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RESUMO

Introducdo: em razdo da recente doenca, Covid-19, que se espalhou rapidamente tornando-se
uma emergéncia sanitéria a nivel global, foi necessério a mobilizagdo e esforgos de cientistas e
autoridades sanitarias de todo mundo, no sentido de estabelecerem medidas de seguranca e
iniciarem uma busca sistematica de possiveis tratamentos. Métodos: esta revisdo analisou
estudos de sreening virtual e docking molecular com antivirais pré-selecionados com a
finalidade de encontrar evidéncias, por meio de estudos computacionais, de farmacos que
podem ser promissores contra 0 SARS-COV-2. Resultados e discussdo: com o auxilio da
plataforma Rayyan (Intelligente Syustematic Review), estdo descritos neste trabalho os
resultados obtidos dos estudos para o tratamento do novo coronavirus. Conclusdo: entretanto,
vale ressaltar a necessidade de mais evidéncias computacionais e estudos clinicos controlados
para encontrar uma possivel cura.

Palavras-chave: Coronavirus, reaproveitamento de drogas, docking molecular

ABSTRACT

Introduction: due to the recent disease, Covid-19, which quickly spread and became a global
health emergency, it was necessary the mobilization and efforts of scientists and health
authorities from around the world, to establish safety measures and start a search systematic
approach to possible treatments. Methods: this review analyzed virtual sreening and molecular
docking studies with pre-selected antivirals to find evidence, through computational studies, of
drugs that may be promising against SARS-COV-2. Results and discussion: with the aid of the
Rayyan platform (Intelligente Syustematic Review), the results obtained from the studies for
the treatment of the new coronavirus are described in this work. Conclusion: however, it is
worth emphasizing the need for more computational evidence and controlled clinical studies to
find a possible cure.
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INTRODUCAO

Em face do cenério atual, o surto de coronavirus (SARS-COV-2), ocasionador da Covid-
19, gerou um temor global. Muito se tem discutido, acerca da doenga que se espalhou pelo
mundo rapidamente causando diversos impactos. Por conseguinte, motivou uma corrida de
pesquisadores para elaborar planos estratégicos para controlar a pandemia®.

Os coronavirus (CoVs) foram identificados pela primeira vez em 1960 e foram
classificados como membros da familia Coronaviridae?. Essa familia é conhecida por
constituir uma gama de virus que possuem como material genético o RNA®. O coronavirus
batizado como SARS-CoV-2 comecou a circular no final de dezembro de 2019 em Wuhan,
capital da provincia de Hubei da China Central, se espalhou rapidamente pelo mundo®?.

Desde o surgimento da doenga, alguns casos de reinfeccdo com variantes
filogeneticamente distintas de SARS-CoV-2 foram relatados. Esses casos de reinfecgdo podem
ser a consequéncia de uma imunidade protetora limitada e transitoria induzida pela
primoinfeccdo ou podem refletir a capacidade do virus reinfectante de escapar das respostas
imunoldgicas anteriores®678),

Os sintomas comuns de uma pessoa infectada com coronavirus incluem sintomas
respiratdrios, febre, tosse, falta de ar e dispneia. Em casos mais graves, a infeccdo pode causar
pneumonia, sindrome respiratoria aguda grave, insuficiéncia renal e até a morte®1%1, Até o
momento, nenhum medicamento especifico foi aprovado para o tratamento do coronavirus
humano. Portanto, os CoVs sdo considerados uma espécie de virus, cujo surto representa uma
grande ameaga para os seres humanos®?,

No que se refere ao desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da SARS-COV-
2, a maneira mais rapida e de menor custo é encontrar moléculas potenciais disponiveis no
mercado de medicamentos(’812),

Estudos relacionados a reutilizacdo de drogas para o tratamento de COVID-19 tém como
objetivo identificar inibidores da protease principal (M ) da SARS-COV-2, que ¢ essencial
para a replicacdo e transcricdo viral e da proteina de pico do SARS-COV-2, uma glicoproteina
que da aos coronavirus uma aparéncia semelhante a de uma coroa formando pontas em sua
superficie®?. A proteina de pico CoV se liga a uma membrana da célula hospedeira por meio
de uma interacdo mediada por receptor que permite a entrada na célula hospedeira®9.

O uso de ferramentas in silico para descoberta de farmacos tem sido amplamente adotado

nos dias de hoje, merecendo especial atencdo a modelagem molecular, a qual pode fornecer as
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principais interacdes entre os ligantes e o alvo bioldgico desejado, com o objetivo de esclarecer
o modo de agio desses agentes quimicos®%13),

Neste sentido, o presente trabalho busca efetuar um levantamento bibliogréafico de estudos
computacionais de farmacos antivirais, que ja circulam no mercado no tratamento de infec¢oes
virais como: gripe comum-influenza, hepatite C, HIV e ebola. Este método de baixo custo e de
alta precisdo tem o intuito de verificar quais moléculas apresentam maior interacdo com o alvo
receptor, indicando um possivel farmaco que possa ser incluido no procedimento de
“reposicionamento”, bem como, uma vez estabelecidos o comportamento quimico fairmaco-
receptor, propor possiveis modificagdes moleculares que conduzam a um aumento da poténcia

dessas moléculas frente ao novo coronavirus.

SARS-COV-2

Os CoVs séo virus envelopados com genoma de RNA positivo, pertencentes a familia
Coronaviridae da ordem Nidovirales, que sdo divididos em quatro géneros (a, S, y € 9). O
SARS-CoV-2 pertence ao género 559,

Em todo o mundo, existem multiplas variantes da sindrome respiratoria aguda grave
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), o virus que causa a doenga Covid-1903419  Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 15 de junho de 2021, foi registrada a marca de mais
de 175 milhdes de casos confirmados e mais de 3,80 milhGes de Gbitos mundialmente
acometidos pela pandemia®.

A OMS passou a identificar as variantes com maior potencial de infeccdo como: Alfa
(B.1.1.17) — Reino Unido, Beta (B.1.351) — Africa do Sul, Gama (P.1 ou P.2) — Brasil e Delta
(B.1.617.2) — india.

A estrutura viral é formada principalmente pelas proteinas estrutural Spike (S) ou proteina
de Pico, membrana (M), envelope (E) e nucleocapsideo (N) como ilustrado na figura 1. As
proteinas S, M e E estdo embutidas no envelope viral, que é uma bicamada lipidica derivada da
membrana da célula hospedeira. A proteina N, por outro lado, interage com o RNA viral no

ndcleo do virion®,
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Figura 1: llustracdo da estrutura esquematica do SARS-COV-2
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Fonte: Santos et al. 2020.

MEDICAMENTOS

Remdesivir

Remdesivir é um éster carboxilico resultante da condensacao formal do grupo carboxi de
N - [(S) - {[(2R, 3S, 4R, 5R) -5- (4-aminopirrolo [2,1-f] [1, 2,4] triazin-7-il) -5-ciano-3,4-di-
hidroxitetra-hidrofuran-2-il] metoxi} (fenoxi) fosforil] -L-alanina com o grupo hidroxi de 2-
etilbutan-1-ol. Sua estrutura quimica (C27H3sNsOsP) € representada na figura 2A%),

Segundo Jorgensen e colaboradores (2020) Remdesivir € um pré-farmaco fosforamidato
de um anédlogo de nucleotideo que é metabolizado intracelularmente em um analogo de
trifosfato de adenosina que inibe RNA polimerases virais. Ele inibe a replicacdo viral
competindo com nucleotideos enddgenos envolvidos na replicacdo de RNA viral via RNA
polimerase de que é desenvolvido a partir da protease RNA-dependente (RdRp)“®. Remdesivir
tem atividade de amplo espectro contra membros de vérias familias de virus, incluindo filovirus
(por exemplo, Ebola) e coronavirus (por exemplo, SARS-CoV e coronavirus da sindrome
respiratdéria do Oriente Médio [MERS-CoV]) e mostrou eficacia profilatica e terapéutica em

modelos nao clinicos desses coronavirus®.

Ribavirina
A ribavirina é um 1-ribosiltriazol que é o derivado 1-ribofuranosil de 1,2,4-triazol-3-

carboxamida. Um anélogo sintético da guanosina, € um inibidor da polimerase do HCV e possui
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um amplo espectro de atividade contra virus de DNA e RNA. Sua estrutura quimica
(CsH12N40s) é representada na figura 2B19),

O agente antiviral ribavirina (1-3-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida) foi
aprovado pelo Food and Drug Administration em 1986 para uso como um aerossol para criangas
com infeccBes graves devido ao virus sincicial respiratorio®”. Este agente antiviral tem
atividade inibitoria contra um amplo espectro de virus de DNA e RNA. A ribavirina é
responsavel por inibir proteina ndo estrutural RARp que é responsavel pela replicacdo do RNA
da proteina estrutural®”. Esta atividade antiviral é devido a semelhanca deste composto em
nucleosideos. A ribavirina demonstrou eficacia clinica contra os virus influenza A e B, virus

sincicial respiratorio (RSV), e infeccdes por virus parainfluenza®®.

Favipiravir

O favipiravir é um derivado da pirazinocarboxamida com atividade contra virus de
RNA. O favipiravir (figura 2C) é convertido no derivado de ribofuranosiltrifosfato pelas
enzimas do hospedeiro e inibe seletivamente a RNA polimerase dependente de RNA viral da
influenza®®,

O trifosfato de favipiravir € um analogo do nucleosideo de purina, que atua como um
inibidor competitivo da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). Tem atividade contra
influenza A e B4,

Favipiravir ja foi licenciado no Japdo para uso contra virus influenza emergentes
resistentes a outros antivirais. Embora, o favipiravir tenha sido desenvolvido inicialmente para
ser eficaz contra infec¢des do virus influenza, também se mostrou ativo contra uma ampla gama
de virus de RNA de fita positiva como 0 SARS-COV-2, incluindo muitos para 0s quais ndo ha

opcdes de tratamento licenciadas atualmente®@?.

Lopinavir / Ritonavir
O Lopinavir, cuja estrutura quimica é representada na figura 2D, Cz7H4sN4Os, € uma
diamida de &cido dicarboxilico. O Ritonavir apresenta em sua estrutura quimica (figura 2E),
C37H48Ns0sS2, é um derivado da L-valina 9.
A combinacéo de drogas lopinavir/ritonavir foi sugerida como um tratamento antiviral
para COVID-19. Lopinavir é um tipo de inibidor de protease que tem sido amplamente aplicado

no tratamento clinico para infeccdo por HIV-1, que é combinado com ritonavir para aumentar
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sua meia-vida plasmatica. Atualmente, o Lopinavir/Ritonavir € um dos medicamentos usados,
de segunda linha, para o tratamento do HIV9),

Lopinavir interage com a protease do HIV causando desregulacdo da estrutura de
proteinas funcionais no ndcleo do virus, contribuindo para a geragdo de particulas ndo
infecciosas de virus, por sua vez, alcancando a inibicdo de Replicacio do HIV®#?. Além disso,
o lopinavir tem atividade inibitéria in vitro contra o coronavirus SARS-CoV, SARS-CoV-2 e
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS)®@Y.

A coadministragdo com ritonavir (um inibidor do citocromo A isoenzima P450 3A) inibe
0 metabolismo do lopinavir, aumentando significativamente as concentracfes plasmaticas da
droga e proporcionando alto niveis consistentes de lopinavir. Assim, uma coformulacdo de
lopinavir e ritonavir (lopinavir / ritonavir) foi desenvolvida®®,

O mecanismo de infec¢cdo por SARS-CoV-2 depende do processamento da poliproteina
viral, um evento catalisado pela proteinase principal MP™ (também conhecida como 3CLP). A
M P ¢ uma enzima chave dos coronavirus e tem um papel fundamental na mediacdo da
replicacdo e transcricdo viral, tornando-a um alvo de droga atraente para 0 SARS-CoV-2®),
Como a MP™ ¢ Unica no virus e ndo e encontrada nas células hospedeiras, esta proteina é um

alvo importante para o desenvolvimento de antivirais contra infec¢Ges por coronavirus.

Figura 2: Moléculas de farmacos antivirais analisadas
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Legenda: (A) Estrutura quimica do Remdesivir; (B) Estrutura quimica do Ribavirina; (C) Estrutura quimica do Favipiravir;
(D) Estrutura quimica do Lopinavir / (E) ritonavir.
Fonte: autores, 2021.
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ANALISE IN SILICO

As andlises in silico representam uma série de métodos computacionais (screening
Virtual, Docagem Molecular e Dinamica Molecular) que vem chamando atencdo da
industria farmacéutica, por apresentarem rapidez em sua execucao, baixo custo e reducao da
utilizacdo de animais em atividades experimentais. Através da utilizacdo desses métodos a
identificacdo de moléculas promissoras tornou-se mais eficiente, alocando os recursos para
estudos in vitro e in vivo de moléculas com maior probabilidade de serem utilizadas como

farmacos®.

SREENING VIRTUAL

A busca virtual consiste em pré-selecionar os compostos com o auxilio do
computador a partir de bancos de dados virtuais com um grande namero de moléculas. Desta
forma, apenas os compostos pré-selecionados sdo submetidos aos testes de atividade in vitro.
Esta pré-selecdo é feita prevendo-se, virtualmente, a atividade bioldgica de interesse por
meio de diferentes abordagens LBDD (do inglés, structure based drug design) e SBDD (do
inglés, ligand based drug design). Como vantagens desta estratégia tém-se que 0s compostos
estudados ndo precisam, necessariamente, existir fisicamente e que neste "teste virtual”, in

silico, ndo ha consumo de material®.

DOCKING MOLECULAR

O docking molecular inicialmente foi projetado para prever e reproduzir complexos.

Entretanto, passou a ser uma ferramenta de suma importancia, tendo em vista que auxilia na

otimizacao e descoberta de novos medicamentos® .

A docagem é um método que prevé a orientacdo preferencial de uma molécula frente a

um sistema bioldgico conhecido. O conhecimento da orientacao preferida, por sua vez pode ser

utilizado para prever a forca de associacao ou a afinidade de ligagdo entre farmaco e o receptor,

gerando um valor chamado de scoring®.

O método de docking molecular desempenha um papel fundamental no processo de

design e descoberta de drogas. O principal objetivo do docking molecular € simular

computacionalmente o processo de identificacdo molecular de forma que a energia livre do

sistema seja minimizada®®.
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POTENCIAIS ALVOS

Entre os alvos baseados em virus, a importancia da proteina estrutural spike (S) é notavel,
devido ao seu papel principal na entrada do SARS-CoV-2, por meio da interagdo com o receptor
ACE2, no hospedeiro. Neste contexto, também é de especial relevancia para a replicacdo do
virus as proteases (3CLP™ e PLP™), a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e a

helicase®.

METODOS
Fontes de Informacéo e Descritores de pesquisa

As buscas na literatura foram realizadas nas bases de dados Medline (via Pubmed),
Embase, The Cochrane Library, Scielo, Google académico. Foram utilizados descritores
especificos “SARS-COV-2", “Studies in silico”, “Antivirals”, “Molecular docking SARS-
COV-2", “Covid 19” todos no idioma em inglés. A busca foi conduzida no dia 01 de maio
de 2020, com ultima atualizacdo feita em 10 de maio de 2020 com as palavras chave
relacionadas ao assunto principal ““Coronavirus~, " "Reaproveitamento de drogas ,
“"Docking molecular™ através do descritor em ciéncias da saude DESC. Os operadores

booleanos ndo foram aplicados na pesquisa.

Critérios de incluséo

Estudos que avaliam a acdo de medicamentos antivirais no tratamento de individuos com
infeccOes respiratorias virais (MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2) foram considerados
elegiveis para inclusdo na presente revisdo. N&o foram aplicados filtros relacionados a data, ou
status de publicacdo. Os tipos de estudos incluidos foram: artigos publicados e relato de caso

com abordagens computacionais de Screening virtual e docking molecular.

Critérios de excluséo

Foram excluidos estudos que ndo analisaram antivirais, ou seja, produtos naturais ou
extratos de plantas medicinais ndo foram incluidos. Ensaios pré-clinicos, in vitro e in vivo
também ndo se encaixam no padrdo de selecdo. Foram também excluidos estudos que
discordam das informagdes repassadas pelo 6rgdo majoritario da satde “Organizagdo Mundial
da Saude” (OMS).
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Tratamento dos dados

Para a realizacdo da revisao atual, criou-se uma pasta no aplicativo de selecdo Rayyan
(Intelligente Syustematic Review)® com o intuito de auxiliar na selegio de estudos e na
pesquisa. A busca de estudos ocorreu através dos principais descritores e base de dados. A
selecéo de estudos, foi realizada de maneira independente por dois revisores respeitando-se
os critérios de inclusdo e exclusdo de acordo com a leitura do titulo e resumo.
Posteriormente, Cada um dos autores excluiu o estudo ou incluiu o estudo no aplicativo
Rayyan, e aqueles selecionados no aplicativo foram avaliados de acordo com o texto
completo e, encaminhados para a extracdo de dados.

A finalidade desta revisdo é identificar os farmacos mais promissores contra a covid-19,
através de estudos in silico. Assim, discutindo seus alvos, informacdes fisiopatoldgicas e
mecanismos de acdo farmacoldgica. Por isso, abordou-se cinco medicamentos: Remdesivi,
Ribavirim, Favipiravir, Lopinavir/ritonavir que foram o0s antivirais mais citados nos estudos

selecionados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No quadro 01 é possivel verificar algumas informagdes dos estudos selecionados. Ao todo
foram selecionados 32 estudos, em que 24 foram excluidos apos leitura completa, ou seja, 8
estudos foram compativeis com as exigéncias. Contabilizando apenas 25% dos estudos

admitidos.
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Quadro 01: Estudos selecionados no aplicativo Rayyan (Intelligente Syustematic Review)

Titulo

Autores

Revista e ano da
publicacio

Resultados

A search for
medications to treat
COVID-19 via in silico
molecular docking
models of the SARS-
CoV-2 spike
glycoprotein and 3CL
protease

Hall, Donald C.;
Ji, Hai-Feng,

Travel Medicine and
Infectious Disease -
Volume 35, Issue 0,
pp. 101646 -
published 2020-01-01

Os compostos de sucesso relatados
apresentam potencial para inibir a proteina
spike SARS-CoV-2 ¢ a protease principal
3CL™®, mas niio ¢ garantido que tenham
qualquer atividade; Remdesivir ¢ um
composto antiviral em estagios experimentais
que mostrou atividade contra o SARS-
coronavirus, Ebolavirus e, possivelmente, o
SARS-CoV-2.

Analysis of therapeutic
targets for SARS-CoV-
2 and discovery of
potential drugs by
computational methods

Wu, Canrong; Liu,
Yang; Yang,
Yueying; Zhang,
Peng; Zhong, Wu;
Wang, Yali; Wang,
Qiqi; Xu, Yang; Li,
Mingxue; Li,
Xingzhou; Zheng,
Mengzhu; Chen,
Lixia; Li, Hua

Acta Pharmaceutica
Sinica B - Volume
10, Issue 5, pp. 766-
788 - published 2020-
01-01

Os resultados de todo o artigo sio baseados
em (riagem virtual por computador,
modelagem por homologia ¢ docking
molecular. Medicamentos antivirus
(ribavirina, valganciclovir e timidina), As
acoes farmacologicas originais dessas drogas
podem ser uteis para o tratamento da
pneumonia por infecgio viral.

Computational
screening of
antagonists against the

Yu, Ran; Chen,
Liang; Lan, Rong;

International Journal
of Antimicrobial

0O modelo da protease principal COVID-19 O
meétodo de triagem € restrito ao docking

SARS-CoV-2 Shen, Rong; Li, Agents - Volume 36, molecular, e simulagiio de dinimica molecular
(COVID-19) Pena- Issue 2, pp. 106012 - ndio foi realizada
coronavirus by eng published 2020-01-01 140 fot reafizada.
molecular docking
. Neste trabalho realizou-se simulagio de
Komatsu, Teruhisa dinimica molecular e docking molecular Os
Drug binding dynamics S.; Okimoto, &

of the dimeric SARS-
CoV-2 main protease,
determined by
molecular dynamics
simulation

Noriaki; Koyama,
Yohei M.; Hirano,
Yoshinori;
Morimoto, Gentaro;
Ohno, Yousuke;
Taiji, Makoto

Scientific Reports -
Volume 10, Tssue 1,
pp. 16986 - publicado
2020-01-01

resultados revelaram uma grande varia¢io nas
formas dos locais de ligago e nas posigdes de
ligagdo dos ligantes. Coletivamente, esses
resultados indicam a importincia da
amostragem dinimica de complexos proteina-
ligante ¢ sugerem as possibilidades de
otimizacoes de drogas adicionais.

Identification of
Potential Inhibitors of
Severe Acute
Respiratory Syndrome-
Related Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) Main
Protease from Non-
Natural and Natural
Sources: A Molecular
Docking Study.

Santos-Filho,
Osvaldo A

Journal of the
Brazilian Chemical
Society} - Volume

31, Issue 0, pp. 2638
- 2643 - published
2020-12-01

Utilizou-se a estruturta cristalografica do
SARS-CoV-2 como receptor
biomacromolecular em simulagdes de docking
molecular. Os resultados mostraram que dois
compostos nio naturais, danoprevir e
lopinavir produziram fortes interagdes com o
sitio de ligagdio do inibidor da protease
principal SARS-CoV-2.

In silico prediction of
potential inhibitors for
the main protease of
SARS-CoV-2 using
molecular docking and
dynamics simulation
based drug-repurposing

Kumar, Yogesh;
Singh, Harvijay;
Patel, Chirag N

Journal of Infection
and Public Health -
Volume 13, Tssue 9,
pp. 1210-1223 -
published 2020-01-01

No presente estudo, realizou-se a seleciio de
drogas através da triagem virtual bascada em
docking molecular. Foram utilizados
inibidores Lopinavir — Ritonavir, Tipranavir e
Raltegravir mostram a melhor interagio
molecular com a protease principal do SARS-
CoV-2.

Modification of Shikder, Mita; Neste estudo a eficicia das drogas foi testada
Remdesivir as a Better Ahmed, Kazi Volume 0, Issue 0, por calculos de docking molecular. Todos os
Inhibitor of COVID- Ahsan; Hasib, pp. - published 2020- | modificadores (exceto DF) prevéem energia
19: A Computational Tasnin Al; Kabir, 09-01 de ligacdo mais significa e interagdes de nio
Docking Study Md. Lutful ligagdio do que o farmaco original.
The Molecular . .
Docking Study of Rohan R. Os experllmentos de df)ckmg molecular foram
> realizados através do Software. Os
Potential Drug Narkhede, . L L .
. . EJMO - Volume 4, medicamentos antivirais oseltamivir, ritonavir,
Candidates Showing Rameshwar S. ST L
. Issue 3, pp. 185-195 - remdesivir ribavirina e favipiravir
Anti-COVID-19 Cheke, Jaya P - . ~ .
. . . published 2020-01-01 | apresentaram interac¢des de alta afinidade com
Activity by Exploring Ambhore, Sachin 0 COVID-19 MM em complexo com o
of Therapeutic Targets D. Shinde P

of SARS-CoV-2

inibidor N3;

Fonte: autores, 2021.
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No experimento de Santos-Filho®”, foi utilizado como modelo a estrutura SARS-CoV-2

MP® em complexo com inibidor de N3 com o co6digo PDB(6LU7) Representado na figura 3A.

Foi possivel identificar, a partir da analise de docagem que a molécula de lopinavir
mostrou a melhor energia de afinidade para o0 SARS-CoV-2 MP® apresentando valor de
afinidade igual a -8,5 kcal.mol™ e interage com os residuos Thr-26, Glu-166, GIn-189 enquanto
que a molécula de ritonavir apresentou energia de afinidade igual a -7,9 kcal.mol™? e interage
com os residuos de aminoacidos Ser-46, GIn-189. Esses valores foram obtidos a partir de
interacOes polares e hidrofobicas entre as drogas e 0 alvo do SARS-COV-2, assim como uma

série de ligacGes de hidrogénio.

Kumar e colaboradores®® desenvolveram um estudo de docagem molecular de drogas
antivirais contra a enzima MP"° do SARS-CoV-2, onde revelou uma forte interacdo com alta
energia de docagem e afinidades de ligacéo.

Foi possivel identificar na regido do sitio ativo do SARS-COV-2 na protease MP™, os
residuos do dominio S1°, integrados por Cys145, Gly143 e Ser144, que também servem como
o orificio de oxianion. No dominio S1 esté presente o residuo de His163, ja no dominio S2 estdo
localizados os residuos de Glu166 e GIn189, o dominio S4 é composto por GIn189 e Pro168
(Figura 3B). A protease se liga aos residuos especificos buscando o inicio da producdo de
proteinas estruturais para a formacéo do complexo de replicacao.

No estudo foi possivel identificar os aminoacidos que interagem no sitio ativo da
enzima MP® (Leu, GlIn, Ser, Ala, Gly) junto com a dupla Cys-His que demarcou o sitio de
clivagem, o estudo in silico mostrou que a combinacdo de Lopinavir-Ritonavir interage com
Glu 166 (formando uma forte ligacdo de hidrogénio), GIn 189, Leu 167, Met 165, Asp 187,
Met 49, His 41, Cys 145 e Leu 141.

O Lopinavir/ritonavir apresentou afinidade de -10,6 kcal.mol™ com a molécula MP™ do
SARS-COV-2.

A figura 3 representa as principais ligacfes que a molécula de Lopinavir/ritonavir
desenvolve com a protease MP™ do SARS-COV-2. Foram possiveis identificar as interaces
com His164, Glul66, GIn192, Agr188, His41 e Cys145.
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Figura 3: llustragdes do resultado de docagem.

Legenda: (A) SARS-CoV-2 Mpro em complexo com inibidor de N3 (adaptado de ID do PDB: 6LU7); (B) Diferentes grupos
de subsitios S1 ', S1, S2, S3 & S4 nos subsitios de ligagéo ao substrato de SARS-CoV-2M Pro (PDB ID: 6Y2F); (C)
Interacdo de docking molecular de drogas antivirais acopladas com SARS-CoV-2 Mpro. (A) Lopinavir — Ritonavir. Alta
afinidade de ligagdo.

Fonte: autores, 2021.

No estudo de Narkhede e colaboradores®® foram obtidos resultados que revelaram fortes
interacBes dos antivirais frente a protina MP™ e com a glicoprotéina ACE2 humana de SARS-
COV-2. Neste estudo foram avaliados os antivirais Remdesivir, Ribavirina, Favipiravir, e
Ritonavir. As drogas testadas computacionalmente, tiveram um alto nivel de afinidade com o
alvo biologico.

A molécula de Ritonavir com 0 SARS-COV-2 MP™ em complexo com o inibidor N3
revelou que a droga teve uma interacdo de alta afinidade com a cadeia da proteina: -7,3
kcal.mol™ Também foi possivel identificar a interacdo de ligacdo de hidrogénio entre o ritonavir
e residuos de aminoéacidos da proteina. Com énfase no oxigénio (grupo amida) que demonstrou
ligacdo de hidrogénio significativa com THR 111. Outra ligacdo identificada foi com anel

benzeno que apresentou interacdo pi-anion e pi-pi com ASP 153 e PHE 294, respectivamente.
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No experimento com o Remdesivir no COVID-19 MP em complexo com o inibidor N3
foram obtidos resultados de afinidade de interacdo significativas na parte central da cadeia
resultando em uma afinidade de -6,5 kcal.mol™. A principal interacdo entre remdesivir e a
protease foi caracterizada por ligagdo de hidrogénio entre nitrogénio de um grupo cyno e PHE
294, e oxigénio de um anel tetrahidrofurano com GLN 110.

Os resultados alcancados a partir do encaixe da Ribavirina na molécula do SARS-COV-
2 MP™ em complexo com o inibidor N3 mostrou ligacdo em cadeia com uma afinidade de -5,6
kcal.mol 2. Também foi possivel identificar significativa ligacdo com 4 ligacdes de hidrogénio
entre o nitrogénio de um anel dihidrotriazol e TYR 239,

Neste trabalho foi realizado o screening virtual onde o favipiravir apresentou 6 ligacoes
de hidrogénio e mostrou atividade promissora com o MP™ de COVID-19, com afinidade de -
5,4 kcal.mol™. Apresentou forte interagdo com a protease. Assim, as interagdes de hidrogénio,
sdo estabelecidas em dois pontos da molécula. No &tomo de oxigénio ligado ao anel pirazina e
no atomo de oxigénio do grupo carboxiamida, ambos com residuos de GLN 110, THR 292 e
THR 111.

No experimento de Hall Jr e Ji® a protease principal 3CLP® do SARS-COV-2 foi
submetida a um processo de docagem a partir do software Schrodinger Docking Suits®.
Estudos revelaram que a mutacdo da protease SARS do residuo His162 torna a enzima inativa.
Também foi possivel identificar uma segunda Histidina (His41), ambos mostraram-se propicios
ao desempenhar um papel importantenas interagdes do ligante com a estrutura da protease. Foi
realizado a docagem do Remdesivir onde foi obtido uma afinidade de -7,2 kcal.mol ™ e ligacéo
com os residuos de amino&cidos Thr-26, Glu-166, GIn-189.

Wu? e colaborares desenvolveram o estudo de docagem molecular a partir do software
de modelagem ICM 3.7.3 a fim de verificar a precisdo da modelagem por homologia. Nas
analises de acoplamento da ribavirina observa-se que a molécula se ligava a protease PLP™ ,
que é essencial para a correcdo de replicacdo do virus, com uma baixa energia de ligacdo
(escores = -38,58). O modelo de docagem utilizado identificou a ribavirina ligada ao sitio ativo
da enzima, foram observadas as ligagdes de hidrogénio com os residuos Gly164, GIn270,
Tyr274, Asp303, além disso, o empilhamento 7 - © com o residuo Tyr265. Essas ligacdes de
hidrogénio sugerem que a Ribavirina pode ser uma terapia de inibicdo da protease PLP™.

Nos estudos de Shikder e colaboradores, o remdesivir apresentou uma possivel interacdo
com o canal de ligagdo de RNA do SARS-CoV-2. A molécula se acoplou bem ao formato da

bolsa, onde formou trés ligagOes de hidrogénio com Asn497, Arg569 e Asp684, juntamente
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com interacGes hidrofébicas com Leu576, Ala685 e Tyr687. Enquanto que o favipiravir nesse
estudo obteve pontuac@es de acoplamento irrelevantes ao alvo do SARS-COV-2.

Nos experimentos de Yu® e colaboradores foi utilizado o software AutoDock Vina em
todos os experimentos de encaixe onde foi possivel identificar que o Remdesivir em docagem
com a protease 3CLP™ formou ligaces de hidrogénio com os residuos de aminacidos GLU-
240, HI1S-246 e PRO-108, e interacdes hidrofobicas com os residuos PRO-132 e ILE-200, e
intera¢des cation m com o residuo GLN-107. As intera¢des entre a ribavirina e a protease PLP™
foram formadas ligacGes de hidrogénio, j& com a RdRp , a ribavirina formou ligacGes de
hidrogénio com LEU-271, LEU-270, ASP-269 e TRP-268. Enquanto que o Remdesivir formou
ligacdes hidrogénio com ALA-1070 e GLN-1071, e interacdo hidrofobica com GLU-1072.

No estudo Komatsu®®, as analises de ancoragem foram desenvolvidas com o auxilio do
software Molecular Operating Environment (MOE). Nesse experimento foram encontrados
valores de docagem para o ritonavir onde foi possivel observar a sua ligacdo com a protease
MP™ ocorreu interacdes com Cys44, Cys145, Met165, Asp187, Argl88 e GIn189.

Os estudos in silico de Hall Jr e Ji e Shikder® e colaboradores indicaram que o Remdesivir
é uma molécula promissora para ser usada como referéncia na proposta de novos farmacos
contra o covid-19, uma vez que ela apresentou boa afinidade quimica com o receptor bioldgico.
Neste sentido o Lopinavir, estudado por Santos-Filho e o Ritonavir estudado por Narkhede e
colaboradores e por Komatsu apresentaram resultados de afinidade quimica semelhantes ao
Remdesivir. No entanto um achado muito significativo foi proposto por Kumar e colaboradores,
no qual verificou-se a possibilidade de combinacdo dos farmacos Lopinavir-Ritonavir,
mediante a verificacdo de uma boa energia de ligacéo, abrindo o caminho para novas propostas
de associacdo de farmacos no combate ao virus do Sars-Cov-2.

Os resultados computacionais com a Ribavirina, executados por Wu e colaborares e Yu e
colaboradores sugerem que essa molécula é a mais promissora para o combate contra o covid-
19, pois ela apresentou maior afinidade quimica com o alvo bioldgico. Esta descoberta
possibilita a construcdo de novas entidades quimicas a partir do perfil energético das interacoes

estabelecidas entre o farmaco e o receptor.

CONCLUSAO
Com o advento da pandemia de COVID-19 pesquisadores de todo o0 mundo buscaram

alternativas medicamentosas. Com isso, estudos computacionais ofereceram possibilidades de
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reaproveitamento de drogas ja existentes, o que possibilitou a otimizacdo de tempo e acelerou
0 processo de busca por medicamentos eficazes.

As ferramentas na area da simulagdo computacional como a metodologia de docking
molecular favorecem um melhor custo-beneficio. Tendo em vista que, através destes ocorre a
reducdo de gastos e reducdo de tempo no processo de pesquisa de futuros candidatos a farmacos.

A interrupcdo do SARS-COV-2 ¢ o objetivo de varios trabalhos cientificos. No entanto,
se faz necesséario a realizacdo de mais estudos para elucidar, de forma segura, uma estrutura
quimica capaz de combater a doenca. Desta forma, esta revisdo, surge para oferecer suporte
intelectual e apresentar o empenho computacional de cientistas na busca de potenciais
candidatos a farmacos.

As técnicas computacionais evidenciam a importancia do uso dessas ferramentas que séo
aplicadas em projetos de pesquisa e desenvolvimentos de farmacos. Os estudos analisados
apresentam dados que podem auxiliar na busca de medicamentos eficazes para o tratamento de
complicacdes decorrentes da covid-19. Principalmente no que se refere a associacdo de
farmacos, como foi verificado com a combinacdo Lopinavir-Ritonavir nos ensaios in silico.

A Ribavirina mostrou-se ser uma molécula importante, do ponto de vista energético, visto
que estabiliza o complexo farmaco-receptor, indicando que existe um caminho energeticamente
favoravel que pode inibir o virus causador da covid-19. Com tudo, é primordial que ocorra

ensaios e estudos complementares.
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