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RESUMO

Em 2019, na cidade de Wuhan, na China, um novo coronavirus (SARS-CoV-2) foi
identificado e estabelecido como uma potencial ameaca global. O virus se espalhou
rapidamente ¢ culminou em uma pandemia mundial a partir do ano de 2020. Para o
combate ao novo coronavirus, diversos cientistas e pesquisadores trabalharam
incansavelmente até produzirem dados suficientes para inibir a atividade viral. A MP™
(Main Protease — Protease Principal) do SARS-CoV-2 desempenha um papel fundamental
no ciclo de replicagdo viral e € um alvo potencial para o desenvolvimento de inibidores.
Para essa tarefa, os métodos computacionais podem contribuir efetivamente para
descobertas e desenvolvimento de novos medicamentos para o combate ao virus.
Trabalhos e publicagdes anteriores a respeito da inibi¢ao da atividade viral do SARS-CoV
serviram de base para o estudo de compostos com atividade inibitoria contra a MP™ do
SARS-CoV-2, uma vez que o alinhamento das sequéncias das duas enzimas MP™ possui
uma similaridade de 86,125%. O Docking Molecular foi realizado com o software
Molegro Virtual Docker (MVD®). Os resultados obtidos mostraram que os biflavondides
de Torreya nucifera apresentaram melhor energia de interagdo intermolecular para MP™
do SARS-CoV e SARS-CoV-2. Neste caso, trés ligantes (21, 2m e 2n) apresentaram
energia de interagdo intermolecular de —235.09 kcal mol!, =223.42 kcal mol ™! e —222.39
kcal mol™!, respectivamente, para SARS—CoV. De maneira semelhante, esses ligantes
apresentaram energia de interagio de —228.89 kcal mol-1, —225.10 kcal mol''e —234.62
kcal mol™!, respectivamente, para SARS-CoV-2. Os resultados do trabalho indicam que
os potenciais inibidores da MP™ do SARS-CoV podem ser efetivos contra a MP™ do
SARS-CoV-2. Portanto, os resultados deste trabalho se mostram relevantes e poderdao

servir de base para futuros projetos visando a atividade viral do SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV, SARS-CoV-2, M quimica computacional, docking

molecular



ABSTRACT

In 2019, in the city of Wuhan, China, a new coronavirus (SARS-CoV-2) was identified
and established as a potential global threat. The virus spread rapidly and culminated in a
worldwide pandemic starting in 2020. To combat the novel coronavirus, several scientists
and researchers have worked tirelessly until they have produced enough data to inhibit
viral activity. The MP™ (Main Protease) of SARS-CoV-2 plays a key role in the viral
replication cycle and is a potential target for the development of inhibitors. For this task,
computational methods can effectively contribute to the discovery and development of
new drugs to combat the virus. Previous work and publications on the inhibition of SARS-
CoV viral activity served as a basis for the study of compounds with inhibitory activity
against the MP™ of SARS-CoV-2, since the alignment of the sequences of both MP®
enzymes has a similarity of 86.125%. Molecular docking was carried out using the
Molegro Virtual Docker (MVD®) software. The results showed that Torreya nucifera
biflavonoids showed the best intermolecular interaction energy for MP* of SARS-CoV
and SARS-CoV-2. In this case, three ligands (21, 2m e 2n) showed intermolecular
interaction energies of —235.09 kcal mol™!, —223.42 kcal mol! and —222.39 kcal mol !,
respectively, for SARS-CoV. Similarly, these ligands showed interaction energies of
—228.89 kcal mol!, —225.10 kcal mol™! and —234.62 kcal mol™!, respectively, for SARS-
CoV-2. The results of this work indicate that potential inhibitors of the SARS-CoV MP™
may be effective against the M of SARS-CoV-2. Therefore, the results of this work are
relevant and could serve as a basis for future projects targeting the viral activity of SARS-

CoV-2.

Keywords: SARS-CoV, SARS-CoV-2, MP* Computational chemistry, molecular
docking
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CAPITULO 1: Estudos computacionais no tratamento da COVID-19

1. Introducio

Em 2019, na cidade chinesa de Wuhan, surgiram os primeiros casos da doenca do
novo coronavirus, designada como COVID-19 (Coronavirus disease 2019, em inglés).
Rapidamente se espalhou pelo mundo e causou sérios danos a satde internacional e a
economia (WU et al., 2020; ZHOU et al., 2020). O agente etioldgico foi identificado
como um novo virus da familia Coronoviridae e foi nomeado como Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2, em inglés) pelo Comité
Internacional na Taxonomia de Virus. O motivo dessa denominagdo deve-se ao fato de
seu genoma do RNA ser aproximadamente 82% idéntico ao do coronavirus SARS
(SARS-CoV) (ZHANG, Linlin et al., 2020). Além disso, o0 SARS-CoV-2 mostra uma
semelhanca de 79% com o coronavirus SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) e
uma semelhanga de 50% com o coronavirus MERS (Middle East Respiratory Syndrome)
(PARK; THWAITES; OPENSHAW, 2020).

Em uma analise de dados no inicio do surto, foi evidenciado que o numero total
de casos confirmados de COVID-19 estava aumentando rapidamente pelo mundo até a
data de 31 de dezembro de 2019. Dessa forma, ao passo que se o virus se disseminava
incontrolavelmente, a Organizagdo Mundial da Satde declarou a pandemia no dia 11 de
mar¢o de 2020 (BALOCH et al., 2020). Até 3 de julho de 2020, cerca de 217 paises e
outras areas foram afetadas pelo virus, e mais de 10,710,000 casos foram confirmados
globalmente para além das 517,877 mortes (CHEN, Xi ef al., 2020). Apds quase quatro
anos desde o inicio da pandemia, esses numeros alcancaram valores inimaginaveis. De
acordo com os dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO Coronavirus (COVID-
19) Dashboard), até a data de 12 de outubro de 2023 houve mais de 770 milhdes de casos
confirmados mundialmente e aproximadamente 7 milhdes de mortes. Mas apesar disso,
com os esforcos dos cientistas e 0 avango da tecnologia, a rapida produgdo das vacinas
alcancou a marca de mais de 13,5 bilhdes de doses de vacinas administradas, um marco

historico no ambito das vacinas.

Para compreender a elevada propagacgao do virus, primeiro € crucial entender que
0 SARS-CoV-2 se replica no trato respiratorio superior, o que significa que os pacientes

infectados produzem uma grande quantidade de particulas virais que contribuem para a
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disseminagao da infec¢ao (CHAN et al., 2020). Coincidindo com MERS e SARS, nao ha
caracteristicas clinicas distintas da COVID-19, e os sintomas sdo semelhantes a outras
infecgdes respiratorias agudas graves (ARABI et al., 2017; ARABI; MURTHY; WEBB,
2020; CHEN, Nanshan et al., 2020; HUANG et al., 2020). Todos os protocolos e
caracterizagdo foram coletados em pacientes em todo o mundo para melhor compreender
a doenga, em termos de historico, perfis clinicos, modo de transmissdo, técnicas de
manejo e riscos, tudo para ndo comprometer a saude do mundo (ARABI; MURTHY;

WEBB, 2020; ZHANG, Tengyue et al., 2020)

A principal protease do virus SARS-CoV-2 (MP™), também conhecida como
SARS-CoV 3C-like protease (3CLP™), ¢ reconhecida como uma proteina nao estrutural
do coronavirus (Nsp5) e um alvo em potencial para o desenvolvimento de medicamentos
(RUT et al., 2021a). O site UniProt nos fornece, dentre outras fungdes, um resumo
completo de todos os dados conhecidos sobre a sequéncia de proteinas, associado a um
resumo das informagdes funcionais verificadas experimentalmente ou previstas
computacionalmente sobre as proteinas (BATEMAN et al., 2021). A fim de avaliar a
semelhanca entre as sequéncias de ambas as enzimas MP™ do SARS-CoV e do SARS-
CoV-2, o site proveu os resultados apresentados no material suplementar (Figura S1),

mostrando que a semelhanca de suas identidades sequenciais atinge o valor de 86,125%.

Dessa forma, para o presente trabalho, primeiro foi realizado uma pesquisa em
artigos e trabalhos anteriores que apresentavam potenciais inibidores da MP™ do SARS-
CoV (LEE; LEE; LEE; KIM; et al., 2009; LIU ef al., 2014; RAMAJAYAM et al., 2010;
RYU et al., 2010). Em seguida, investigou-se estes mesmos compostos visando a
protease, baseado em suas similaridades estruturais. Por meio de célculos de ancoramento
molecular, buscou-se avaliar os valores de energia de interacdo (afinidade) entre os
compostos e as duas proteases, € assim verificar se os resultados seriam satisfatorios para

ambos os alvos.

2. Objetivos

Investigar a provavel aplicacdo de compostos inibidores da MP* do SARS-CoV

na MP™ do SARS-CoV-2 por meio de estudos computacionais.
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2.1. Objetivos especificos
e Determinar as energias de interacao intermolecular dos compostos inibidores
nos dois alvos por meio do célculo de Docking Molecular e parametros obtidos;
e Avaliar as energias e comprimento de ligagcdo de hidrogénio dos compostos com
os residuos da cavidade nos dois alvos;
e Avaliar as interagdes dos compostos com a diade catalitica;
e Comparar os resultados do calculo de Docking para o primeiro alvo com os

resultados para o segundo alvo.
3. Referencial teorico
3.1 SARS-CoV-2

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ¢ conhecido
como um virus da familia Coronoviridae com alta taxa de transmissdo, o qual causou a
pandemia global, cuja doenga ficou denominada como “Coronavirus Disease 2019”
(COVID-19) (GORBALENYA et al, 2020; RAVI; SAXENA; PANDA, 2022). A
infeccdo em humanos ¢ comumente associada a doengas respiratorias, sendo que a
replicagcdo do virus pode ser identificada no trato respiratorio superior e inferior, o que
acomete sua alta taxa de transmissdo. Contudo, também pdde ser detectado replicagdao no

trato gastrointestinal (SALZBERGER et al., 2021)

A avaliacdo do genoma do SARS-CoV-2 revela aproximadamente 88% de
identidade de sequéncia com dois coronavirus encontrados em morcegos (bat-
SLCoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21), como também foi identificado 96.2% de
similaridade gendomica com um coronavirus (RaTG13) identificado no morcego
Rhinolophus affinis (HU, Ben et al., 2021; LU, Roujian et al., 2020). Nesse sentido, as
informacgdes sugerem que o hospedeiro original do surto de SARS-CoV-2 era semelhante

a um morcego (LU, Hongzhou; STRATTON; TANG, 2020).

Além disso, pode ser identificado no SARS-CoV-2 um compartilhamento de 79%
da sequéncia do nucleotideo com o SARS-CoV, o responsavel pela epidemia do SARS
em 2002-2004 (JACKSON et al., 2022). Nao obstante, o novo coronavirus depende de
seu receptor obrigatorio para entrar nas células, a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2), a mesma identificada em 2003 como receptor do SARS-CoV (HOFFMANN et
al.,2020; JACKSON et al., 2022). Por outro lado, SARS-CoV-2 também apresenta cerca
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de 50% de similaridade genética com o Middle East Respiratory Syndrome Coronaviurs
(MERS-CoV), uma epidemia que acometeu o Oriente Médio (Arabia Saudita), em 2012
[https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32275259].

3.2 Virologia

Os coronavirus (CoV) sdo identificados como virus de RNA de cadeia positiva
que podem ser encontrados em muitas espécies de animais (SINGH; Y1, 2021). Esse virus
possui uma camada de glicoproteina constituida por duas subunidades S1 e S2
(JACKSON et al., 2022). S1 ¢ responsavel pela adesdo do virus a célula hospedeira
enquanto S2 ajuda com a fusdo na membrana da célula hospedeira (RAVI; SAXENA;
PANDA, 2022).

O virus também contém suas devidas estruturas de proteinas, como a proteina do
nucleocapsideo (N), a proteina Spike (S), que é responsavel pela ligagdo com o receptor,
proteinas integrais de membrana e pequenas proteinas de membrana (proteinas M e E). A
maioria das proteinas codificadas pelo SARS-CoV-2 possui uma semelhanga de tamanho
com as proteinas correspondentes ao SARS-CoV (HU, Ben ef al., 2021). O SARS-CoV-
2 contém um RNA filogeneticamente diferente do gene da RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) e proteinas como a 3CLP™ (3-chymotrypsin-like protease), protease do
tipo papaina, dentre outras (RAVI; SAXENA; PANDA, 2022).

Foi constado que no ciclo de vida intracelular, os coronavirus expressam e
replicam o seu RNA gendmico, produzindo cdpias completas que sdo incorporadas em
particulas virais recém-formadas. Os coronavirus possuem grandes genomas de RNA,
flanqueados por regides ndo traduzidas 5’ e 3" que contém estruturas de RNA secundario
essenciais para a sintese de RNA. Na extremidade 5', o RNA gendmico apresenta duas
grandes estruturas de leitura aberta (ORF; ORFla e ORF1b) que ocupam dois ter¢os do
genoma encapsulado e poliadenilado. A ORF1a e a ORF1b codificam 15-16 proteinas ndo
estruturais (nsp, em inglés), das quais 15 compdem o complexo viral de replicacdo e
transcrigdo (RTC, em inglés) que inclui, entre outras, enzimas de processamento e
modificagdo de RNA e uma funcdo de revisdo de RNA necessaria para manter a

integridade do genoma do coronavirus >30kb (Figura 1) (V’KOVSKI et al., 2021).
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Figura 1: Coronavirus e seu ciclo viral. Fonte: (V’KOVSKI et al., 2021)

3.3 Variantes de SARS-CoV-2

Uma analise dos genomas do SARS-CoV-2, recolhidos pelo mundo todo durante
o curso da pandemia, revelou o aparecimento de subgrupos do virus com mutagdes
distintas (SINGH; YI, 2021). A variante N439K foi descoberta e estd preocupando os
pesquisadores. Sua afinidade pelo receptor ACE2 ¢ superior as demais, além disso ela
contém caracteristicas neutralizantes de alguns anticorpos monoclonais e policlonais
presente no soro de quem se recupera da infeccdo (HARVEY et al., 2021). Outra variante

que se mostrou alarmante foi a Omicron, que apresenta muitas mutagdes, quando
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comparado as outras. Somente na proteina Spike € possivel encontrar cerca de 32
mutagdes que pode contribuir efetivamente para a replicagao viral (WANG, Youchun ef

al., 2022).

O Instituto Nacional de Alergia e Doencgas Infecciosas (NIAID, em inglés) criou
o programa SAVE (SARS-CoV-2 Assessment of Viral Evolution), em janeiro de 2021,
para geracdo de dados do SARS-CoV-2 Interagency Group (SIG), para facilitar o
compartilhamento rapido de dados com parceiros globais € a comunidade cientifica. O
programa opera de forma a avaliar e fornecer avaliacdes sobre o risco de mutacdes
emergentes relacionada ao SARS-CoV-2, que podem afetar a transmissibilidade, forca

viral e imunidade induzida pela infec¢@o ou pela vacina (DEGRACE et al., 2022).

3.4 COVID-19

A infec¢do do SARS-CoV-2 se tornou uma emergéncia de saude publica a medida
que a pandemia se instalava e o virus se propagava. A doencga causada pelo virus foi entdo
nomeada de coronavirus disease 2019 (COVID-19, em inglés) pela Organizagao Mundial
da Saude, em 11 de fevereiro de 2020 (CHEN, Xi et al., 2020). A maioria dos sintomas
encontrados nos pacientes que foram infectados sdo: febre, tosse seca, fadiga, dores de

cabeca, e at¢ mesmo dores abdominais e diarreia (SHI ez al., 2020).

Os agentes terapéuticos investigados durante a pandemia vao de medicagdes com
diferentes mecanismos de a¢do, como os antivirais que promoviam inibi¢ao da replicagao
viral, anticorpos monoclonais recombinantes que bloqueiam a entrada do virus na célula
e até métodos terapéuticos que visam a resposta imune do hospedeiro (MURAKAMI et
al., 2023). Apesar das pesquisas terem trazido avangos significativos para as vacinas
contra 0 SARS-CoV-2, ainda ¢ necessario um foco no desenvolvimento de potenciais
farmacos para o tratamento de pessoas com sintomas clinicos severos (YUAN et al.,
2023). Algumas pesquisas continuam sendo realizadas para analisar os efeitos da doenca
a longo prazo e das consequéncias da infeccdo, que podem afetar outros orgdos. Os
primeiros relatorios, por exemplo, apresentam algumas manifestagdes causadas pela
infeccdo do SARS-CoV-2, tais como fadiga, dispneia, dores no peito, perturbagdes
cognitivas, artralgia e um certo declinio na qualidade de vida (NALBANDIAN et al.,
2021).
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3.5 Protease

As proteases sdo enzimas que hidrolisam as ligagdes peptidicas de unidades de
polipeptidios e proteinas (AGBOWURO et al., 2018). Em humanos, hé cinco familias de
proteases: serina, cisteina, aspartil, treonina e metalo proteases. A cisteina, treonina e
serina proteases sao caracterizadas pelo uso de residuos nucleofilicos do sitio ativo para
hidrolisar as ligacdes peptidicas, de forma que as aspartil proteases utilizam residuos do
sitio ativo para ativar moléculas de agua para o ataque nucleofilico (SANMAN; BOGYO,
2014). Dessa forma, no corpo humano, suas func¢des vao desde regular fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e receptores celulares, tanto por meio da ativagao
como inativa¢do, conduzindo a uma sinalizagdo intracelular e regulacdo genética
(CRAIK; PAGE; MADISON, 2011). Portanto, as proteases podem desempenhar papéis
decisivos em diferentes setores, como o comercial, farmacéutico, analitico, de diagnostico

e muitos outros (GURUMALLESH et al., 2019).

Uma vez que suas fungdes sdo numerosas e podem ocorrer intra- e
extracelularmente, a regulacdo ¢ um fator importante na aplicacdo das proteases como
forma terapéutica. As descobertas e desenvolvimentos de antivirais, por exemplo, possui
um grande valor na pesquisa sobre virus, € esses estudos levaram ao uso clinico de
diferentes farmacos direcionado as proteases € aos processos que sdo vitais para o ciclo
viral (TONG, 2002). Nesse sentido, as enzimas virais fundamentais para a producao de
virus infecciosos passaram a representar potenciais alvos terapéuticos. A pesquisa € 0
desenvolvimento de inibidores contra esses alvos virais, por exemplo, podem ser
auxiliados por bibliotecas de compostos e terapias racionais baseados em cristalografia

de raios X e técnicas como a triagem de alto rendimento em (PATICK; POTTS, 1998).

3.6 3CLP™ (MP™)

Um estudo realizado na MP™ do SARS-CoV constou que a protease contém trés
dominios. Localizado em uma fenda entre os dominios | e Il, o sitio ativo possui uma
diade catalitica formada pelos residuos de aminoécidos Cys145 e His41l (ANAND et al.,

1999). Também ha uma molécula de 4gua com um hidrogénio ligado a His41 (TAN et
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al., 2005), significando o surgimento de um terceiro componente de uma triade catalitica.
Nesse sentido, o terceiro dominio da MP™ é reconhecido como necessario para manter a
atividade proteolitica, o que d& ao dominio Il e a alca longa uma orientacdo
cataliticamente favoravel (ANAND et al., 2002) e/ou orientando os residuos N-terminais

que atuam com um papel importante para a atividade (YANG et al., 2003).

Com isso, as recentes propostas de farmacos contra o SARS-CoV-2 tém visado a
sua protease principal MP™ (também conhecida por 3CLP™), pois ela é a responsavel pelo
processamento da poliproteina que ¢ traduzida a partir do RNA do virus (SRIVASTAVA;
YADAV; SARKAR, 2020). A protease ¢ reconhecida como uma proteina nio-estrutural
do coronavirus (Nsp5) e um potencial alvo para o desenvolvimento de farmacos (RUT et
al., 2021b). Similar ao SARS-CoV, a MP™ do SARS-CoV-2 consiste em trés dominios e
0 seu sitio ativo apresenta uma diade catalitica formada pelos residuos de aminoacidos
conservados His41 e Cys145 (HU, Qing et al., 2022; JIN et al., 2020a). Sendo assim, com
as informacdes de estrutura e mecanismos da protease responsavel pelo processamento
viral, os estudos in vitro, in vivo e ensaios clinicos passam a ser conduzidos pela busca de
compostos que possuam potencialidades inibitorias contra o alvo, tornando assim uma

medida terapéutica apropriada contra o virus.

Nirmatrelvir (PF-07321332) (Figura 2) ¢ um agente antiviral administrado de
forma oral com potencial de inibi¢cdo da enzima MP™ do SARS-CoV-2. O composto pode
diminuir a atividade e replicagdo do virus num vasto espectro do coronavirus in
vitro(processo biologico que ocorre fora dos sistemas vivos) (HAMMOND et al., 2022).
O composto € capaz de se ligar ao sitio ativo da enzima e interromper a diade catalitica
His41 e Cys145, perturbando o ciclo viral no organismo (AHMAD et al., 2021). Por sua
vez, lopinavir e ritonavir (Figura 2) sdo inibidores de protease do HIV-1 que foram
identificados inibidores da MP™® do SARS-CoV-2 (RAFI et al., 2022). Esses compostos
sdo utilizados contra o atual virus, pois sdo potenciais inibidores do SARS-CoV

(NUKOOLKARN et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura quimica dos compostos Nirmatelvir (A), Lopinavir (B) e Ritonavir (C).

0O AZD7442, também conhecido como Evusheld, consiste em uma fusao de dois
anticorpos monoclonais humanos de longa acdo, denominados tixagevimab (AZD8895
ou COV2-2196) e cilgavimab (AZD1061 ou COV2-2130) (Figura 3). Estes anticorpos
foram obtidos através do processo de clonagem de linfocitos B, isolados de células
mononucleares presentes no sangue periférico de individuos que se recuperaram da
COVID-19. Em fevereiro de 2022, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a concessdo de autorizagdo temporaria de uso
emergencial, em carater experimental, para o medicamento Evusheld (cilgavimab +
tixagevimab). Este representa o primeiro medicamento com indicacdo profilatica
autorizado no Brasil, sendo constituido por anticorpos monoclonais IgG1l humanos
recombinantes, disponibilizados em dois frascos co-embalados para administracdo

intramuscular (ANVISA, 2022a & 2022b).



18

Figura 3: Evusheld, composto pelos anticorpos monoclonais humanos tixagevimab e
cilgavimab. Fonte: https://www.al.pi.leg.br/tv/noticias-tv-1/anvisa-aprova-remedio-
contra-covid-19-para-imunocomprometidos. Acessado em 30/11/2023.

3.7 Vacinas

O desenvolvimento de vacinas contra um agente etioldogico geralmente ¢ tardio
até a garantia de suas eficacias e a devida distribuicao a populagdo. No entanto, as novas
plataformas de produc¢do, a concessdo de antigenos com base na estrutura, a engenharia
de proteinas, a biologia computacional, os variados bancos de dados de compostos e a
sintese de genes forneceram as ferramentas necessarias para produzir vacinas com rapidez
e precisdo, que pode muito bem ser evidenciado com as vacinas para a COVID-19

(GRAHAM, 2020).

As vacinas antivirais podem ser classificadas em duas grandes categorias. A
primeira categoria refere-se as vacinas com tecnologia de RNA mensageiro. Ao ser
administrada, a vacina introduz no organismo a sequéncia de RN A mensageiro, contendo
a férmula para que as células produzam uma proteina especifica do agente que se pretende
imunizar. Em outras palavras, a vacina instrui as células a sintetizarem a proteina precisa
que desencadeia a producdo de anticorpos pelo corpo. A segunda categoria refere-se as
vacinas com microrganismos atenuados ou totalmente inativados, feitas com o
microrganismo enfraquecido em laboratério, a partir de um individuo ou animal

infectado, ou formuladas com o virus morto e seus fragmentos. Diferente do imunizante
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com virus atenuado, neste tipo de vacina, ela apenas engana o organismo para que passe
a desenvolver apenas os anticorpos, sem desenvolver a doenga. Por um outro lado, ha
também a vacina de vetor viral, que ¢ feita com determinados genes do virus que sao
incapazes de se replicar no organismo. Esse virus modificado funciona como um alerta
para que o sistema imunologico comece a trabalhar contra os invasores. (GRAHAM,

2020).

De acordo com o Portal do Butantan, as vacinas que foram mais aplicadas para a
populagdo no Brasil foram: CoronaVac, vacina do Butantan feita em parceria com a
Sinovac, AstraZeneca, Pfizer e Janssen. A CoronaVac utiliza a tecnologia de virus
inativado, onde no individuo ela induz uma resposta imunoldgica, mas nao ¢ capaz de
causar a doenca. AstraZeneca, que foi desenvolvida em parceria com a universidade de
Oxford, foi produzida no Brasil pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), e a tecnologia
empregada ¢ o uso do vetor viral. O adenovirus, que infecta os chimpanzés, ¢
geneticamente manipulado para que seja introduzido o gene da proteina Spike do SARS-
CoV-2. Ja a vacina da Pfizer se baseia na tecnologia de RNA mensageiro (mRNA). O
mRNA sintético promove as instrugdes ao organismo para a producio de proteinas que
se encontram na superficie do novo coronavirus, estimulando a resposta imune do
sistema. Por fim, a Janssen, do grupo Johnson & Johnson, foi aplicada em uma unica
dose. Assim como a AstraZeneca, também ¢ utilizado a tecnologia do vetor viral, baseado
em um tipo especifico de adenovirus que foi modificado geneticamente para ndo se

replicar em humanos.

3.8 Modelagem Molecular

As técnicas de Modelagem Molecular em ambientes computacionais se tornaram
uma ferramenta fundamental para facilitar a interpretacio e predicdo de dados
experimentais a nivel molecular (VAN GUNSTEREN; DOLENC; MARK, 2008). A
evolugcdo dos computadores com o desenvolvimento da tecnologia tornou possivel
analisar, comparar e caracterizar dados complexos que sdo obtidos por meio de sistemas

biomoleculares experimentais (VAN GUNSTEREN et al., 2006).

As metodologias de Ancoramento Molecular apresentam estratégias de grande

importancia no planejamento e design de novos farmacos. Em suma, elas visam prever o
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modo de interagdo ¢ a afinidade de uma molécula no sitio de ligagdo do receptor de
interesse (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014). Sabe-se que no meio
bioldgico o receptor pode ser encontrado no estado livre ou interagindo com um ligante
endogeno ou exdgeno de forma reversivel ou ndo. Em equilibrio (reversivel), a fracdo de
receptores em cada um desses estados depende da constante de dissociagdo, K, que ¢
uma propriedade intrinseca de qualquer par ligante-receptor. Os valores de energias

calculados pelos softwares podem ser aproximados da energia livre de Gibbs (AGy;4), que

por sua vez pode ser usada para calcular K; (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017):

Energia calculada = AG;;; = AH — TAS = —RTInK, (Eq. 1)

em que AH ¢ a variacdo da entalpia, T ¢ a temperatura absoluta em Kelvin, AS ¢ a variagdo
de entropia, R ¢ a constante universal dos gases ideais ¢ K; ¢ a constante de dissocia¢ao

de ligacao de uma possivel reagao.

4. Metodologia

4.1. Preparacio das proteinas

Para investigar a afinidade de ligagdo entre compostos da literatura com SARS-
CoV e SARS-CoV-2, as estruturas cristalograficas das duas enzimas virais foram obtidas
do PDB (Protein Data Bank). A MP™ do SARS-CoV esta complexada com o ligante N9,
tem codigo PDB 2AMD e resolucdo de 1,85 A (YANG et al., 2005). A MP™ do SARS-
CoV-2 esta com o ligante N3 tem c6digo PDB 6LU7 e resolugio de 2,16 A (YANG et al.,
2005). Os ions e moléculas de dgua foram removidos do PDB original. Os 4tomos de
hidrogénio foram adicionados as estruturas utilizando o site PDB2PQR

(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr).

4.2 Preparacio dos ligantes

Os ligantes obtidos na literatura (LEE; LEE; LEE; KIM; ef al., 2009; LIU et al.,
2014; RAMAJAYAM et al., 2010; RYU et al., 2010) foram construidos utilizando o
software GaussView e otimizados pelo pacote Gaussian 09

[https://www.rsc.org/suppdata/c5/sc/c5sc02423d/c5sc02423d1.pdf], a nivel DFT,
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utilizando o funcional de densidade B3LYP e conjunto de bases 6-31g (d,p). As cargas
parciais dos 4&tomos também foram calculadas utilizando o software Spartan Pro® (Hehre,

W.J.; Deppmeier, B.J.; and Klunzinger, 1999).

4.3 Ancoramento Molecular

O ancoramento molecular foi realizado com o software Molegro Virtual Docker
(MVD®) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Os protocolos de ancoramento contém
um algoritmo de posicionamento e um sistema de ranqueamento. O algoritmo de
posicionamento realiza multiplas amostragens no espago disponivel para o ligante no sitio
de ligagdo, gerando assim um extenso conjunto de poses, ou seja, possiveis posi¢oes do
ligante. O sistema de ranqueamento avalia todas essas poses e identifica as mais
provaveis. As enzimas MP™ (SARS-CoV e SARS-CoV-2) e as estruturas dos compostos
obtidos da literatura foram usadas como receptores e ligantes, respectivamente.

No processo de ancoramento, uma regido da enzima permaneceu fixa, enquanto a
cadeia lateral dos aminodcidos na outra regido foi mantida flexivel. A flexibilidade da
enzima foi preservada a partir do centro de cada ligante, abrangendo um raio de 12 A para
o SARS-CoV e 13 A para o SARS-CoV-2. Esses parametros escolhidos englobam o
ligante ativo e os principais residuos em volta da cavidade, incluindo os residuos da diade
catalitica.

No programa MVD, a fun¢ao score usada foi a MolDock Score [GRID] com uma
resolugdio de 0,3 A (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) . O algoritmo est4 baseado na
combinacdo de técnicas de otimizagdo por evolugdo diferencial com um algoritmo de
predicdo da cavidade. Nesse sentido, os valores da fun¢do score do MolDock Score

[GRID], Escore, sdo definidos pela Eq. 2:

Escore = Einter + Eintra (Eq. 2)

em que Ej,tor € a energia intermolecular e Ej,;q € @ energia intramolecular. Ejpper €

descrita por:

| (Eq. 3)

Bueer= . > [Epus(ny) + 332042
ij

ieligand jeprotein
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em que o termo Ep.p € a fungdo de pontuacao PLP (do inglés, Piecewise Linear Potential)
para simular a complementaridade espacial (termo estérico ou Van der Waals) entre a
estrutura do ligante e da enzima e ainda um potencial para representar a ligacdo de
hidrogénio, que vai depender da distancia e do angulo entre os a&tomos. O segundo termo
¢ o potencial de Coulomb, com uma constante dielétrica dependente da distancia (que
pode ser aproximadamente descrita como D(r) = 4r). Assim, o valor numérico de 332,0 ¢
responsavel pela unidade de energia eletrostatica a ser dada em quilocalorias por mol

(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Fintra € definida como:

(Eq. 4)
Eintra = z Z EPLP(rij) + Z All - cos(m. 6 — 90)] + Eciash
icligand jeligand flexiblebonds

Observa-se que a primeira parte da equacao (soma dupla) esta entre todos os pares
de atomos do ligante, tirando aqueles conectados por duas ligacdes. Assim, nesta equagao,
o segundo termo denota a energia de tor¢do, onde 0 ¢ o angulo de tor¢do da ligagdo.
Assim, se varias tor¢cOes podem ser determinadas, entdo cada energia de torcdo ¢
considerada como uma média entre elas. Sendo que o ultimo termo desta equagdo, Eciash,
atribui (sem levar em conta conformagdes de ligantes invidveis) uma penalidade de 1.000
aos que exibem a distancia entre dois atomos pesados (por exemplo, com mais de duas

ligagdes separadas) menor que 2,0 A (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O algoritmo MolDock ¢ capaz de identificar automaticamente os possiveis sitios
de ligacao usando um algoritmo simples de previsdo de cavidades do tipo “grid-based”.
As cavidades encontradas sdo ativamente utilizadas pelo algoritmo de pesquisa (Evolugao
Diferencial Guiada) para focar a pesquisa durante a simula¢do de ancoramento molecular

(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O algoritmo de pesquisa utilizado foi o Guided Differential Evolution, que €
baseada no conjunto das técnicas de otimizacdo interativa (inspiradas na Teoria da
Evolugao Darwiniana), o que implica um novo algoritmo de busca hibrida. Como tal, este
hibrido combina uma técnica de otimizagdo de evolucao diferencial com um algoritmo

de previsao de cavidade durante o processo de busca. Como resultado, esta abordagem
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conduz a uma descri¢ao simples, rapida e precisa de possiveis modos de ligagdo, que
chamaremos de pose(s) (DA CUNHA et al., 2010; SOUZA et al., 2008; THOMSEN;
CHRISTENSEN, 20006).

4.4. Re-docking

Para validar os pardmetros de ancoramento empregados neste trabalho, foi
realizado o re-docking utilizando o MVD®. Esse calculo foi feito de acordo com a
orientagdo ¢ conformacao adotada pelo ligante ativo co-cristalizado no sitio ativo da
enzima. A partir dele ¢ possivel encontrar o valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation, que significa raiz quadrada do desvio quadratico médio). Valores menores que

2 A sdo considerados satisfatorios (DA CUNHA et al., 2010).

5. Resultados e discussoes

A partir da semelhanga entre as identidades sequenciais de ambas as enzimas MP™
do SARS-CoV e do SARS-CoV-2, (Figura S1), com o valor de 86,125%, o primeiro
passo foi validar os calculos de ancoramento a partir dos célculos de re-docking. Um valor
de RMSD de 1,71 A foi obtido SARS-CoV, e 1,50 A para o SARS-CoV-2, sugerindo que
o programa foi capaz de simular de forma correta e eficiente os dados experimentais para
os respectivos ligantes. A Figura 1 a seguir representa a estrutura obtida por cristalografia
de Raios-X das duas enzimas MP™ em complexo com seus respectivos ligantes ativos. E

fundamental observar que, a partir do cddigo PDB, as duas enzimas utilizadas neste

trabalho foram encontradas em suas formas nativas, ou seja, desprovidas de mutagdes.
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Figura 4: (A) Estrutura cristalografica da M do SARS-CoV em complexo com o inibidor N9 (B)
e (C) estrutura cristalografica da MP™® do SARS-CoV-2 em complexo com o inibidor N3 (D).

Nossos primeiros resultados mostraram que o desvio conformacional do
ancoramento molecular foi adequado para realizar esses célculos, indicando a boa
sensibilidade e especificidade do método. A sobreposi¢do de re-docking para ambas as
enzimas pode ser encontrada na Figura 2. Com esses resultados, utilizamos os melhores
parametros adquiridos a partir dos calculos de re-docking para investigar os modos de

interacao dos candidatos a farmacos dentro dos sitios ativos das enzimas virais.
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RMSD: 1,71 RMSD: 1,50

Figura 5: Sobreposi¢do dos ligantes cristalograficos da MP™ do SARS-CoV (A) e MP" do
SARS-CoV-2 (B) a partir dos célculos de re-docking.

De fato, os célculos de ancoramento sdo ferramentas adequadas para ajustar os
ligantes dentro do sitio ativo de seus receptores. De acordo com o ancoramento, a MP™
do SARS-CoV apresentou uma cavidade de 166,9 A3, enquanto a MP™ do SARS-CoV-2
apresentou uma cavidade de 128 A3, Os resultados dos valores de energia de interagio
intermolecular sdo mostrados nas Tabelas S1-S4 para os dois alvos, onde a partir deles ¢
possivel visualizar que houve compostos com energia de interagdo mais estavel para a
MP do SARS-CoV do que SARS-CoV-2, como também ha compostos com energia
intermolecular semelhante entre eles.

Esses valores obtidos de energia intermolecular nos estudos de mostram a energia
de interagao de 60 compostos obtidos da literatura direcionados a MP™ do SARS-CoV e
SARS-CoV-2. Esses compostos foram divididos em quatro grupos (1-4) nos quais
retratam os quatro trabalhos que estudaram potenciais inibidores da MP™ do SARS-CoV
(LEE; LEE; LEE; KIM; et al., 2009; LIU et al., 2014; RAMAJAYAM et al., 2010; RYU
et al., 2010). Sabendo disso, decidimos elucidar na Tabela 1 ¢ na Tabela 2 os trés
principais compostos de cada grupo que apresentaram melhor afinidade com as enzimas
e suas respectivas estruturas quimicas. A partir da Figura S1 também ¢ possivel visualizar

a estrutura quimica de todos os 60 compostos investigados.
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Tabela 1: Resultados de ancoramento molecular dos trés ligantes de cada grupo no sitio ativo da

MP* do SARS-CoV com melhores resultados.

Energia de Comprimento  Energia de
Ligantes interacéo Re?iduo? de de-ligagéo-de Ii.gagéo d-e
(kcal mol*) aminoacidos  hidrogénio hidrogénio
(A) (kcal mol?)
Grupo 1
1d His41 3,47 (H—N) —0,64
His164 3,01 (H—O) —2,50
Argl88 3,02 (H—N) -1,41
2,60 (H—O) —2,49
88,47 Val186 2,85 (H—O) —2,50
GIn192 3,39 (H—0O) —0,86
Thr190 2,6 (H—O) —2,50
3,10 (H—O) —2,50
GIn192 3,04 (H—N) -1,89
2,99 (H—O0) —2,50
Argl88 2,99 (H—O0) —-0,29
GIn192 3,58 (H—O) —0,07
His164 2,94 (H—O) —2,50
—283,01 His41 3,32 (H—N) -1,40
His163 2,95 (H—N) —-1,06
Cys145 2,66 (H—N) —2,50
Asnl42 3,53 (H—0O) —0,08
Thr190 3,10 (H—O) —2,50
GIn192 2,51 (H—N) -0,71
93789 2,93 (H—0O) -1,70
Val186 2,86 (H—O) —2,50
Argl88 3,14 (H—O) -2,30
3,10 (H—N) -1,62
Grupo 2
2 Leuldl 3,17 (H—0O) -2,13
—235,09
Serl44 3,26 (H—O) -1,71




27

I
N

293 (H—0)  -152

Cysl45 301 (H—0)  —2,50
Glulé6  355(H—0)  —0,01
271 (H—N)  -147

GIn192 2,69 (H—0)  -2,50
276 (H—N)  —1,39

293 (H—0)  -0,13

Thri90 3,10 (H—0) 250
GIn192 328 (H—0)  -1,59
344 (H—N)  —0,49

Thri90 323 (H—0)  -185
223.42 His41 336 (H—N)  -1,21
Leuldl  2,85(H—0)  —2,50
Serl44 2,34 (H—O) —-0,30
Glyl43 310 (H—N) 250
Cyslds5 278 (H—N)  —2,50
Serldd  255(H—0)  —2,10
Leuldl  295(H—0)  —2,50
Tyrs4 281 (H—0)  —2,50
—222,39  Agp187  310(H—0)  -250
GIn192 341 (H—O0)  -0,96
Cys4d 253 (H—N)  -1,89
Asnl42 2,66 (H—N)  —0,22

—252,31
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3¢ Cysdd 2,98 (H—O)  —250
Metd9 314 (H—O) 0,57
Aspl87 272 (H—O)  -0,36
Glulés 347 (H—N) 0,66
190,80 307(H—N) 250
19546  GIn192  331(H—0)  -1,45
Grupo 4
4q Ser0 288 (H—0)  —136
~ N 0 Asnl42 306 (H—O)  —0,06
N/
Glyl43  310(H—0)  —0,60
"\) \CE:g: Y ( )
H Serl4d  285(H—0) 1,94
263(H—0)  -138
~ . 203,40 _
f Hisl63 3,06 (H—O) 0,18
g Cysld5 291 (H—N)  —250
244(H—0)  -1,16
333 (H—N)  -137
Tyr54  337(H—0)  -1,13
47 Cysl45 259 (H—O)  -2.44
308(H—0)  -1,8
~188,24
Serl4d 303 (H—0)  -250
274(H—0)  —250
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4] Serl4d 238 (H—0)  —0,68
307 (H—0)  -2,29
Cysl45 314 (H—0) 085

o]
(o]
"E 185,15 2,39 (H—0)  -0,73

O\\ //0

S
{r

Conforme mostrado na Tabela 1, o grupo 1 refere-se ao trabalho de Lee et al
(2009) (LEE; LEE; LEE; KIM; et al, 2009). Os autores investigaram o espacgo
farmacoforico da NTPase/helicase do SARS-CoV por derivados de diidroxicromonas. A
partir de trabalhos anteriores (LEE; LEE; LEE; JIN; et al., 2009), os autores identificaram
aril dicetoacidos (ADKs, em inglés) como possiveis agentes anti-SARS contra a atividade
de desdobramento de DNA duplex da NTPase/helicase do SARS-CoV. A fim de promover
um modelo farmacoférico completo por meio de variacdo estrutural na ADK, eles
projetaram varios derivados de diidroxicromonas nos quais metade da estrutura da ADK
com propriedades semelhantes ao farmaco ¢ substituida por uma estrutura de
diidroxicromonas. Da forma como esses compostos foram satisfatorios contra a
NTPase/helicase, decidimos analisa-los visando a MP™ do SARS-CoV-2 como potenciais
inibidores desse alvo molecular.

Baseado no critério da validagao de re-docking, foi selecionado os trés compostos
com menor valor de energia (maior afinidade) para os quatro grupos. Sendo assim, os
compostos 1d, 1f e 1i apresentaram energia de interacio de —288,47 kcal mol™!, —283,01
kcal mol! e —237,89 kcal mol™!, respectivamente. A respeito das interagdes com os
residuos, o composto 1d realizou liga¢do de hidrogénio com a His41 (Figura 3), enquanto

o composto 1f apresentou ligagdes de hidrogénio com a His41 e Cys145. Este resultado
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¢ bastante relevante uma vez que o composto 1f apresenta ligacdes de hidrogénio com os
residuos da diade catalitica.

O grupo 2 retrata o trabalho de Ryu et al. (RYU et al., 2010), que mostra
biflavonoides de Torreya nucifera inibindo a MP® do SARS-CoV, os quais foram
utilizados para os célculos de ancoramento molecular em nossos estudos. Os compostos
21, 2m e 2n representam trés biflavondides de 7. nucifera que apresentaram energia de
intera¢do intermolecular de —235,09 kcal mol!, —223,42 kcal mol™! e —222,39 kcal mol
!, respectivamente. De todos os biflavonodides (2k-2n), os melhores resultados foram
extraidos daqueles com grupo metoxi, enquanto o biflavonoide 2d nao possui este grupo
(RYU et al., 2010). Os outros ligantes (diterpendides) ndo apresentaram energia de
interagdo tdo favoravel quanto os compostos biflavonoides. Os resultados de interagdes
intermoleculares com os residuos de aminoacidos mostram interagdes com pelo menos
um residuo da diade catalitica, His41 ou Cys145 (Figura 3).

O grupo 3 retrata o trabalho de Ramajayam et al. (RAMAJAYAM et al., 2010).
Os autores mostram a avaliagdo de compostos de pirazolona como inibidores da MP™ do
SARS-CoV. Em nossos estudos, os compostos 3b, 3¢ e 3g exibiram os valores de energias
de interacdo de —252,31 kcal mol!, —196,86 kcal mol! e —195,46 kcal mol’,
respectivamente. Os compostos com grupos de substitui¢do como halogénios, ciano e
grupo nitro ligados ao anel benzilico da pirazolona podem apresentar um aumento na agao
inibitoria (RAMAJAYAM et al., 2010). No entanto, ndo foram observadas interagdes com
quaisquer residuos da diade catalitica (Figura 3).

O grupo 4 refere-se ao trabalho de Liu et al (2014), que exibem a potencialidade
de inibi¢ao de derivados de 5-sulfonil isatina na M do SARS-CoV (LIU et al., 2014) .
Para nossos calculos, os compostos 4q, 4z ¢ 4j apresentaram valores de energia de
interacdo intermolecular de —203,40 kcal mol™!, —188,24 kcal mol™' e —185,15 kcal mol’
!, respectivamente. A partir da molécula principal, os derivados com grupo carbonila,
halogénios e atomo de nitrogénio na posicao 1 da isatina sao importantes na formacgao de

ligacdes de hidrogénio (Figura 3) (LIU et al., 2014).
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E possivel observar na Figura 3 as ligacdes de hidrogénio realizadas pelo melhor

ligante de cada grupo (1, 2, 3 e 4) com os residuos da MP™ do SARS-CoV. Entre os

compostos, pode-se observar interacdes semelhantes com os residuos Thr190, GIn192,

Ser144 e Cysl145.

L)
S} ll

~

-

-

Figura 6: Interacdes intermoleculares realizadas pelo melhor inibidor de cada grupo no sitio ativo
da MP* do SARS-CoV, em que (A) 1d, (B) 2L (C) 3b e (D) 4q.

A Tabela 2 a seguir apresenta em seu conteudo os resultados obtidos dos
compostos inibidores da MP® do SARS-CoV aplicados a MP™ do SARS-CoV-2. As
energias de interacdo avaliadas e comparadas evidenciam a potencialidade dos inibidores

contra o novo coronavirus, sugerindo entdo que estes sejam inibidores com atividade dual.
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Tabela 2: Resultados do calculo de ancoramento molecular dos trés melhores ligantes de cada

grupo no sitio ativo da MP* do SARS-CoV-2.

Ligantes Energia de Comprimento de Energia de
interacéo Residuos de ligacdo de ligacdo de
(kcal mol™) aminoacido hidrogénio hidrogénio
(A) (kcal mol?)
Grupo 1
1d His41 3,35 (H—N) —-1,25
His164 3,17 (H—O0) —2,14
Argl188 3,34 (H—O) —-0,73
2,59 (H—0) —2,45
—207,31 Val186 3,12 (H—O0) —2,39
Thr190 2,60 (H—O) —2,49
GIn192 3,25 (H—N) -1,73
3,22 (H—O) —0,70
3,40 (H—O0) —0,99
le Val186 2,89 (H—0O) —2,50
GIn192 3,16 (H—O) —0,99
19151 Argl188 3,16 (H—N) -1,30
2,57 (H—0) —2,24
His41 3,30 (H—N) -1,51
His164 3,07 (H—0O) —2,50
GIn192 3,38 (H—O0) -1,10
3,14 (H—N) —1,86
2,68 (H—0O) -1,15
Thr190 2,92 (H—O) —2,50
—207,00 GIn192 2,68 (H—O) -1,15
Argl188 2,46 (H—O) -1,30
3,08 (H—O) -1,97
Val186 2,50 (H—O) -1,62
Tyr54 3,15 (H—O0) —2,25
Grupo 2
2 —228,89 His163 3,14 (H—N) —-2,30
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Serl44 2,91 (H—O0) —2,50
2,49 (H—O) —1,58
2,60 (H—O) -1,40
Leul4l 2,79 (H—0O) 2,50
Cys145 3,01 (H—O) —0,75
Thr26 2,91 (H—O) —-1,96
Glul66 2,44 (H—N) —0,69
GIn192 3,00 (H—O) 2,50
2,60 (H—O) -2,33
3,27 (H—O) —-0,17
Thr190 2,78 (H—O) —-2,50
Thr190 2,69 (H—0O) 2,50
GIn192 3,10 (H—N) 2,23
3,55 (H—0) —0,28
295,10 His41 3,30 (H—N) -1,50
Gly143 3,08 (H—O) 2,50
Leu141 2,71 (H—O) ~2,50
Serl44 2,34 (H—O) —0,31
His163 3,06 (H—N) —-2,50
2n —234,62 Tyr54 2,68 (H—0O) 2,50
Aspl87 2,95 (H—O) —2,50
His41 2,60 (H—O) —-2,50
Thr26 2,79 (H—0O) 2,50
3,33 (H—N) -0,69
Glul66 3,10 (H—O) —2,48
3c —187,06 - - -
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188,26 Ser144 306 (H—0)  -250

-187,67 Serl44 3,33 (H—0) -1,34
4q - - -

N 7
l/\N/s
(o]
0\) N
E -184,07

4] 182,97 Tyrs4 3,40 (H—O) 0,98
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Cys145 3,10 (H—0) 2,39
N 0 Gly143 3,34 (H—O) 0,53
O \©:/g:o Glu166 2,80 (H—O) 2,50
N 176,78 Tyrs4 314 (H—0)  -2.28
(o]
/0

Para o segundo alvo, baseado no critério da validacdo de re-docking, também foi
selecionado os trés compostos com menor valor de energia (maior afinidade) para os
quatro grupos. Sendo assim, do grupo 1 para a MP® do SARS-CoV-2, obteve-se os
compostos 1d, 1f e 1e como os melhores compostos com energia de interagcdo de —207,31
kcal mol™!, 207,00 kcal mol™ e —191,51 kcal mol™!, respectivamente. E interessante notar
que dois desses compostos (1d e 1f) também foram ranqueados com melhor energia de
interacdo intermolecular para a MP™ do SARS-CoV, apesar do valor de energia ter sido
superior para o primeiro alvo.

De acordo com o ancoramento do grupo 2, os resultados nos forneceram os
melhores ligantes, que foram 21, 2m e 2n, com energia de intera¢do de —228,89 kcal mol
1, —225,10 kcal mol! e —234,62 kcal mol™, respectivamente. Se compararmos esses
resultados do grupo 2 da Tabela 1, ¢ importante notar que estes compostos biflavonoides
com grupo metdxi tiveram os melhores resultados com valores de energia de interagdo
intermolecular proximos, mas em diferentes niveis. Além disso, esses trés compostos
também tiveram interacdo com pelo menos um residuo da diade catalitica (Figura 4).

Do grupo 3, os compostos 3¢, 3g ¢ 3h apresentaram energia de interagao de
—187,06 kcal mol™!, —188,26 kcal mol' e —187,67 kcal mol!, respectivamente. Ao
comparar este grupo da Tabela 1, houve dois compostos semelhantes que apresentaram

alta afinidade com a enzima, sendo os compostos 3¢ e 3g. Ser144 foi o unico residuo que
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interagiu com esses ligantes (Figura 4), sabendo-se que o composto 3¢ ndo apresentou
interagdes moleculares.

Do grupo 4, os compostos 4g, 4j ¢ 4q apresentaram as melhores energias de
interacdo com a MP™ do SARS-CoV-2. Esses valores foram —184,07 kcal mol™!, —182,97
kcal mol! e —176,78 kcal mol’!, respectivamente. Comparando esses resultados com a
Tabela 1, os compostos 4 e 4q também foram ranqueados como os melhores do quarto
grupo para o primeiro alvo, porém, nota-se que as energias obtidas para o primeiro alvo
se mostram superior que para o segundo alvo. Também ¢ evidente que o primeiro
composto nao apresentou ligagdo de hidrogénio com nenhum residuo, mas ¢ capaz de
conter interagdes hidrofobicas e eletrostaticas que mantém sua estabilidade. Apesar disso,
foi ligeiramente melhor. O composto 4j apresentou ligagcdo de hidrogénio com a Tyr54,
enquanto o composto 4q apresentou interacdes com Cysl45, Glyl43, Glul66 e Ty54
(Figura 4).
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Figura 7: Interagdes intermoleculares realizadas pelos melhores inibidores de cada grupo no sitio
ativo da MP™® do SARS-CoV-2, em que (A) 1d, (B) 2n, (C) 3g, (D) 4q.

A partir da Figura 4, é possivel observar as interagdes intermoleculares realizadas

pelos ligantes escolhidos de cada grupo (1, 2, 3 e 4) com os residuos de aminoacido da



37

MP™ do SARS-CoV-2. Entre os compostos, ¢ possivel notar que eles possuem interagao
semelhante apenas com o residuo His41. O composto 3g apresentou apenas uma interagao
intermolecular, com a Ser144. Por outro lado, nenhuma interagdo ¢ observada para o
composto 4q, mas como discutido, os ligantes com poucas interagdes do tipo ligacao de
hidrogénio também podem conter interacdes hidrofobicas e eletrostaticas, que também
sdo importantes para a estabiliza¢do do composto no sitio.Por fim, para compreender mais
sobre as diferengas dos valores de energia de interacdo intermolecular advindas dos
calculos de docking, um segundo alinhamento sequencial do sitio ativo da MP™ do SARS-
CoV e do SARS-CoV-2, foi realizada. Pelo site Uniprot, o alinhamento sequencial das
duas cavidades trouxe um resultado de 75,76% de similaridade, evidenciando as
diferengas dos resultados. Esse fato pode ser dado pela presenca de residuos de
aminoacidos e nucleotideos distintos quando se compara uma cavidade com a outra,
promovendo as devidas intera¢des para cada alvo.

Agora, ¢ importante destacar que o grupo 2, os biflavonoides de Torreya nucifera,
apresentou melhor afinidade para ambas MP™ de SARS-CoV e SARS-CoV-2. Neste caso,
os ligantes 2n, 21 e 2m apresentaram energias de interacdo de —235,09 kcal mol™!, —223,42
kcal mol™! € 222,39 kcal mol !, respectivamente, para SARS-CoV e os mesmos ligantes
apresentaram energias de interacdo de —228,89 kcal mol™!, —225,10 kcal mol™! e —234,62
kcal mol™!, respectivamente, para SARS-CoV-2. O composto 2k, um quarto biflavondide,
também apresentou uma boa afinidade com ambas as enzimas, mas este carece do grupo
metoxi, o que pode implicar que o grupo metdxi (R-OCH3), para os biflavonodides,
evidenciou ser um fator determinante para a afinidade.

Sendo assim, considerando os biflavondides como os compostos que
apresentaram potencial nesse trabalho, torna-se relevante uma analise em relagdo as suas
propriedades farmacologicas. O site SwisADME fornece o acesso a uma série de
parametros € modelos preditivos para calcular propriedades fisico-quimicas, estimar a
farmacocinética como também a toxicidade de moléculas. Sendo assim, os trés compostos
foram submetidos ao site para analisar tais pardmetros, e os resultados sdo descritos a
seguir: apresentam baixa absor¢do gastrointestinal; violam a regra de Lipinski somente
segundo seus pesos moleculares, que ultrapassam o valor de 500 daltons; ndo apresentam
violagdoes segundo PAINS (do inglés Pan-assay interference compounds) e nao
apresentam alertas também segundo o parametro Brenk da quimica medicinal. Sendo

assim, como compostos antivirais, as trés moléculas (2n, 21 e 2m) podem ser possiveis
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candidatas para o tratamento do SARS-CoV-2, sendo necessario estudos in vitro € in vivo

para validar os mecanismos de inibi¢do para o teste em humanos.

6. Consideracoes finais

Em suma, o reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia 1til para identificar
novos usos para farmacos aprovados ou em investigacdo, na qual apoia, em questdo de
tempo e custos, as pesquisas continuas de novos compostos potenciais contra o SARS-
CoV-2. Nesse ponto, a investigacao de trabalhos anteriores e contemporaneos colabora
ainda mais no processo de descoberta de medicamentos. O ancoramento molecular,
juntamente com outras estratégias, sao ferramentas fundamentais para o desenho de
farmacos auxiliado por computador, desempenhando papéis importantes em todo
processo de investigagao.

O objetivo deste trabalho foi estudar a inibicado da MP™ do SARS-CoV-2 de acordo
com a semelhanca com o genoma da MP™ do SARS-CoV. O alinhamento feito indicou
que as sequéncias da Protease Principal de ambas as enzimas apresentaram 86,125% de
identidade sequencial (Figura S1). Sustentados nessa premissa, investigamos trabalhos
anteriores que lidavam com potenciais compostos que poderiam inibir a MP™ do SARS-
CoV, para que pudéssemos estudar esses mesmos compostos na MP* do SARS-CoV-2, e
entdo avaliar se os resultados (afinidade) seriam satisfatdrios.

A partir dos resultados de ambas as tabelas (Tabela 1 e Tabela 2) e de todas as
discussoes, ¢ possivel notar que muito dos compostos ranqueados para cada grupo foi
semelhante quando empregado a MP® do SARS-CoV e SARS-CoV-2, porém,
majoritariamente esses compostos se mostraram com energia de interagdo intermolecular
superior para o primeiro alvo. Esses resultados sugerem que os fAirmacos eficazes contra
0 SARS-CoV também podem ser eficazes contra o SARS-CoV-2. Contudo, estudos

adicionais s30 necessarios para comprovar estes resultados.

6. Perspectivas

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, torna-se necessario a utilizagdo de
outras metodologias que contribuam para validar com mais detalhes os modos de ligagao
dos potenciais inibidores com o alvo. Para isso, o estudo de Dinamica Molecular pode

auxiliar nesse processo, uma vez que a metodologia permite a analise do comportamento
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do sistema receptor-ligante ao longo do tempo, para além do estudo termodindmico e

cinético, podendo estes pardmetros serem estaveis ou nao.
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Tabela S3: Estrutura quimica e energia de interagdo intermolecular de todos os ligantes do
grupo 1 investigados na MP° do SARS-CoV e MP*° SARS-CoV-2.

Ligantes Estruturas 2D SARS-CoV SARS-CoV-
Energia de 2
interacéo Energia de
(kcal mol?) interagdo
(kcal mol™)
la /©/\N I ° -150,42 -156,22
H
Cl /\E";@\OH
o OH
1b v -197,93 -182,78
1c -200,63 -178,49
1d -288,47 -207,31
le -192,91 -191,51
1f -283,01 -207,00
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19 OH -154,17 -152,48
1h -152,21 -162,48
1i -237,89 -164,96
1j -196,01 -180,76

Tabela S4: Estrutura quimica e energia de interagdo intermolecular de todos os ligantes do
grupo 2 investigados na MP° do SARS-CoV e MP*® SARS-CoV-2.

Ligantes Estruturas 2D SARS-CoV SARS-CoV-2
Energia de Energia de
interacéo interacéo
(kcal mol™) (kcal mol™)

2a oor -142,31 -142,32

98
HO (o]
..,
2b OH -148,07 -151,59
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2C -132,59 -132,48
2d -126,30 -124,20
2e -120,02 -118,08
2f -121,23 -121,00
29 -125,02 -119,92
2h -124,23 -133,31
2i -143,65 -148,16
2j -135,75 -142,79
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2k -220,92 -215,31
2l -235,09 -228,89
2m -223,42 -225,10
2n -222,39 -234,62

Tabela S5: Estrutura quimica e energia de interacdo intermolecular de todos os ligantes do
grupo 3 investigados na M do SARS-CoV e MP® SARS-CoV-2.

Ligantes Estruturas 2D SARS-CoV | SARS-CoV-
Energia de 2
interagéo Energia de
(kcal mol™) interacdo
(kcal mol™)
3a -185,74 -184,49
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3b -252,31 -179,50
3c -196,86 -187,06
3d -180,45 -185,20
3e -183,78 -183,47
3f -172,93 -175,70
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39 -195,46 -188,26

3h -185,57 -187,40

3i -173,13 -178,06
cl

Tabela S6: Estrutura quimica e energia de interagdo intermolecular de todos os ligantes do

grupo 4 investigados na M do SARS-CoV e MP® SARS-CoV-2.

Ligantes Estruturas 2D SARS- SARS-
CoV CoV-2
Energia de | Energia de
interagdo | interagdo
(kcal mol?) | (kcal mol™)
N
\(:E/g:o
N
H
4b -132,46 -131,27
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4c (\ °\\s//° 2 -159.,67 -159,23
N/
L. .
| P \
ad N 0 ~167,75 | -159.94
C;
e 0% //0 O -131,19 -131,42
-
o
O\) N
\
4 N o ~15890 | -157,22
(\N/
o
o\) \©:§:
19 NS 0 179,89 | -184,07
(\N/S\Q:&
o
0\) N
an N 0 “13304 | 130,23
Joacon
N
\
4i oL ° o -168,75 -159,00
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5 N 0 “185,15 | -182,97
N/S
e :
N
m N 0 “13479 | 144,89
N/s
\©:€:o
N
\
2 N 0 “17337 | -17441
N/s
(o]
C;
am N 0 13395 | -12520
(\N/
(o]
/”\) @EH!
an o o 16443 | -14582
(\N/
(o]
~ Ty
F
40 o o “18140 | -168,72
7
S OO
aondha
Ip N o “17058 | -16343
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4q (\ °\\S/,° 2 -203,40 -176,78
N/
o
N\) \CE;g:
o 0
A |
4r (\ °\\S//° o -172,92 -164,52
N/
)
rN\) \CE;SK
4s 0\\3//0 o -164,65 -154,93
N/
7 o
4t (\ 0\\3//0 0 _163,15 _154,11
N/
o
A N\) \Q:;;
A
4u SN 0 -132,45 -124,11
N/s
e °
N
H
4v o P 0 -126,71 -127,24
N/S
o
N
H
4x 0\\3//0 o -133,12 -132,15
(\N/
o)
/N\) \CE:S:
\
4y SN 0 -176,24 -158,49

O

)]

\Z
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47 N 0 -188,24 -176,40
SRR
N
47a o ° o -174,55 -174,96
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Figura S1 (Continued): Alinhamento entre as sequéncias da MP™ do SARS-CoV e MP™
do SARS-CoV-2.
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Figura S1 (Continued): Alinhamento entre as sequéncias da MP™ do SARS-CoV e MP™

do SARS-CoV-2.
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Figura S1 (Continued): Alinhamento entre as sequéncias da MP™ do SARS-CoV e MP™

do SARS-CoV-2.
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CIMLVYCFLGYFCTCYFGLFCLLNRYFRLTLGVYDYLUSTQEFRYMNSQGLLPPKNSIDﬁ

FKLNIKLLGIGGKPCIKVATVQSKMSDVECTSVVLLSVLQQLRVESSSKLWAQCVQLHND
FKLNIKLLGVGGKPCIKV&TVQSKMSDVKCTSVVLLSVLQQLRVESSSKLW&QCVQLHND

ILLAKDTTEAFEKMVSLLEVLLSMQGAVDINRLCEEMLDNRATLQATASEFSSLPSYAARY
ILLﬁKDTTEAFEKMVSLLSVLLSMQG&VDINKLCEEMLDNR&TLQAIASEFSSLPSYAAF

ATAQEAYEQAVANGDS EVVLKKLKES LNVAKS EFDRDAAMQRKLEKMADQAMTOMYKQAR
ATAQEAYEQAVANGDSEVVLKKLKKS LNVAKS EFDRDAAMORKLEKMADQAMTOMYKQAR

SEDKRAKVTSAMQTMLFTMLRKLDNDALMNIINNARDGCVPLNIIPLTTAAKLMVWVEDY
SEDKR&KVTSﬁMQTMLFTMLRKLDND&LNNIINNARDGCVPLNIIPLTT&AKLMVVIPDY

GTYKNTCDGNTFTYASALWETQOVVDADSKIVQLSEINMDNSPNLAWPLIVTALRANSAV
NTYKNTCDGTTFTYASﬁLWEIQQUVDﬁDSKIVQLSEISMDNSPNLAWPLIVT&LRANSAV

KLONNELSPVALRQMSCAAGTTQTACTDDNALAYYNNSKGGRFVLALLSDHOQDLKWARFP
KLQNNELSPV&LRQMSCA&GTTQTACTDDNALAYYNTTKGGRFULALLSDLQDLKW&RFP

KSDGTGTIYTELEPPCRFVTDTPKGPEVKYLYFIKGLNNLNRGMVLGS LAATVRLQAGNA
KSDGTGTIYTELEPPCRFVTDTPKGPEVKYLYFIKGLNNLNRGMVLGSLAATVRLQAGNA

TEVPANSTVLSFCAFAVDPAKAYKDYLASGGQPITNCVKMLCTHTGTGQAITVTPEANMD
TEVPANSTVLSFCAFAVDAAKAYKDYLASGGQPITNCVKMLCTHTGTGQAITVTPEANMD

QESFGGASCCLYCRCHIDHPNPKGFCDLKGKYVQIPTTCANDPYGFTLRNTVCTVCGMUWK
QESFGG&SCCLYCRCHIDHPNPKGFCDLKGKYVQIPTTC&NDPVGFTLKNTVCTVCGMWK

GYGCSCDQLREPLMQSADASTFLNRVCGYSAARLTPCGTGTS TDVWYRAFDIYNEKVAGE
GYGCSCDQLREPMLQSAD&QSFLNRVCGVS&ARLTPCGTGTSTDVVYR&FDIYNDKVAGF
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Figura S1 (Continued): Alinhamento entre as sequéncias da MP* do SARS-CoV e MP™

do SARS-CoV-2.
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Figura S1 (Continued): Alinhamento entre as sequéncias da MP do SARS-CoV e MP™

do SARS-CoV-2.
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Figura S1 (Continued): Ahnhamento entre as sequéncias da MP™ do SARS-CoV e MP™
do SARS-CoV-2.
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CAPITULO 2: A Quimica Medicinal na divulgacio cientifica

1. Introducao

Um conceito amplamente explorado pelos académicos ¢ a divulgagao cientifica e
a relevancia fundamental de seu papel na sociedade. Até os dias atuais, observa-se uma
significativa mobilizacdo em torno da cultura cientifica, essencial para a construcao de
uma forca de trabalho altamente especializada e para a formagao cidada, possibilitando
os individuos a avaliarem de maneira critica as promessas e acdes de seus governantes

(Lordélo e Porto, 2012).

De acordo com Carlos Vogt (2007), melhor que alfabetizacdo -cientifica,
popularizagdo da ciéncia e compreensdo publica da ciéncia, a expressdo ‘“‘cultura
cientifica” é capaz de englobar esses conceitos e ainda conter em si a ideia de que o
processo que envolve o desenvolvimento cientifico seria um processo cultural, podendo
ser considerado pelo ponto de vista de sua produgao, de sua difusdo na dinamica social,
do ensino e da educagdo, ou do ponto de vista de sua propria divulgagdo na sociedade,
podendo ser estabelecidas relagdes criticas para os cidadaos e os valores culturais que

permeiam a sociedade de sua época.

Henrique César da Silva (2006) destaca que a divulgagdo cientifica nao se refere
a um tipo especifico de texto, mas sim a maneira como o conhecimento cientifico ¢é
produzido, apresentado e permeia nossa sociedade. Em seu texto, ele ressalta que a
proposta de divulgagdo da ciéncia ndo ¢ uma novidade decorrente dos avangos
exponenciais da tecnologia e ciéncia, mas sim parte de um processo continuo. Para
ilustrar, no século XVIII, os anfiteatros europeus capturavam a aten¢do de um publico
entusiasmado em conhecer as novas maquinas, participar de demonstragdes de
fendmenos pneumaticos, mecanicos e elétricos. Além disso, exposicdes e palestras eram
realizadas, abordando conteudos vinculados a fisica, quimica ou medicina, transitando

entre cidades e até mesmo paises.
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Em outras palavras, a divulgagdo cientifica vive com o propdésito de vincular o
conhecimento técnico cientifico com o publico em geral, necessitando, portanto, uma via
que traduza um em outro. Nos tempos atuais, a sociedade esta constantemente conectada
as midias sociais, o que torna esse meio de comunica¢ao uma possivel ferramenta para a
difusdo do conhecimento cientifico. A utilizacdo das redes sociais como ferramenta de
difusdo do conhecimento gerado pela producdo cientifica reduz a distdncia entre a
pesquisa e a pratica clinica e proporciona acesso e didlogo ndo apenas a areas especificas
do conhecimento, mas também a diferentes publicos (Navas et al, 2020). Em outra mao,
os Textos de Divulgagdo Cientifica (TDC) também tém sido sugeridos de forma a
complementar o uso de materiais educativos tradicionais, como os livros didaticos. As
pesquisas que discorrem sobre esse material discutem sobre a importancia que deve ser
dada a praticas em sala de aula que facilitem a incorporacao do saber cientifico, mas que
possam colaborar para a formacao de habitos e atitudes nos estudantes que permanegam

mesmo apds a saida da escola ou da universidade. (Ferreira e Queiroz, 2012).

A importancia da divulgacdo cientifica, por exemplo, foi fortemente evidenciada
durante a pandemia de COVID-19, quando um virus ainda desconhecido estava
amplamente sendo disseminado entre paises e continentes e havia pouquissimas
informacgdes sobre o virus e mecanismos de a¢do para combaté-lo. Nesse sentido, foi
necessario um esfor¢o dobrado para que o conhecimento sobre o virus e métodos de
prevengdo chegasse a populacdo e ainda combater as desinformagdes que eram bastante

compartilhadas entre as pessoas alertando sobre esse “combate” ao virus.

Em vista disso, a divulgagao cientifica se mostra de extrema importancia para toda
a comunidade, e para que um contetdo da divulgagdo cientifica seja comunicativo, &
necessario em primeiro lugar uma linguagem acessivel ao publico. Apesar da comunidade
cientifica estar em contato com a produg¢do de artigos cientificos com uma escrita formal
para uma determinada 4rea, ¢ importante distar um pouco dela para a producdo da
divulgacdo. Por um outro lado, também € necessario que a apresentagdo do tema seja

clara e bem explicada, podendo ser constituido de imagens, textos, videos, audios etc.

2. Objetivos
Este capitulo tem como objetivo apresentar, por meio de um Texto de Divulgagao
Cientifica, as etapas envolvidas na produg¢do de medicamentos para o tratamento de

diversas patologias. A intengdo ¢ proporcionar a populacao jovem, adulta e idosa, uma



67

compreensdo mais clara sobre como esses medicamentos sdo desenvolvidos,
incentivando o uso racional e proporcionando insights sobre sua origem. O capitulo 1
trouxe uma das metodologias que ¢ empregada para a producdo de fAirmacos, servindo

como um bom exemplo aplicado para o que ¢ discutido ao longo do TDC.

3. Texto de Divulgacio Cientifica

De onde vem os remédios que tomamos?

Desde os tempos antigos, o ser humano busca na natureza maneiras de controlar
suas doengas. Ele interagia com a natureza de forma a assegurar sua sobrevivéncia, por
isso buscava refligio em cavernas para fugir de tempestades ou ruido de predadores
ferozes. Com a mesma ideia, o uso de plantas na alimentacdo e na tradi¢do de povos para
o tratamento de algumas enfermidades ocorriam com frequéncia, mas ndo passavam de

tradi¢des ou conhecimento popular.

Atualmente, quando adoecemos, seja um resfriado, uma inflamacao, uma febre ou
até mesmo dores mais cronicas, temos a possibilidade de irmos até uma farmacia ou
drogaria e adquirirmos remédios que possam tratar essas enfermidades. Mas ja se
perguntou de onde vem esses remédios? Como sao produzidos? Qual a diferenca entre
um remédio genérico, similar ou de referéncia? E o porqué da diferenca dos valores entre

eles? Bom, durante essa leitura sera possivel descobrir um pouco sobre esses assuntos.

MEDICAMENTO

ENERICO

VENDA SOB
PRESCRICAO MEDICA

VENDA SOB
PRESCRICAO MEDICA VENDA S0

PRESCRICAO MED|CA

Figura 9: Representagdo dos medicamentos de referéncia, similar e genérico. Fonte:
https://www.ufsm.br/midias/arco/por-que-medicamentos-genericos-sao-mais-baratos
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A historia comega por volta do ano 1700, com o surgimento da farmacognosia,
uma disciplina das ciéncias farmacéuticas dedicada ao estudo das substincias presentes
nos medicamentos de origem natural (Figura 6). Ap6s anos de pesquisa e andlise das
relacdes entre plantas e seus potenciais medicinais, um marco significativo ocorreu no
periodo pos-Revolucao Francesa, uma era de intensa atividade intelectual. Em 1811,

durante esse contexto, o médico fisiologista francés Frangois Magendie apresentou o

&

y
| |
Lo

HoH

Figura 10: Linha do tempo da quimica medicinal (adaptado de Barreira e Fraga, 2015).

"Formulaire", uma obra que abordava o uso de diversos remédios da época. Esse trabalho
ndo apenas contribuiu para o conhecimento da farmacologia, mas também introduziu de
maneira sistematica o uso de animais de laboratdrio na investigacdo médica, conferindo
a Magendie o reconhecimento como pioneiro nesse campo. A partir desse contexto, bases
cientificas foram formadas de maneira a favorecer o avango sobre o uso de plantas
medicinais. Os principios da farmacognosia acabaram tomando rumos diferentes durante
o século XIX, onde trilhou em direcdo ao que veio ser a fitoquimica (estudo dos

compostos advindo dos vegetais) e depois a quimica de produtos naturais, dedicada ao
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isolamento e a purificagdo dos principios ativos (conceito que sera trabalhado ao longo

da sessdo) das plantas medicinais.

Com o passar do tempo e dos avangos cientificos na area da quimica e da biologia,
as técnicas de isolamento e purificagdo das substancias advindas das plantas se
aperfeicoaram e se tornaram cada vez mais eficientes. A partir do Instituto Pasteur
(Figura 7), em Paris, nos laboratorios de Ernest Fourneau, surgiram as atividades de

pesquisa que moldaram a Quimica Medicinal.

Figura 11: Fotografia de Luca Borghi do Instituto Pasteur, em Paris.

Agora, ¢ importante explicar e descrever como e quais sdo as etapas que cabem a
identificacdo e formulacdo de um novo medicamento para que ele seja comercializado

nas prateleiras de uma farmécia ou drogaria.

As primeiras etapas ocorrem geralmente em universidades e sdo financiadas pelo
governo e fundagdes. Primeiro, consiste na identificagdo de um alvo que esta associado a
alguma doenga, seja uma célula, uma proteina, uma enzima, entre outros. A partir disso,
¢ realizado uma varredura em trabalhos publicados que mostrem esse alvo e possiveis
compostos ou substancias que tenham interagdes com ele. Sendo assim, os métodos in

silico, ou seja, os métodos que utilizam de simulagdes no computador (Modelagem
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Molecular, Ancoramento Molecular, Dindmica Molecular, etc.), colaboram para
compreender de maneira teorica, como se dao essas interagdes. Uma vez que os Softwares
utilizados (Figura 8) indiquem positivamente uma boa intera¢do desse composto com o
alvo, futuros trabalhos em laboratorios podem ser realizados. Por meio das simulagdes
computacionais, também ¢ possivel estudar os provaveis mecanismos de reagcdo pelos

quais este composto age.

Figura 12: Software que permite visualizar a interagdo de um composto em uma enzima.

A partir dessa etapa, os estudos in vitro (Figura 9) comecam a ser realizados, ou
seja, estudos com microorganismos, células ou moléculas extraidas do seu contexto

bioldgico que contém o alvo que esta sendo trabalhado/estudado.

Figura 13: Estudos in vitro feitos em laboratorios para avaliarem o composto estudado. Fonte:
https://berj.org.br/servicos/cursos-e-treinamentos/curso-de-toxicologia-in-vitro/
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A proxima etapa consiste nos testes pré-clinicos (Figura 10), também conhecidos
como testes in vivo, que sao realizados com os animais como cobaias. Nesse ponto, 0s
testes sdo executados para avaliar o potencial efeito terapéutico do composto que tem
probabilidade de se tornar um novo medicamento. Além disso, avaliagdes de toxicidade,
possiveis efeitos colaterais e potencial carcinogénico também sdo realizadas. E
importante ressaltar também que mesmo que os compostos passem por essas avaliagdes,

ndo implica necessariamente que os mesmos efeitos acontecerdo em humanos.

Figura 14: Testes pré-clinicos, realizados em laboratérios utilizando de animais como cobaias.
Fonte: https://www.correiobraziliense.com.br/app/noticia/ciencia-e-
saude/2020/03/27/interna_ciencia_saude,840688/cientistas-procuram-ratos-de-laboratorio-na-
luta-contra

Se o fArmaco passa positivamente os testes anterior, a essa altura ¢ hora de iniciar
os ensaios clinicos, que finalmente testa em humanos a efetividade do possivel farmaco.
Os ensaios clinicos sao divididos em até 4 fases. A primeira fase comega com um pequeno
grupo de participantes voluntarios que possuam alguma doenca que esta relacionada ao
que se estudou até entdo. O objetivo dessa fase ¢ analisar a interagdo do composto com o
organismo humano, ou seja, avaliar a seguranca, dosagem ou efeitos colaterais. A duragao

da primeira etapa pode ocorrer durante alguns meses.
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Se o composto foi bem avaliado na primeira fase, segue entdo para a segunda. Na
etapa 2, ha um grupo maior de participantes voluntarios e o periodo de duragdo pode ir
até 2 anos. Nessa fase, ¢ realizada uma avaliagdo mais criteriosa de eficacia, analise de
seguranca ao passo que se altera a dosagem e avalia os comportamentos dos individuos
no processo. Ja a fase 3 € mais completa e criteriosa, mas uma vez que o composto atingiu
essa fase, ele apresenta caracteristicas potenciais de um bom farmaco. Nessa terceira fase,
o numero de candidatos voluntarios ¢ ainda maior e a duragdo pode chegar a até 4 anos.
Os objetivos vao desde andlise da eficacia a identificacao de efeitos adversos ao longo do
periodo dos testes. E realizado também comparagdes com placebo, que seria um
medicamento que ndo contém qualquer tipo de substancias ativas nele, para avaliar se ha

efeitos nos pacientes.

Por fim, se o medicamento obteve aprovacgao na fase 3, significa que as agéncias
regulatdrias analisaram os resultados do ensaio e entdo decidem sobre a aprovagao ou ndo
do medicamento para a comercializa¢dao. Sendo assim, se aprovado, ele vai para a ultima
etapa dos ensaios clinicos, a etapa 4. Essa etapa ¢ realizada depois da aprovagao e inicio
da comercializacdo do medicamento, porém, ha monitoramento de sua seguranga ao
longo de um periodo variado e investigagdes para possiveis acasos. Dessa forma, os
medicamentos podem ser encontrados nas farmécias ou drogarias e apresenta em seu

conteudo o principio ativo, que ¢ o composto que foi estudado em todas as etapas.

Depois de tantas informacgoes, ainda ha um topico a ser discutido: Qual a diferenca
entre um medicamento genérico, similar ou de referéncia? E o porqué da diferenca dos
valores entre eles? Percebemos que ao comprarmos um medicamento, a pessoa
responsdvel pelo atendimento geralmente nos pergunta se desejamos o genérico, de
referéncia ou até mesmo o similar. Comecando com o de referéncia, que geralmente € o
mais encarecido dos trés, ¢ um medicamento com um determinado composto,
denominado de principio ativo, que atua no organismo em uma determinada dosagem por
uma certa via de administrag@o (oral, sublingual, injetavel, dermatolédgica etc.). O motivo
dessa classe de medicamento ser a mais cara € porque a empresa responsavel por sua
producao e comercializagdo teve de submeter por todos os testes até aqui citados para sua

efetivada entrada no comércio.

Mas e o medicamento genérico e similar? Ambos possuem o mesmo principio
ativo, na mesma dosagem e ¢ consumido pela mesma via, porém, apds a queda da patente

do medicamento de referéncia, a industria dos genéricos e os responsaveis pelos similares
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podem sintetizar somente o principio ativo, uma vez que se as propriedades do de
referéncia forem replicadas, o mesmo efeito pode ser obtido quando consumido, logo, sua

produgdo ¢ barateada por ndo precisar de repassar pelos testes ja comentados.

Gostou do topico de hoje? Aguarde que traremos mais informagdes sobre temas
do seu dia a dia para que vocé possa ficar mais bem-informado e ajude a difundir o

conhecimento cientifico.

4. Discussio
Até os dias atuais, espera-se que a divulgagdo cientifica va além do conceito de
tornar o conhecimento cientifico mais acessivel ao publico (Jensen e Gerber, 2020).
Entretanto, para discorrer sobre o conhecimento cientifico e a sociedade, torna-se
importante falar da CTS (Ciéncia, Tecnologia e Sociedade) e CTSA (Ciéncia, Tecnologia,

Sociedade e Ambiente).

O desenvolvimento exponencial da ciéncia e da tecnologia tém promovido
inimeras transformagdes na sociedade atual, o que implica diretamente nos setores
politicos, econdmicos e social. O que a principio parecia uma ideia brilhante e
progressista, aos poucos mostrou seu outro lado. De forma que o uso abusivo da
tecnologia tornou mais evidente, com os problemas ambientais, a concepgao de C&T
(Ciéncia e Tecnologia) servindo para facilitar ao homem a exploragdo da natureza para
seu bem, passou a ser questionada por muitos (Angotti e Auth, 2001). Como
complemento:

“E inegavel a contribui¢do que a ciéncia e a tecnologia trouxeram nos
ultimos anos. Porém, apesar desta constatacdo, ndo podemos confiar
excessivamente nelas, tornando-nos cegos pelo conforto que nos
proporcionam cotidianamente seus aparatos e dispositivos técnicos.
Isso pode resultar perigoso porque, nesta anestesia que o0
deslumbramento da modernidade tecnoldgica nos oferece, podemos nos

esquecer que a ciéncia e a tecnologia incorporam questdes sociais,
éticas e politicas.” (Bazzo apud Pinheiro et al., 2007: 98, p. 72)

Nesse sentido, a exploracao da natureza sem precedentes juntamente ao avango
cientifico e tecnoldgico ndo ¢ de todo um beneficio coletivo. A medida que poucos foram
expandindo seus dominios, disfar¢gado no discurso de neutralidade da C&T e sobre a ideia

de um progresso que beneficia a todos, muitos cessaram seus dominios € outros
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permaneceram marginalizados ou acabaram sendo marginalizados (Angotti e Auth,
2001). Com os crescentes questionamentos acerca da neutralidade da C&T e seu ideal de
progresso, nas décadas de 1960 e 1970 foi moldado uma organizacdo do movimento
Ciéncia, Tecnologia e Sociedade, que trazia consigo uma visdo critica sobre C&T a
medida que discutia o ambito da tecnologia e ciéncia em um nivel politico (Campos,

2010).

O aumento dos debates desenvolvidos pela perspectiva CTS passa a decorrer da
compreensdo de que a tecnologia se tornou algo tdo importante ao desenvolvimento que
¢ dificil de nos entender sem ela, mas para isso ¢ fundamental que a sociedade se coloque
em uma posicdo de reivindicacdo de participagdo mais democratica nas decisdes que
envolvem o contexto cientifico tecnolodgico para o contexto em que pertencem (Freitas e
Segatto, 2014). Nao obstante, as questdes que permeiam a CTSA também condizem com
o pensamento de que a tecnologia afeta a vida do ser humano, demandando problemas de
ordem ética e politica, principalmente ambiental, e ainda reforca a ideia do acesso ao
conhecimento, exigindo uma implantagdo de uma nova postura para compreensdo da

educacao tecnologica (Silva, 2010).

Havendo compreensdo da cultura cientifica, das fortes relagdes entre ciéncia
tecnologia e sociedade, a divulgacao cientifica desempenha um papel importante para que
a populagdo em geral tenha um discernimento minimo sobre problemas que ocorrem em

sua volta, e que com isso sejam capazes de discutir e criticar para um bem comum.

Ademais, quando se fala de material de divulgagdo cientifica, ainda ndo ha
caracteristicas concretas do que torna um determinado material de qualidade. Porém, ¢
sabido que a mescla entre textos € imagens torna o entendimento e compreensao do texto
pelo leitor muito mais valiosa. Nao obstante, para além da importancia dos recursos para
visualizacdo, contribuindo para a clareza do texto cientifico, as imagens também exercem
um papel essencial na constituigdo das ideias cientificas e na sua conceitualizagao

(Martins et al, 2005).

Em outra mao, a linguagem cientifica possui suas caracteristicas proprias que a
distinguem da linguagem comum. Sdo conceitos que foram sendo estabelecidos ao longo
de todo o desenvolvimento da ciéncia, de maneira a registrar e ampliar o conhecimento.

Muitas das vezes, a linguagem cientifica se torna estranha e dificil para os alunos,
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portanto, reconhecer as diferencas implica em reconhecer que a aprendizagem da ciéncia

¢ inseparavel da aprendizagem da linguagem cientifica (Mortimer e Alvarenga, 1998).

Para a elabora¢ao de um texto de divulgacgdo cientifica eficaz, ¢ essencial que o
autor empregue uma linguagem acessivel, permitindo uma compreensao facilitada do
conteudo abordado. Em outras palavras, embora seja apropriado evitar o excesso de
termos técnicos, a presenca controlada destes ¢ recomendada. O Texto de Divulgacao
Cientifica apresentado neste capitulo adota uma linguagem acessivel ao publico,
acompanhada de imagens, proporcionando uma compreensao mais clara do tema atraindo
a atencao do leitor. Conforme destacado por Raimundo Martins (2011), a cultura visual
desempenha um papel crucial ao conferir um olhar critico ao poder das imagens. Através
dela, € possivel construir um conhecimento mais profundo, rico e abrangente, enfatizando

a importancia da compreensao do conteudo.

No inicio do TDC, ¢ possivel visualizar um titulo chamativo (“Como surgem os
remédios que tomamos?”). O titulo foi criado com a intencdo de chamar a atengdo do
leitor, uma vez que € uma pergunta, ¢ a busca por essa resposta raramente ¢ feita pela
populacdo que costuma comprar medicamentos na farmacia ou drogaria. Nesse sentido,
uma vez que o leitor realmente se da conta de nunca ter procurado entender como
funciona o processo de aprovagdo de farmacos até que cheguem nas prateleiras para o

comeércio, passa a fazer sentido em atrai-lo para a leitura.

Com relacdo a condugdo do TDC, foi possivel construir pardgrafos chamativos
que introduzem um assunto, bem como propor uma situacdo do cotidiano que remete a
compra de remédios quando nos encontramos doentes. Em seguida, mais perguntas
aparecem ao leitor (“Mas j& se perguntou de onde vem esses remédios?”, “Como sao
produzidos?”, “Qual a diferenga entre um remédio genérico, similar ou de referéncia? E
o porqué da diferenca dos valores entre eles?”’) de modo a engaja-lo ainda mais no assunto
para prosseguir com a leitura. Desde os primordios da humanidade, a busca por respostas
foi fundamental para o progresso do ser humano, mas para isso, teve de haver perguntas,
como: “Quem sou?”, “De onde eu vim” e “Para onde vou?”. Desse modo, perguntar ¢
uma acdo que sempre foi presente na vida do homem, e a partir da curiosidade de se

buscar respostas, o aprendizado pode acontecer (Rubinstein, 2019).

Posteriormente, a conducao do texto se da pelo processo histérico que moldou a

Quimica Medicinal. A linha do tempo criada ajuda o leitor a se situar de onde comecou e
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para onde pode ir, sendo evidenciado a ideia do progresso do estudo de farmacos. A partir
desse ponto, comega a caracterizagdo dos processos atuais que sdo realizados para a
aprovacgdo de um novo medicamento. O texto buscou criar uma narrativa sequencial, do
inicio dos processos (simulagcdes computacionais) até os testes em laboratorio com o uso
de microorganismos, c€lulas ou moléculas extraidas do seu contexto biologico que
contém o alvo que esta sendo trabalhado/estudado, para entdo prosseguir com os testes

em animais e depois em humanos.

Por fim, o texto retoma as perguntas realizadas inicialmente, a respeitos dos
medicamentos de referéncia, genéricos e similares. A informagao discorrida serve como
base para que o publico possa entender um pouco mais sobre os remédios adquirem. O
texto finaliza com uma interagdo com o leitor e informa que novos textos que abordem
questoes de seu dia a dia esta por vir para que ele possa se manter mais bem informado e

que ajude a compartilhar as ideias aprendidas até entdo.

5. Conclusao

Em resumo, torna-se cada vez mais imperativo que a populacdo tenha o direito ¢ o
acesso a informacdo relacionada ao desenvolvimento tecno-cientifico, além da
oportunidade de participar das decisdes que impactam diretamente o ambiente em que
vivem. Os textos de divulgacdo cientifica, assim como outros meios de comunicacao,
desempenham um papel crucial na disseminagdo do conhecimento e das ideias cientificas.
Ao assimilar esses contetidos, a populagdo adquire uma base sélida para participar de
discussdes informadas e questionar os processos que ocorrem ao seu redor, contribuindo

para a busca de solugdes para os desafios enfrentados.
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