Quimica Medicinal*> 4. Para mais informacgdes sobre
métodos de quimica tedrica e modelagem molecular, consultar Morgon e Coutinho (2007)
e Morgon (2001)“.

Por sua vez, métodos de mecanica molecular, também conhecidos por métodos de
“campo de forga”, baseiam-se na viséo classica da estrutura molecular como um conjunto
de esferas unidas por molas com constantes de forga caracteristicas para descrever a
energia total e a estrutura molecular de um determinado sistema. As constantes de forca
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séo avaliadas, em geral, através de dados espectroscopicos. A mecanica molecular utiliza
como modelo de energia potencial apenas as posi¢des dos nucleos. Deste modo, métodos
de mecanica molecular falham na descricdo de propriedades onde ha a necessidade
explicita da participagcdo de elétrons, como no rompimento e formacdo de ligacbes
quimicas, mas, sdo extremamente Uteis em sistemas moleculares complexos. Pela sua
simplicidade e eficiéncia, os métodos de mecéanica molecular tém sido utilizados para
pré-otimizagéo da geometria de equilibrio antes de uma otimizagéo rigorosa por métodos
ab initio. Dentre estes métodos de mecénica molecular estao a dindmica molecular (MD,
do inglés “Molecular Dynamics”) e métodos estocasticos como Monte Carlo (MC)*. A
dindmica molecular se tornou uma ferramenta padrdo para a investigacdo de moléculas
biol6gicas*’. Nao obstante o uso das aproximagdes te6rico computacionais na otimizagéo
de geometrias para busca de estruturas de equilibrio, ha também a possibilidade de se
evoluir temporalmente o sistema molecular. Para esse fim, faz-se 0 uso da dinamica
molecular. Para executar a simulacdo, € necessario a forca em cada particula bem como de
um algoritmo de integracao rapido e eficaz. Simulag¢des séo realizadas em sistemas cada
vez maiores, usando condi¢cdes de contorno mais realistas. Recentemente, simulagbes
de sistemas muito complexos como canais transmembranares tornaram-se possiveis. As
simulagdes auxiliam nossa compreensao dos processos bioquimicos e dao uma dimensao
dindmica aos dados estruturais; por exemplo, a transformacéo da proteina prion no agente
causador de uma doenga o que langa luz sobre 0 mecanismo patogénico de doengas*
relacionadas ao deposito de amiloide.

Outro método computacional usado no desenvolvimento de novos medicamentos
€ a triagem virtual (VS, do inglés Virtual Screening). Triagem virtual € um conjunto de
estratégias que usam modelos computacionais para direcionar a selecdo de moléculas com
caracteristicas quimicas adequadas para modular a atividade biolégica de um determinado
receptor de interesse biologico*® %°. A estrutura quimica de possiveis ligantes que modulem
a atividade do receptor de maneira apropriada advém de bases de dados de compostos
com propriedades fisico-quimicas semelhantes as exibidas por farmacos reconhecidos na
pratica clinica®. As duas principais abordagens da triagem virtual séo os métodos baseados
na estrutura do receptor e a triagem baseada nos ligantes, quando pouca informagéo sobre
a estrutura tridimensional do receptor estudado € conhecida. Aliados da triagem virtual,
estudos de QSAR/QSPR permitem avalia¢des fisico-quimicas entre estrutura quimica de
moléculas e sua atividade/propriedade biologica e séo Uteis no planejamento de farmacos
mais especificos, com maior atividade intrinseca ou melhor perfil farmacocinético, o
que aumenta, desta forma, as chances de sucesso de insercdo de novos farmacos no
arsenal terapéutico. Distribuicao eletrénica, hidrofobicidade e estereoquimica da molécula
estdo entre as propriedades fisico-quimicas mais importantes para o estabelecimento da
atividade biolégica de farmacos. Para mais informacgdes sobre QSAR/QSPR consultar
Tavares (2004)5'.
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Destacam-se atualmente os métodos hibridos que combinam Quimica Quéantica
(estrutura eletrénica) e Mecéanica/Dindmica Molecular, conhecida por QM/MM, do inglés
“Quantum Mechanics/ Molecular Mechanics”. As aproximacdes hibridas QM/MM tratam uma
reacao quimica como uma transformag¢do somente dos centros reativos (regido quantica)
perturbada pelo meio (regido classica). O campo elétrico do solvente € introduzido na
superficie de energia potencial nos célculos quanticos da molécula de soluto de modo que
sua funga@o de onda sera polarizada pela dindmica das moléculas do solvente. Os métodos
QM/MM séao particularmente Uteis em estudos de mecanismos de reagcado catalisados
por enzimas, mas estdo cada vez mais sendo usados na descoberta de medicamentos
e a atribuicdo do Prémio Nobel de Quimica de 2013 a Martin Karplus, Michael Levitt e
Arieh Warshel, reconheceu a importancia de Métodos QM/MM na compreenséao da fungéo
biolégica. A ideia brilhante de Karplus, Warshell e Levitt foi projetar um modelo hibrido que
combina a precisdo da mecéanica quantica com a velocidade possibilitada pelos potenciais
classicos simples da mecéanica molecular®. Consultar Menikarachchi e Gascon (2010),
para mais detalhes sobre aplicacbes de métodos QM/MM em Quimica Medicinal®®.

O uso conjunto de conhecimentos multidisciplinares teéricos e experimentais no
estudo de problemas de interesse bioldgico incluiu, recentemente, a modelagem molecular
assistida por computadores (CADD, do inglés Computer Aided Drug Design)®. Estas
técnicas tém sido usadas com sucesso na descoberta de compostos que passaram por
testes clinicos e se tornaram novos agentes terapéuticos no tratamento de uma variedade de
doencas. Entre eles estdo a dorzolamida, usada no tratamento do glaucoma. Desenvolvida
pela Merck e aprovada em 1995, a dorzolamida é o primeiro farmaco desenvolvido,
inequivocadamente, a partir da elucidacao da estrutura 3D de seu alvo biolégico, a anidrase
carbbnica®®. O captopril, aprovado em 1981 como um medicamento anti-hipertensivo,
também foi desenvolvido através da estrutura do seu alvo biol6gico, contudo, foi usada
a estrutura de uma enzima similar como modelo. Estes exemplos de sucesso sé&o o0s
primeiros farmacos aprovados que devem sua descoberta em grande parte as ferramentas
do CADD. Outros exemplos sé@o os inibidores de HIV protease saquinavir, aprovado em
1995, ritonavir e indinavir, ambos aprovados em 1996 e o tirofiban, um antagonista do
fibrinogénio aprovado em 1998. Tirofiban foi um dos primeiros medicamentos obtidos
através de triagem virtual %57,

Cada vez mais ferramentas computacionais vém sendo amplamente usadas na
industria farmacéutica, tanto na etapa de descoberta, como de desenvolvimento. Algumas
destas técnicas foram revisadas recentemente por Maia e colaboradores (2020)%. Abaixo
algumas recentes aplicagdes de técnicas computacionais na pesquisa de farmacos para
COVID-19.
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USO DE TECNICAS COMPUTACIONAIS NA DESCOBERTA DE FARMACOS
CONTRA COVID-19

Dentre as abordagens computacionais na descoberta de farmacos contra COVID-19
estd a combinacdo das técnicas computacionais de triagem virtual seguida de dinamica
molecular. Esta abordagem foi usada por Kumar e colaboradores na sele¢é@o de inibidores
da protease principal (Mpro, 3CLpro) do SARS-CoV-2%. Inicialmente, foram avaliadas mais
de um milh&o de moléculas disponiveis no banco de dados ZINC. ZINC®® é uma biblioteca
virtual publica de compostos quimicos disponiveis comercialmente usada na triagem de
moléculas com aplicagéo terapéutica. A triagem das moléculas foi feita pelo servidor online
RASPD. RASPD ¢ um protocolo rapido para identificar bons candidatos para uma proteina
alvo (http://www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/raspd.jsp)¢'. Uma das caracteristicas
mais interessantes do protocolo RASPD é que o calculo das afinidades de ligagdo dos
complexos ligante-receptor € mais rapido quando comparado as técnicas de acoplamento
molecular convencionais. Esta triagem rapida é baseada em descritores estruturais e fisico-
quimicos de pequenas moléculas e grupos funcionais que revestem os sitios ativos de
receptores biologicos®'. A Figura 2 apresenta os dois compostos com melhor desempenho
na inibicdo da protease principal (Mpro, 3CLpro) do SARS-CoV-2 através de ensaios de
triagem por RASPD identificados por Kumar e colaboradores (2020)%.
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Figura 2: Compostos com melhor desempenho na inibicdo da protease principal (Mpro,
3CLpro) do SARS-CoV-2 identificados por Kumar e colaboradores (2020)%.
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Os compostos selecionados foram, em seguida, avaliados através de técnicas de
docagem e dindmica molecular (MD). A caracteristica mais importante dos protocolos
de docagem é a capacidade de reproduzir a orientagdo cristalografica dos ligantes em
complexos com estrutura resolvida®. A ligagdo dos compostos selecionados com a protease
principal do SARS-CoV-2 foi estudada através de diferentes trajetérias de simulacbes de
MD para avaliar estabilidade, flutuagao, ligagdes de hidrogénio etc. Simulagdes também
foram realizadas para determinar a afinidade de ligacdo entre os compostos selecionados
com a protease principal do SARS-CoV-2. Com a dindmica molecular, além de observar
as alteracdes nas posi¢des obtidas por docagem foi possivel fazer a predicao de valores
de energia através do método MM/GBSA (do inglés Molecular Mechanics/Generalized
Born Surface Area). Métodos de simulagdo MM/GBSA permitem a decomposicao da
energia livre de interagdo em contribuigdes provenientes de diferentes tipos de interagéo
e grupos de atomos e tém demonstrado resultados exitosos®?. Estes métodos combinam
calculos de mecanica molecular e modelos de solvatagdo continua. No processo de
reconhecimento molecular, a energia de ligacao (energia de Gibbs) é determinada pela
combinagéo das contribuigdes entalpicas e entrépicas. Dentre os compostos avaliados, o
composto ZINC00793735 mostrou melhor afinidade de ligagdo com a protease principal de
SARS-CoV-2. Os valores para variagdo de entalpia (AH) de formagdo do complexo com
ZINC20601870 e ZINC00793735 foram de —-101,29 e —111,00 kJ/mol, respectivamente,
enquanto a variagdo de energia livre (A7) encontrados foram -11,13 e -19,04 kJ/mol. Estes
resultados sugerem que os compostos selecionados apresentam um significativo potencial
antiviral através da inibicdo da protease principal dos coronavirus, denominada de 3CLpro,

que deve ser confirmado experimentalmente.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Na situagdo dramatica pela qual passa a histéria humana neste momento,
inumeraveis trabalhos tém sido realizados pela comunidade cientifica mundial no
enfrentamento da pandemia de COVID-19. Neste confronto, torna-se imprescindivel o
conhecimento de técnicas de biofisica capazes de fornecer informag6es em nivel molecular
sobre a estrutura e 0 mecanismo de agéo do virus SARS-CoV-2, como também sobre a
fisiopatologia desta nova infecgéo viral. Metodologias que permitam racionalizar estruturas
em termos energéticos s@o necessérias na busca de farmacos eficazes no tratamento
da doenca. Neste sentido, este trabalho visa contribuir em termos metodologicos e de
aplicacdo de técnicas de estrutura e analise termodindmica nos mais diversos desafios
trazidos pela pandemia atual. As diferentes interfaces necessarias para a composigdo da
quimica medicinal tornam a cooperagéo mutua urgente assim como a formagéao de recursos
humanos. Neste sentido, os autores esperam despertar novas vocagdes e futuros talentos.
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