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Resumo

O virus da COVID-19, 2019-nCOV ou SARS-Cov-2, soma mais de 290 mil casos e 12 mil mortes pelo mundo. Nao
existem estudos clinicos indicando tratamentos eficazes, e a identificacao de agentes antivirais adequados constitui-se
um passo crucial no combate a pandemia. O presente trabalho constitui o levantamento de proteinas do SARS-Cov-2
a partir do Protein Data Bank (PDB), elegiveis como alvos para docagem de substancias inibitérias. Posteriormente,
foram realizados testes in silico, com dois alvos enziméticos em interacdo com os farmacos Ledipasvir e Ombitasvir.
A prospeccao no PDB reportou 29 proteinas. Selecionou-se 6vsb e 6m17 para docagem com Ledispasvir, resultando
energias de interacdo iguais a -6.88 e -6.25kJ/mol, respectivamente. Para os mesmos alvos, o farmaco Ombitasvir
obteve -5,96 e -4,53kJ/mol. O estudo evidenciou o avanco nas pesquisas relacionadas a COVID-19, apresentando 29
estruturas enzimaéticas. Os farmacos Ledipasvir e Ombitasvir apresentaram parédmetros favoraveis para a continuacéo
de estudos in vitro e clinicos.

Palavras-chave: COVID-19. Prospeccao. Docagem Molecular.

Abstract

COVID-19 disease, caused by the 2019-nCOV virus or SARS-Cov-2, adds up to just over 290 thousand cases and 12
thousand deaths worldwide. No clinical studies are indicating effective treatments, and the identification of suitable
antiviral agents is a crucial step in combating the pandemic. This research constitutes a survey of SARS-Cov-2
proteins from the Protein Data Bank (PDB), eligible as targets for docking of inhibitory substances. later, in silico tests
were performed with two enzymatic targets in interaction with the drugs Ledipasvir and Ombitasvir. Prospecting in
the PDB reported 29 proteins. 6vsb and 6m17 were selected for docking with Ledispasvir, resulting in interaction
energies equal to -6.88 and -6.25kJ / mol, respectively. For the same targets, the drug Ombitasvir obtained -5.96
and -4.53kdJ / mol. The study showed the advances in COVID-19 research, presenting 29 structures. The drugs tested
showed favorable parameters for continuing in vitro and clinical studies.
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1 Introducdo

Em dezembro de 2019, 6rgaos de satde chineses reportaram surto de pneumonia desco-
nhecida na cidade de Wuhan. Causada pelo virus 2019-nCov e, posteriormente, denominada
COVID-19, a sindrome respiratéria soma 81.499 casos confirmados na China, incluindo 3.207
mortes em 22 de fevereiro de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Na mesma
data foram reportados casos na Itdlia, Espanha, Ira, Alemanha, Estados Unidos, Franca e em
mais 180 paises, totalizando 294.110 casos e 12.944 mortes pelo mundo, conferindo status de
pandemia a COVID-19. No Brasil, segqundo o Ministério da Satde, temos 1.546 casos e 25
mortes (BRASIL, 2020). Nao existe confirmacao de estudos clinicos indicando medicamentos
eficazes para o tratamento, e a identificacdo de agentes antivirais adequados constitui-se um

passo crucial (WANG et al., 2020).

Esforcos tém sido feitos no sequenciamento do 2019-nCov. Esse processo providencia infor-
macoes acerca das proteinas chaves do funcionamento do virus, além de permitir comparacoes
com diferentes cepas encontradas em diferentes localidades e ao longo do tempo de transmisséo,
indicando suas mutacdes e possibilitando o rastreamento de epicentros de contaminacao; e
constitui também o primeiro passo para o desenvolvimento de métodos de deteccao. No Brasil,
o sequenciamento foi conduzido pelo CADDE Project, uma parceria entre Instituto Adolfo Lutz
e o Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (CENTRE FOR ARBOVIRUS
DISCOVERY, DIAGNOSIS, 2020). O genoma foi descrito com base nos dois primeiros pacien-
tes brasileiros e apresentou cepas diferentes, sendo o primeiro representativo de sequéncias
gendmicas encontradas na regidao de Lombardia, Itdlia, e o segundo aponta semelhancas com
sequéncias de virus diretamente da China, também encontrado em material genético colhido
na Inglaterra, Austrélia, Franca, Estados Unidos, Singapura, Taiwan e Suécia.

0O 2019-nCov (também identificado como SARS-Cov-2) é um virus de RNA de polaridade
positiva, da ampla familia dos Coronavirus, sendo o terceiro a provocar sindromes respiraté-
rias agudas (HUI, 2020). Os outros dois virus, SARS-CoV e o MERS-CoV foram os patégenos
responsaveis por epidemias propagadas na provincia de Guangdong, China, em 2002 e no
Oriente Médio em 2012, respectivamente (ZHU et al., 2020). Com base em todo o material
genético descrito, é conhecido que sua infeccao ocorre por interacao da proteina S do virus
com a enzima de conversao de angiotensina 2 (ACE2), presente na membrana plasmaética de

células humanas. Substancias inibidoras desse processo sao 6timas candidatas a farmacos de
combate a COVID-19.

O campo da bioinformética conhecido como modelagem molecular trabalha com a repre-
sentacdo das estruturas bioquimicas e simulacdo de suas interacoes, e leva em consideracéo
seus aspectos fisico-quimicos, em especial a dindAmica molecular (ANDREI et al., 2003). Auxilia
a farmacologia no planejamento de novos inibidores através da anélise de docagem molecular,
onde substancias diversas sao simuladas em relacdo a uma macromolécula alvo para previsao
de situagoes de interacao enzimatica, agilizando no processo de investigacdo biomédica, sem
muitos custos operacionais.

Objetiva-se com este trabalho fazer o levantamento de proteinas do virus da COVID-19
depositadas no banco de dados PDB, que podem ser alvos de estudos especificos sobre esse
patégeno. Também foram realizados testes in silico utilizando-se as ferramentas de bioinforma-
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tica para avaliar o potencial inibitério dos farmacos Ledispavir e Ombitasvir com dois (2) alvos
enzimaticos.

2 Materiais e Métodos

Para a realizacao da pesquisa efetuou-se uma busca de proteinas em banco de dados do
Protein Data Bank (PDB) para novo coronavirus, até margo do ano de 2020. Os descritores
utilizados na busca foram: “nCov-2019”, “COVID-19” e “SARS-Cov-2”. As informacoes foram
tabeladas de forma que as proteinas foram selecionadas para testes de docagem molecular.

O estudo in silico ocorreu utilizando como ligante os farmacos da mesma familia do Fa-
vipiravir, recentemente estudado como uma possivel droga para o tratamento da COVID-19
(DONG; HU; GAO, 2020), Ledispavir e Ombitasvir (Figura 1), medicamentos antivirais usados
no tratamento de hepatite C crénica (KUMARI; NGUYEN, 2015). Ambos foram desenhados no
software MarvinSketch (CSIZMADIA, 1999) e otimizados com o uso de calculos e simulagoes
computacionais no Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009), utilizando-se o0 método semiempirico
PM6, que usa parametros Hamiltoniados (STEWART, 2007), e obtendo-se a melhor conforma-
cao estrutural. A docagem molecular foi realizada pelo software AutoDock Tools (MORRIS et
al., 2009), interagindo os ligantes com os alvos enzimaticos da COVID-19 obtidos no banco de
dados PDB com os cédigos 6m17 e 6vsb; foi criada uma caixa cibica de 60x60x60 nos sitios
ativos HIS378 e ASN801, respectivamente. As anélises buscaram a menor energia de ligacao,
assim como as taxas de inibicao, conforme Bastos (2019) e Rocha et al. (2018).

Figura 1 - Ligantes otimizados dos farmacos em 3D e sua estrutura em 2D: A) Ledipasvir B) Ombitasvir

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)
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3 Resultados e Discussdo

O presente estudo apontou os c6digos e enzimas obtidos até marco de 2020 e as simulacoes
de interacdo bioldgica com os alvos do SARS-Cov-2, indicando o farmaco de melhor resposta.

3.1 Prospeccdo de Proteinas do Protein Data Bank (PDB)

Foram encontrados 29 cédigos de estruturas proteicas relacionadas a 13 enzimas da COVID
no PDB, até marco de 2020 (Figura 2 e Tabela 1).

A primeira estrutura protéica do coronavius COVID-19 (6L.U7) foi publicada no dia 05 de
fevereiro de 2020 por Jin et al. (2020). Essa enzima é uma hidrolase (Mpro), também conhecida
como protease principal, e é essencial para a maturacao proteolitica do virus, além de ser bem
elucidada contra o primeiro Coronavirus SARS-COV (LEE et al., 2005). Duas enzimas 6M0J e
6M17 atuam convergindo a angiotensina, um hormonio peptidico que controla a vasoconstricao
e a pressao sanguinea. Essa proteina também pode explorar a proteina de membrana ACE2
para infeccao do hospedeiro. O ACE2 também funciona como acompanhante para o trafego
de membranas do transportador de aminoéacidos (YAN et al., 2020).

A dlicoproteina S de espinho 6VSB ¢ utilizada pelo 2019-nCoV para poder entrar entrada
nas células hospedeiras. A proteina S é uma proteina de fusao trimérica classe I que existe em
uma conformacao de prefusdao metaestavel, e que sofre um rearranjo estrutural substancial
para fundir a membrana viral com a membrana da célula hospedeira (WRAPP et al., 2020).
As proteinas 6VYB e 6VXX, também, utilizam a glicoproteina do pico transmembranar (S),
que forma homotrimeros que se projetam da superficie do virus. A estrutura S é formada por
duas subunidades funcionais responséaveis pela ligagao ao receptor da célula hospedeira e pela
unido das membranas virais e celulares. Como a glicoproteina S do coronavirus é exposta na
superficie e tem contato com a entrada nas células hospedeiras, essa proteina é o principal alvo
dos anticorpos e na formulacao de uma vacina (WALLS et al., 2020).

As estruturas proteicas (5R7Y, 5R7Z, 5R80, 5R81, 5R82, 5R83, 5R84, 6Y84, 6Y2E, 6Y2F,
6Y2G e 6M03) compreendem um grupo de proteases da COVID-19. A proteina 6M3M esta
ligada a um nucleocapsideo N-teminal de ligacao do dominio do RNA viral. A proteina 6W4B
representa a replicase Nsp9. A proteina 6W4H, o complexo proteico Nsp16-Nsp10. As proteinas
6WO01 e 6VWW, as endoribonucleases Nsp15. A fosfoproteina 6VYO representa um dominio
do nucleocapsideo de ligacao ao RNA viral. A proteina 6W02 é uma ribose ADP fosfatase de
Nsp3 e a proteina 6LVN apresenta o dominio HR2. Com a elucidacéao das estruturas dessas
proteinas que representam um importante papel no metabolismo do virus, pode-se, a partir
de estudos in silico, desenvolver métodos quéanticos para a producao de novos farmacos que
possam atuar como inibidores em algumas delas.
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Figura 2 - Quantidade de enzimas depositadas no banco de dados do Protein Data Bank (PDB) com
os termos nCov-2019, COVID-19 ou SARS-Cov-2
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

Tabela 1 - Enzimas e identificacao PDB de proteinas depositadas no banco de dados do Protein Data
Bank (PDB) com o termo nCov-2019, COVID-19 ou SARS-Cov-2

EnziMas IDENTIFICACAO PDB DAS ENZIMAS
Principais proteases 5R7Y, 5R7Z, 5R80, 5R81, 5R82, 5R83, 5R84

Enzimas conversoras de angiotensinas 6LZG, 6M0J*, 6M17%1 6VW1

Glicoproteinas de espinho 6VXX® 6VYB®W, 6LXT, 6VSB®
Poliproteina hidrolase (Mpro) 6LU7®
laacao do domino 46 FNA 6M3M
Proteina de replicase Nsp9 6W4B
Complexo Nsp16-Nsp10 6W4H
Protease principal em forma APO 6M03
Fosfopré);elligzg%z r(ljl(l)cglc\aliip&deo 6VYO

Endoribonuclease Nsp15 6W01, 6VWW
Ribose fosfatase ADP de Nsp3 6W02
Proteases principais sem sitio ativo 6Y84, 6Y2E, 6Y2F, 6Y2G,

Dominio HR2 6LVN

(YAN et al., 2020); ® (WRAPP et al., 2020); © (JIN et al., 2020).
Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

Grande parte das proteinas apresentam um tamanho na resolucao das difracoes de raio x
de 1,5a2,0 A com 12 enzimas e de 2,0 a 2,5 com 6 proteinas (Figura 3). As proteinas possuem
um tamanho relativamente pequeno.
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As publicagdes de proteinas no banco de dados do PDB com os termos nCov-2019, CO-
VID-19 ou SARS-Cov-2 tiveram inicio crescente em fevereiro de 2020, com 4 proteinas, e até
margo de 2020 ja apresentaram mais 24 estruturas proteicas (Figura 4). Isso mostra o crescente
aumento das pesquisas sobre a elucidagao da estrutura viral para que se possa entender os
mecanismos no corpo ou mesmo utilizar as ferramentas de bioinformatica e quimica quantica
computacional no estudo de antivirais.

Figura 3 - Resolucao da difracdo de raio x das enzimas no banco de dados do Protein Data Bank
(PDB) com os termos nCov-2019, COVID-19 ou SARS-Cov-2
B Raio X
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

Figura 4 - Anos de publicagao das proteinas no banco de dados do Protein Data Bank (PDB) com os
termos nCov-2019, COVID-19 ou SARS-Cov-2
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Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

3.2 Docagem Molecular

Os melhores resultados para as simulagoes de interacao biolégica com os alvos do SARS-
-Cov-2 ocorreram com o farmaco Ledipasvir. A enzima 6vsb obteve uma energia de interacao
de -6,88 kcal.mol! (Tabela 2), e com isso apresentou uma taxa de inibicao enzimatica de 9,0
uM, reagindo com 15 residuos hidrofébicos e formando 6 ligagoes hidrogénio com distancias de
3,85A (ASN801), 5,27A e 5,42A (ASN928), 2,86A (GLY799), 3,04A (GLY932), 6,66A (LYS795),
6,38A (PHES00) (Figura 5). A interacao do Ombitasvir com essa mesma enzima apresentou
o menor resultado, produzindo uma energia de ligacao de -4,53 kcal mol-1 e valor excelente
da constante de inibicao com 450,14 uM, também interagindo com 15 residuos hidrofébicos e
formando somente quatro ligacbes de hidrogénio nos aminoacidos ASP796 (4,43A), GLN&04
(3,534), LYS921 (3,72A), SER803 (4,03A) (Figura 5). Esse alvo é a chave para o desenvolvi-
mento de vacinas e para os diagnésticos, pois se trata da glicoproteina do CoV(S), responsavel
diretamente pela penetracao das células do hospedeiro, criando a fusao das membranas viral e
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celular. Uma vez ocorrendo a inibicao da mesma, acarretara em uma dificuldade para o virus
penetrar as células, dificultando a infeccao (GAGNER et al. 2019).

Figura 5 - Docagem molecular do alvo 6vsb: A) Interacbes moleculares da Ledipasvir em 2D (em
vermelho as pontes de hidrogénio); B) Ledipasvir na posicao do sitio ativo visto nas fitas de ribbon; C)
visualizacao em 2D da Ombitasvir e suas interacdes; e D) sua posicao nas fitas de ribbon

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

As interacoes hidrofébicas permitem a interacéao do ligante (o farmaco) com o receptor
(enzima da COVID-19) por meio da aproximacao hidrofébica; nas camadas de agua, isso se
torna importante na investigacao de farmacos, pois realiza o reconhecimento da macromolécula
e o fator de ativacao. As ligagoes de hidrogénios sao as mais importantes quando se fala na
quimica das interacoes bioldgicas, pois sédo responsaveis pela manutencao das proteinas. As
interacoes ocorrem entre os atomos O-H, N-H e F-H. Muitos farmacos sao reconhecidos por
possuir esse tipo de interagao molecular, como exemplo um antiviral Saquinavir (BARREIRO;
FRAGA, 2014).
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Tabela 2 — Parametros de afinidade molecular entre os farmacos Ledispasvir e Ombitasvir com enzi-
mas da COVID-19

AGBIND* . ) AMINOACIDOS QUE
COMPLEXO AMINOACIDOS QUE INTERAGEM ATRAVES -
. (KcaL Ke (0 M) ) A FAZEM INTERACOES
(PROTEINA-LIGANTE) X DE LIGACOES DE HIDROGENIO i
MoL!) HIDROFOBICAS

ALA924, ASN709, ASN925, ASP796,
ASP936, GLN804, GLN935, GLY798,
ILE1130, ILE931, L'YS921, L'YS933,
PHE797, SER803, SER929

ALA348, ARG514, ASN394, ASN397,
ASP367, GLU375, GLU402, GLU406,
GLY395, GLY399, HIS345, HIS374,
HIS378, HIS401, ILE446, LEU370,
LEU410, PHE400, PRO346, SER409,
THR347, THR371, THR445

ALA348, ARG393, ARG514,
GLU375, GLU398, GLU402, GLU406,
HIS345, HIS374, HIS378, HIS401,
LEU370, LEU410, PHE40, PRO346,
THR347, THR371, TYR385

ASN801, ASN928,
GLY799, GLY932,
LyS795, PHES00

Ledipasvir-6vsb -6,88 9,0 uM

Ledipasvir-6m17 -6,25 26,06 uM GLN442, GLU398

ASN394, ASP350,
ASP382, SER409,
TRP349

Ombitasvir-6m17 -5,96 42 55 uM

ALA924, ASN709, ASN801, ASN925,
450,14  ASN928, GLN920, GLN935, GLY798, ASP796, GLN804,
uM GLY799, ILE1130, LYS795, PHE797, LYS921, SER803
PHES00, PHES02, PHE817

Ombitasvir-6vsb -4.53

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

O segundo alvo, 6m17, também esta relacionado a glicoproteina S. Separada em duas
subunidades de S1 e S2, quando liberadas se ligam diretamente a ACEZ2, uma enzima conhe-
cida por estar relacionada a membranas na superficie do pulmao, também responséavel pela
vasoconstricao e pressao sanguinea (YAN et al., 2020), dessa forma comprovando a acao da
COVID-19 diretamente no pulméao e causando problemas respiratérios, como ja é observado.
Nessa enzima, o melhor farmaco foi o Ledipasvir com inibigao de 26,06 uM e uma energia de
ligagao de -6,25 kcal.mol, interagindo com 23 residuos hidrofébicos e duas ligaces de hidro-
génio em distancias de 4,97A (GLN442) e 4,14A (GLU398) (Figura 6). O Ombitasvir obteve
uma energia de ligacao de -5,96 kcal.mol-1 e uma constante inibitéria de 42,55 uM, gerando
5 ligacoes hidrogénio ASN394 (5,014), ASP350 (3,37A), ASP382 (5,074), SER409 (4,324),
TRP349 (3,644) e 18 interagoes hidrofébicas.

Vérios fatores podem influenciar na utilizacao de medicamentos, mesmo os ja presentes no
mercado. A presenca de outras doencas e fatores de risco devem ser estudados antes da liberagao
do uso, ja que sao somente analisados nos testes clinicos, pois algumas doengas podem afligir
diretamente nos resultados obtidos. Outros fatores também podem influenciar, como idade,
género e até mesmo gravidez. Cabe ao FDA (Food and Drug Administration) supervisionar e
avaliar os farmacos nos Estados Unidos antes da liberagao da comercializacdo, e também ficar
responsavel em fiscalizar a eficacia de diferentes tratamentos (KATZUNG; TREVOR, 2017).
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Figura 6 — Docagem molecular do alvo 6m17: A) Interagées moleculares da Ledipasvir em 2D (em
vermelho as pontes de hidrogénio); B) Ledipasvir na posicao do sitio ativo visto nas fitas de ribbon; C)
visualizacao em 2D da Ombitasvir e suas interacdes; e D) sua posicao nas fitas de ribbon

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2020)

4 Consideracoes Finais

O estudo evidenciou o grande avango nas pesquisas da COVID-19. Com o sequenciamento
do genoma foi possivel a diversos pesquisadores obterem as 29 estruturas enziméaticas deposi-
tadas no banco de dados PDB, proporcionando dessa forma o avanco de pesquisas através da
bioinformatica, que realiza testes diretamente nesses alvos.

Foi realizada a andlise dos farmacos Ledipasvir e Ombitasvir através de softwares computa-
cionais com essas estruturas, resultando em parametros favoraveis para a realizacao de testes in
vitro e clinicos usando principalmente a Ledipasvir. Vale ressaltar que, mesmo com os resultados
comprovando a acao dos farmacos com enzimas de COVID-19, nao devem ser utilizados, pois
ainda sao necessarios os testes clinicos e um acompanhamento para analisar os resultados e os
possiveis efeitos colaterais provocados.

As ferramentas de bioinforméticas sdo essenciais para agilizar o processo de investigacao
de potenciais inibidores e rotas de acao dos farmacos, dessa forma economizando em testes
biologicos sem fatores que possam contribuir com resultados favoraveis. Com a certeza da agao
de uma determinada estrutura, os processos de testes sao acelerados de forma a contribuir com
a busca de vacinas e medicamentos contra esse patégeno.
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5 Perspectivas Futuras

Com as ferramentas disponiveis na atualidade, é possivel realizar testes com diferentes
farmacos ja existentes buscando aqueles com melhores resultados. Isso resultara em testes clini-
cos que irdao avaliar a eficacia e acdo nos hospedeiros da COVID-19. Espera-se que com essas
informacbes seja possivel incentivar os demais pesquisadores a realizarem suas avaliacoes, de
maneira que a ciéncia avance e agilize a busca de medicamentos eficazes para tratar esse virus
que esta causando pandemia em diversos paises.
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