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RESUMO:

A triagem de candidatos a novos farmacos pode estar atrelada a analise in silico das propriedades
farmacocinéticas e de docking molecular. A previsao virtual evita perda de tempo e dinheiro. O
objetivo foi avaliar in silico as propriedades ADMET e docking molecular de diferentes compostos
bioativos contra SARS-CoV-2 disponiveis na literatura cientifica. As moléculas foram convertidas
em codigo-SMILE e avaliados com software pkCSM. A busca por moléculas, em particular,
usados para fins terapéuticos com acdes antivirais tém gerado inimeras moléculas com potenciais
terapéuticos. A partir da pesquisa bibliografica, foram selecionadas 25 moléculas em 6
publicacdes. As moléculas apresentaram perfis farmacocinéticos e toxicolégicos variados e valores
de maior afinidade AG variando entre —8,64 e —6,45. Mesmo os bem avaliados apresentam
propriedades que podem ser melhoradas utilizando de desenho racional de drogas, incrementando
suas caracteristicas. As triagens e analises virtuais dos compostos avaliados podem aumentar a
probabilidade de sucesso nos ensaios clinicos.

INTRODUCAO:

A pandemia da COVID-19 trouxe mudancas drasticas e um imenso impacto na populacao
mundial. O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae com molécula de RNA (Acido
Ribonucléico) de fita simples com envelope de glicoproteina em sua superficie (Abd El-Aziz e
Stockand, 2020). O RNA viral é composto por mais de seis sequéncias codificantes como a
protease viral (Mpro). Apos a entrada do virus na célula hospedeira, a replicacdo ocorre lugar no
hospedeiro com a sintese de poliproteinas, das quais a Mpro €é a principal protease do coronavirus
é responsavel por nova replicacdo do virus (Shereen et al., 2020). A proteina Mpro é conservada
entre os coronavirus (CoVs), juntamente com algumas caracteristicas comuns de seus substratos
em diferentes CoVs. A auséncia de qualquer Mpro humano homoélogo intimamente relacionado o
torna um alvo proteico ideal para possiveis medicamentos antivirais, pois é improvavel que seus

inibidores sejam toxicos em humanos.
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O estudo dos produtos naturais tem sido uma estratégia eficaz para desenvolver novos
medicamentos potentes com diferentes finalidades (anti-inflamatérios, antimicrobianos, antivirais,
anticancer, entre outros). O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo,
longo e de alto custo, uma vez que contempla os estudos farmacocinéticos, os quais abrangem os
processos de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdao e toxicidade (ADMET), ou seja, “o
que o organismo faz com o farmaco” (Guido et al.,, 2010). A fase farmacodinamica esta
relacionada com a interacao do farmaco com seu alvo (receptor, enzimas etc.) e a consequente
producdo do efeito terapéutico, e pode ser entendida como “o que o farmaco faz no organismo”
(Pereira, 2007). As abordagens computacionais podem ajudar a diminuir os custos e acelerar a
realizacdao dessa triagem molecular a fim de encontrar moléculas bioativas de interesse médico
(Tropsha et al., 2016).

Embora muitas vacinas tenham sido aprovadas em todo o mundo, ainda ndo ha tratamento
para a COVID-19, e apenas medidas de suporte e prevencao estao sendo aplicadas para reduzir as
complicacoes da doenca. Além disso, ao tentar se adaptar a ambientes em mudanca, o virus
desenvolveu uma série de mutagOes que podem afetar fortemente sua transmissibilidade e
infectividade. Essas muta¢Ges também sdo propensas a aumentar e se espalhar em todo o mundo,

devido a selecdo natural.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos bioativos, ADMET, COVID-19.

METODO:
As estruturas moleculares dos compostos bioativos foram obtidas por meio pesquisa

bibliografica a partir do levantamento de referéncias teéricas publicadas na forma de artigos
cientificos nos tultimos dez anos. Para a pesquisa, foi elaborada uma estratégia de busca que
combinem os campos “titulo” e “resumo” para as palavras-chave “molecule” cruzada com
“bioative compound” e “anti-SARS-CoV-2” combinadas com nomes de plantas tradicionalmente
utilizadas como anti-virais, entre o intervalo de tempo de 2020 a 2022. Para a realizacdo da busca
dos artigos, utilizou-se as bases de dados PubMed e Scielo.

As moléculas selecionadas foram convertidas em um c6digo tinico, composto de letras e
nimeros em uma Unica linha continua, que consiga guardar todas as informacoes sobre a estrutura
e particularidades do composto (Coédigo SMILE, Simplified Molecular Input Line

EntrySpecification). A conversdo em codigos SMILE foi realizada como auxilio da ferramenta
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SMILE Generator disponivel em:

http://www.cheminfo.org/flavor/malaria/Utilities/SMILES generator _ checker/index.html. O

Codigo SMILE de cada molécula foi avaliado pelo software on-line pkCSM, disponivel em:
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/.  As propriedades fisico-quimicas (lipofilicidade, pKa,
solubilidade, permeabilidade) e estabilidade (metabdlica, no plasma e em solucdao) de entidades
quimicas. Adicionalmente, serdo avaliadas as propriedades “drug-like” na descoberta de farmacos
e metodologias relacionadas com a absorcdo, distribuicao, metabolismo e toxicidade (totalizando
30 modelos preditivos).

As coordenadas atomicas da proteina Mpro foram obtidas por meio do banco de dados
PDB (Protein Data Bank), pelo cédigo de acesso 2H2Z (Dai et al., 2020). Os experimentos de
docking proteina-ligante entre a Mpro e Ligante, foram realizados por meio do software
SwissDock (Grosdidier et al., 2011). O algoritmo de busca conformacional utilizado sera o
algoritmo genético Lamarckiano. Foram obtidas dez conformacdes para cada complexo proteina-
ligante. Completados os passos anteriores, a conformacao de menor energia de cada complexo sera
escolhida para andlise no VMD. Os dados gerados foram analisados com auxilio do software

Microsoft Excel.
RESULTADOS E DISCUSSOES:
A busca por compostos bioativos, em particular, usados para fins terapéuticos com acdes

antivirais tém gerado inimeras moléculas com potenciais terapéuticos. A partir da pesquisa

bibliografica, foram selecionadas 25 moléculas em 6 publicacdes (Tabela 1).

Referéncia Titulo
Biochemical screening for SARS-CoV-2 main
protease inhibitors.

Coelho et al., 2020 2020 4

Propolis, Bee Honey, and Their Components Protect
Ali e Kunugi, 2021 against Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): A | 2021 5
Review of In Silico, In Vitro, and Clinical Studies.

Natural Bioactive Molecules as Potential Agents

Chen et al., 2021 Against SARS-CoV-2. 2021 4
Bahadur-Gurung et al., | Identification of SARS-CoV-2 inhibitors from
2021 extracts of Houttuynia cordata Thunb. 2021 4

Identification of bioactive molecule from Withania
Tripathi et al., 2021 | somnifera (Ashwagandha) as SARS-CoV-2 main 2021 5
protease inhibitor.
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Drug-Repurposing Screening Identified Tropifexor as
a SARS-CoV-2 Papain-like Protease Inhibitor.

Tabela 1 — Artigos selecionados para coleta de moléculas bioativas. "Numero de moléculas
selecionadas para o estudo.

2022 3

Ma et al., 2022

As moléculas selecionadas foram avaliadas em laboratério entre moléculas inéditas e ja
conhecidas por outras atividades biol6gicas. Duas moléculas foram escolhidas como controles
positivos das analises posteriores devido a sua acdao anti-SARS-CoV-2 (Remdesivir e Michel
acceptor inhibitor- N3). A partir dos dados estruturais publicados, as estruturas moleculares foram
convertidas em codigos SMILES, o qual é um modo de representacao de estruturas quimicas
somente com caracteres normais ASCII (American Standard Code for Information Interchange),
composto de letras e nimeros em uma unica linha continua, que consiga guardar todas as
informag0es sobre a estrutura e particularidades do composto. A conversdao em cdédigo SMILES é
essencial para analises farmacocinéticas, uma vez que é o arquivo de entrada para andlise on-line
pelo pkCSM, onde as caracteristicas de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade
foram preditas. Para a analise integrada dos resultados qualitativos e quantitativos, foram
atribuidos pesos aos parametros avaliados focando nas caracteristicas importantes para a acdo do
composto bioativo. Dessa forma, foi possivel ranquear as moléculas a partir dos pardmetros

farmacocinéticos (Tabela 2).

| Moléculas

Pontuacao
Phenylmercuric acetate (2) 132364
1,2,3,4,5-pentametoxi-dibenzo-quinolin-7-ona 129701
CAPE (Caffeic acid phenethyl ester) 117517,88
7-oxodesidroasimilobina 111855
1,2-dimetoxi-3-hidroxi-5-oxonoraporfina 109483
Tropifexor 87490,52
EACC 84476
Michel acceptor inhibitor- N3 (controle positivo) 78234,52
Tannic acid 66799
Nicotiflorin 65175
Luteolin 59851
Remdesivir (controle positivo) 42249,62
'Withanoside IV 34142
Sintoindoside IX 28617,6
Thimerosal (1) 17940,7
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Rutin 8642,6
Anacardic acid n. 91 264,102
Baicalein n. 43 246,152
Psoralidin n. 114 219,152
Iguesterin n. 34 197,761
Evans blue 167,8

KY-226 161,699
'Withanoside 11 153,2

'Withanoside V 144,94
Quercetin -18929

Tabela 2 - Ranqueamento das moléculas baseado na pontuacdo dos resultados obtidos pela andlise
do software pkCSM.

O acetato fenilmerctrico é outro composto organico contendo mercurio, utilizado como
conservante em tintas e como desinfetante, ja descritos na literatura coo inibidores de Mpro de
SARS-CoV. Os indicadores fisico-quimicos tém usados durante o inicio do desenvolvimento de
farmacos por fornecerem informacOes que se relacionam com as principais propriedades que
afetam as fungdes bioldgicas (Li et al., 2019). A ferramenta on-line pkCSM é utilizada para a
predicdo da toxicidade de candidatos a farmacos a partir das propriedades ADMET. Esta etapa é
fundamental para predizer se os potenciais farmacos, apresentam os parametros adequados para a
selecdo de drogas, visando a administracdo no organismo humano. Por ser gratuito, ndao retém
nenhuma informagao enviada e fornece uma plataforma integrada capaz de avaliar de forma rapida
propriedades farmacocinéticas e de toxicidade de candidatos a farmacos (Pires et al., 2015). Os
aspectos de toxicidade de farmacos envolvem diferentes testes.

O desenvolvimento de medicamentos requer em meédia de 13 anos de pesquisas. Além do
projeto e da producao, é necessario examinar a eficacia, a toxicidade e os perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos da droga em estudos baseados em células e animais (Zhang et al., 2020). Os
resultados obtidos mostram a importancia das andlises do potencial farmacocinético durante a
triagem de moléculas e seus derivados bioativos. As avaliagOes in silico realizada antes e durante
0s ensaios in vitro podem economizar recursos e tempo na busca por novos farmacos (Xiao et al.,
2020).

O modelo construido e de boa qualidade da proteina Mpro foi entdo usado para a predizer a
ligacdo de diferentes ligantes por meio de testes de docking molecular. As interacdes da Mpro as
moléculas escolhidas foram avaliadas por meio da estimativa de energia livre (AG), Tabela 3.

Quanto mais negativo for o valor da energia de ligacao (entalpia livre de Gibbs), mais exotérmica



11 SIMPOSIO DE
PESQUISA DO
ECOSSISTEMA ANIMA

JUNTOSPELO.
CONHECIMENTO:

_um novo saber cria um novo amant

serd a interacdo proposta. A aptiddo total e as pontuacgdes totais da ferramenta online SwissDock
indicam que valores mais baixos representam modos de ligacdo que sdo mais favoraveis do que

nimeros de pontuacao mais elevados.

Moléculas AG Estimado FullFitness
(kcal/mol) (kcal/mol)

'Withanoside IT -8,64 -872.42
Sitoindoside IX -8,48 -759,88
Remdesivir (controle positivo) -8,47 -1060,03
Tropifexor -8,47 -1060,03
KY-226 -8,11 -1161.55
Thimerosal (1) 8,11 -851.07
'Withanoside IV -8,02 -893.18
Rutin -8 -937,93
Nicotiflorin -7,98 -951,31
'Withanoside V -7,98 -887.58
Acido tanico 7,74 -852,65
Evans blue (11) -7,74 -852,65
Michel acceptor inhibitor- N3 (controle 742 -1072,42
positivo) ’

Iguesterin -7,28 -1006.32
CAPE (Caffeic acid phenethyl ester) 7,22 -1098.04
Anacardic acid -7,19 -1125.09
EACC -6,97 -1176,78
1,2-dimetoxi-3-hidroxi-5-oxonoraporfina -6,91 -1035,76
Psoralidin -6,84 -1089.50
3 -6,75 -1003,65
Quercetin -6,73 -1080,61
Luteolin -6,68 -1107,93
14 -6,66 -1047,83
Baicalein -6,45 -1082.20
Phenylmercuric acetate (2) ND ND

Tabela 3 - Energias de interacdo estimada das melhores poses de docking molecular de Mpro com
ligantes a partir dos resultados obtidos pelo programa SwissDock. ND - Nao determinado.

Os valores de docking mostraram uma maior afinidade para o Withanoside II e
Sitoindoside IX (-8,64 e -8,48 kcal/mol, respectivamente). Contudo, tais ligantes ndo apresentaram
as melhores pontuagOes em relacdao aos parametros farmacocinéticos. Os resultados evidenciam a

complexidade no desenvolvimento de futuros farmacos. Devido a complexidade estrutural do
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Phenylmercuric acetate, nao foi possivel obter os resultados de docking molecular. De fato, os

dados computacionais podem ser corroborados com experimentos in vitro.

CONCLUSOES:

A busca por novos farmacos com potencial terapéutico é de extrema importancia e tem
inicio com os testes in vitro. A triagem de candidatos pode estar atrelada a andlise in silico das
propriedades farmacocinéticas e de docking molecular. As moléculas escolhidas apresentam
potencial terapéutico, mas apresentaram perfis farmacocinéticos preditos variados. Os resultados
mostram que mesmo 0S compostos mais bem avaliados apresentam propriedades que podem ser
melhoradas utilizando metodologias de desenho racional de drogas, onde modificacGes
subsequentes podem ser realizadas para aprimorar a molécula ligante e torna-la mais especifica
para um determinado alvo, incrementando suas caracteristicas farmacoldgicas. As triagens e
analises virtuais das propriedades farmacocinéticas dos compostos avaliados podem aumentar a

probabilidade de sucesso nos ensaios clinicos.
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