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RESUMO

A pandemia causada pelo SARS-CoV-2 evidenciou a necessidade de novas estratégias
terapéuticas, especialmente frente a emergéncia de variantes com maior transmissibilidade e
escape imunologico. Nesse panorama, a triagem virtual surge como uma estratégia promissora
in silico para a descoberta de medicamentos auxiliado pelo computador. Entre os produtos
naturais promissores no desenvolvimento de novos farmacos, destaca-se a rutina, estudada por
suas propriedades farmacoldgicas e atividade antiviral. Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo realizar busca farmacoforica, usando como modelo, grupos quimicos
gerados com andlogos de rutina, objetivando identificar moléculas capazes de inibir as
proteinas do SARS-CoV-2. Inicialmente, 220 moléculas com similaridade estrutural a rutina
foram baixadas no banco de dados PubChem. Para escolha dos alvos foram selecionadas
4.124 estruturas tridimensionais das proteinas do SARS-CoV-2 no Protein Data Bank (PDB) e
filtradas por similaridade estrutural, permanecendo aquelas com RMSD >0.5 angstroms,
resultando em 1.569 estruturas 3D. A partir dessas estruturas foram preditas 193.561 pockets
com o fpocket sendo mantidas 4.000 com druggability score > 0,5. Os 4.000 pockets e 220
ligantes selecionados foram preparados e submetidos ao docking, totalizando 346.952
complexos gerados pelo QuickVina 2, contabilizando mais de 3 milhdes de interagcdes com o
PLIP, gerando 1.268 grupos quimicos, que foram utilizados para busca farmacoforica. A busca
farmacoforica foi realizada pelo Pharmit em 10 bancos de dados utilizando como filtros: a
faixa de peso molecular entre 300 e 600, logP e nimero de ligacdes rotaciondveis entre 3 e 6,
numero de hidrogénios aceptores de 4 a 12 e doadores de 0 a 6. Essa triagem resultou em
174.359 moléculas que foram submetidas a minimizagdo de energia e, posteriormente
avaliagdo do perfil farmacocinético no ADMET-AI, observando que 67.912 moléculas
destacaram-se com perfis ADMET favoraveis, apresentando melhor perfil farmacocinético
quando comparado aos farmacos emergenciais. Destacaram-se, dentre as melhores moléculas,
as 15 que reuniram os melhores parametros de afinidade, ADMET e seguranga toxicoldgica,
interagindo nos sitios de ligagdo 8SDG-pocket 66, SFEZ-pocket 228, S8H3E-pocket 2, 8H3E-
pocket 3 ¢ 8DRU-pocket 1 com melhores AG (entre -11 e -14,1 kcal/mol). A analise de
caracterizagdo de interagdes demonstrou que as moléculas destacadas apresentam padroes de
interagdo de residuos de aminoacidos semelhantes aos descritos na literatura, sugerindo um
possivel efeito inibitorio contra o SARS-CoV-2. Esses achados evidenciam a relevancia
desses compostos como potenciais candidatos terapéuticos, sendo sugeridas para futuras
analises in vivo e in vitro. Ademais, os resultados corroboram o potencial da abordagem
hibrida de triagem virtual na busca de candidatos promissores a terapia contra o SARS-
CoV-2.

Palavras-chaves: ADMET; Covid-19; Docking; Prospeccdo de farmacos; Rutina; Virtual
screening.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 pandemic highlighted the need for new therapeutic strategies, especially in
the face of the emergence of variants with greater transmissibility and immune escape. In this
context, virtual screening emerges as a promising in silico strategy for computer-aided drug
discovery. Among the promising natural products in the development of new drugs, rutin
stands out, studied for its pharmacological properties and antiviral activity. In this context, the
present work aimed to perform a pharmacophore search, using chemical groups generated
with rutin analogs as a model, aiming to identify molecules capable of inhibiting SARS-
CoV-2 proteins. Initially, 220 molecules with structural similarity to rutin were downloaded
from the PubChem database. For target selection, 4,124 three-dimensional structures of
SARS-CoV-2 proteins were selected from the Protein Data Bank (PDB) and filtered by
structural similarity, retaining those with RMSD >0.5 angstroms, resulting in 1,569 3D
structures. From these structures, 193,561 pockets were predicted, with 4,000 retained having
a druggability score > 0.5. The 4,000 pockets and 220 selected ligands were prepared and
subjected to docking, totaling 346,952 complexes generated by QuickVina 2, accounting for
more than 3 million interactions with PLIP, generating 1,268 chemical groups, which were
used for pharmacophore search. The pharmacophore search was performed using Pharmit in
10 databases, using the following filters: molecular weight range between 300 and 600, logP
and number of rotatable bonds between 3 and 6, number of acceptor hydrogens from 4 to 12
and donor hydrogens from 0 to 6. This screening resulted in 174,359 molecules that were
subjected to energy minimization and subsequent pharmacokinetic profile evaluation using
ADMET-AI observing that 67,912 molecules stood out with favorable ADMET profiles,
presenting a better pharmacokinetic profile when compared to emergency drugs. Among the
best molecules, 15 stood out for their superior affinity, ADMET, and toxicological safety
parameters, interacting at the 8SDG-pocket 66, SFEZ-pocket 228, 8H3E-pocket 2, 8H3E-
pocket 3, and 8DRU-pocket 1 binding sites with the best AG (between -11 and -14.1
kcal/mol). Interaction characterization analysis demonstrated that the highlighted molecules
exhibit amino acid residue interaction patterns similar to those described in the literature,
suggesting a possible inhibitory effect against SARS-CoV-2. These findings highlight the
relevance of these compounds as potential therapeutic candidates and are suggested for future
in vivo and in vitro analyses. Furthermore, the results corroborate the potential of the hybrid
virtual screening approach in the search for promising candidates for therapy against SARS-
CoV-2.

Keywords: ADMET; Covid-19; Docking; Drug Prospecting; Rutine; Virtual screening.
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1 INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 ¢é o sétimo coronavirus conhecido por ser transmitido de outros
hospedeiros, como morcegos e roedores, para os seres humanos. Desde a sua descoberta em
dezembro de 2019, causou mais de 7 milhdes de mortes em todo o mundo, tornando-o um dos
virus mais mortais da histéria da humanidade (Li et al., 2023).

A doenga associada, a Covid-19 apresenta um espectro clinico altamente variavel. De
acordo com uma andlise exploratoria de 72.314 casos na China, em fevereiro de 2020, 81%
dos individuos infectados desenvolvem a doenga nas formas leve a moderada, 14% evoluem
para doenca respiratoria grave, e 5% progridem para as formas criticas, incluindo
insuficiéncia respiratoria. A forma leve da doenca pode envolver febre, sintomas respiratorios
(tosse e dor de garganta), perda de paladar e/ou olfato, dor de cabeca, mialgias e sintomas
gastrointestinais (nduseas, vomitos e/ou diarreia). Individuos com a doenga em seu estado
moderado podem apresentar sintomas no trato respiratorio inferior, como dispneia aos
esforcos e sinais de pneumonia moderada, apresentando como exemplo, uma frequéncia
respiratoria de 20 a 29 respiragcdes por minuto, mas capazes de manter 94% de saturagdo de
oxigénio (Toussi ef al., 2023).

Nos casos graves, a Covid-19 pode causar dispneia em repouso e sinais de
insuficiéncia respiratoria, incluindo progressdo para uma frequéncia respiratoria >30
respiragdes por minuto, saturagdo de oxigénio < 93% ou relacdo PaO2/FiO. <300 mmHg. A
doenca critica ¢ definida pela evidéncia de insuficiéncia respiratoria, choque ou faléncia de
multiplos 6rgdos. Os individuos com a forma grave e critica da doenca apresentam risco
aumentado de morte ou de desenvolver complicagdes, incluindo arritmias, lesdo renal aguda,
eventos tromboembolicos e choque séptico (Toussi et al., 2023).

O internamento dos pacientes positivos ao SARS-CoV-2, demonstrou a comunidade
cientifica que pouco se sabia acerca desta doenga, bem como a inexisténcia de protocolos
terapéuticos especificos e eficazes. Antes da pandemia, o desenvolvimento de um
medicamento demorava, aproximadamente, entre 10 a 15 anos. Deste modo, os médicos
apenas possuiam a op¢do de utilizar os medicamentos jid comercializados, ou seja,
medicamentos documentados como seguros e eficazes para determinadas indicacgdes
farmacologicas (Domingues, 2023). Embora atualmente existam vacinas especificas e
eficazes para a prevenc¢ao ou amenizacdo dos sintomas de SARS-CoV-2, inclusive frente a

variantes recentes, estratégias terapéuticas adicionais, como antivirais, anticorpos
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monoclonais e novas abordagens farmacoldgicas, permanecem essenciais para conter a
transmissao viral e reduzir a mortalidade.

Nesse contexto, intensificou-se a busca por alternativas terapéuticas eficazes, seguras e
acessiveis, e, ao longo das pesquisas, os produtos naturais passaram a assumir posi¢ao de
destaque na prospeccdo de novos fairmacos contra diversas doencas, incluindo a Covid-19.
Esses compostos tém sido amplamente investigados devido a sua diversidade estrutural,
bioatividade e histérico de uso na terapéutica humana. Entre essas substancias, destaca-se a
rutina, um flavonoide com atividade antioxidante, que ¢ encontrado em diversos vegetais,
especialmente em frutas como caju, acerola, maracuja e magd. O nome “rutina” deriva da
planta Ruta graveolens, popularmente conhecida como arruda, ruta ou arruda de cheiro forte,
que também contém esse composto em sua composi¢ao. Na literatura, esse metabolito ¢
igualmente referido como rutosideo, quercetina-3-rutinosideo e soforina. Diversos estudos
tém demonstrado que a rutina apresenta uma série de atividades farmacologicas, dentre elas se
destacam propriedades antioxidantes, anticarcinogénica e antivirais (Freitas et al., 2024).
Entre esses compostos, os andlogos da rutina vém sendo selecionados para investigagao
devido as suas propriedades farmacoldgicas e seu possivel potencial terapéutico contra o
SARS-CoV-2. Sua capacidade de modular diferentes processos bioldgicos faz dela um
candidato promissor para investigacdes sobre seu potencial papel no combate a infeccao por
SARS-CoV-2.

Portanto, visto que o Brasil apresenta uma das maiores taxas de mortalidade pela
Covid-19 no mundo (Wang et al, 2022), torna-se imperativa a busca por alternativas
terapéuticas eficazes, acessiveis e de baixa toxicidade. Nesse cenario, a bioinformatica
emerge como uma estratégia econdmica e agil, capaz de acelerar o desenvolvimento de
farmacos ao identificar moléculas promissoras em vastas bibliotecas de compostos. Diante
desse contexto, o presente estudo dedica-se a busca farmacoférica de andlogos da rutina
capazes de mitigar os efeitos do SARS-CoV-2, contribuindo para o avanco cientifico ao
detalhar interagdes fisico-quimicas entre proteina e ligante. Ademais, os sitios de ligagao e as
interagdes identificadas serdo disponibilizadas a comunidade médico-cientifica, oferecendo

subsidios e novos insights para a otimizagdo de terapias essenciais a saude publica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Historicamente, as doengas infecciosas afligem a humanidade desde os primordios da
civilizacdo. De acordo com Howley e Knipe (2023), os virus e as patologias associadas
desempenham um papel central na evolugdo da medicina, agricultura e ciéncia, representando
tanto os maiores desafios globais quanto os mais significativos triunfos de conhecimento
cientifico contemporaneo. A luz dessa relevancia histérica, em 2020, a pandemia causada pelo
SARS-CoV-2, provocou uma mudanca dréstica no mundo. Atualmente, mais de 774 milhdes
de pessoas foram infectadas pelo virus e mais de 7 milhdes de mortes foram confirmadas

devido a Covid-19 (OMS, 2024).

2.1 SARS-CoV-2
2.1.1 Epidemiologia e Breve Historico

A Covid-19 ¢é causada pelo virus zoonotico SARS-CoV-2. As zoonoses sdo infecgdes
naturalmente transmitidas entre animais vertebrados e o homem, causadas pela exposicao
entre ambos e limitadas a agentes que podem se replicar no hospedeiro animal (Khalil, 2020).
Um grande niimero de doengas que atualmente afetam os seres humanos teve origem em
ciclos silvaticos, tendo se propagado além desse ponto devido a capacidade dos virus de
sofrerem mutacgdes rapidas e se adaptarem a novas espécies, especialmente no caso dos virus
de RNA.

No decorrer das duas ultimas décadas trés CoVs (SARS-CoV, SARS-CoV-2 e MERS-
CoV) se destacaram por causarem infecgdes respiratorias em humanos, chamando a atencao
da satde publica, da comunidade cientifica/médica ¢ da midia. A China, com sua vasta
biodiversidade e praticas de consumo de animais silvestres, tornou-se o epicentro de dois dos
maiores surtos: a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) em 2002 e a Covid-19 em
2019 (Anjos, 2022).

Em um breve retrospecto historico, a identificacdo do primeiro caso de SARS-CoV
ocorreu em novembro de 2002, na provincia de Guangdong, na China. Apenas em 15 de
mar¢o de 2003, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) classificou a SARS-CoV como
“sindrome respiratdria aguda grave”. A epidemia se espalhou por 29 paises, evidenciando o
despreparo das agdes de saude publica, médica e cientifica para lidar com esse grave

problema. Apesar de curta, a epidemia de SARS-CoV resultou em 8.096 casos e 774 mortes,
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sendo declarada encerrada pela OMS em julho de 2003 (WHO, 2003).

Em junho de 2012, foi confirmado o primeiro caso de pneumonia grave adquirida na
comunidade causada por um novo B-coronavirus humano, que resultou no 6bito do paciente
em um hospital na cidade de Jeddah, na Arabia Saudita. Posteriormente, a Organizacio
Mundial da Saude (OMS) denominou esse virus como MERS-CoV, ap6s a descri¢cdo de dois
novos casos em setembro do mesmo ano (Who, 2013, p. 3, apud Anjos, 2022, p.3). Desde
entdo, o0 MERS-CoV foi identificado como agente causador de pneumonia em pacientes de
diversos paises, incluindo Ardbia Saudita, Qatar, Jordania, Reino Unido, Alemanha, Franca,
Tunisia e Italia. Durante esse periodo, foram registrados 2.494 casos confirmados em
laboratdrio, dos quais 858 resultaram em Obito. Aproximadamente 35% dos pacientes com
MERS-CoV evoluiram a 6bito, embora essa taxa possa estar subestimada, ja que casos leves
podem nado ter sido detectados pelos sistemas de vigilancia em satde, que computam as taxas
de letalidade apenas entre os casos confirmados laboratorialmente (Who, 2013, p. 3, apud
Anjos, 2022, p.3).

No final de dezembro de 2019, novos casos de pneumonia foram relatados na
provincia de Hubei (China), os quais foram relacionados ao SARS-CoV-2. O virus teria como
ponto de disseminacdo um mercado atacadista de frutos do mar que também comercializa
animais exoticos (Huanan South China Seafood Market) (Gralinski & Menacrery, 2020). Em
11 de fevereiro de 2020, a OMS anunciou oficialmente a atual doenga associada ao SARS-
CoV-2 como Covid-19 (Huang et al, 2020; Zhou et al, 2020). O virus se espalhou
rapidamente causando inimeros casos confirmados da doenga, incluindo mais de 7 milhdes
de mortes no mundo. Segundo o painel Coronavirus Brasil, houve 39.318.227 casos
confirmados de Covid-19 com 716.626 6bitos no Brasil (Saude, 2025). Postula-se que este
novo virus passou a infectar humanos a partir de reservatdrios animais, tendo como provaveis
transmissores morcegos ou pangolins.

Com surgimento desse virus e¢ a sua rapida disseminagdo, a falta de estratégias
terapéuticas e preventivas, levaram o comité de Regulamento Sanitario Internacional
(International Health Regulations — IHR) da OMS a declarar a doenca como Emergéncia de
Satde Publica de Preocupacdo Internacional (Public Health Emergency of International
Concern — PHEIC) em 30 de janeiro de 2020 e caracterizada como uma pandemia em 11 de

marco de 2020 (WHO, 2020; Cascella et al., 2021).

20



2.1.2 Filogenia e Taxonomia

Estudos filogenéticos das sequéncias genomicas do SARS-CoV-2 demonstram
semelhancas com as sequéncias de SARS-CoV de morcegos, o que os agrupa na mesma
linhagem (B) dos Betacoronavirus. Filogeneticamente, ¢ um virus do reino Riboviria, ordem
Nidovirales, subordem Cornidovirineae, familia = Coronaviridae. @A  subfamilia
Orthocoronavirinae inclui quatro géneros: Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (p-
CoV), Deltacoronavirus (6-CoV) e Gammacoronavirus (y-CoV), de acordo com Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). O SARS-CoV-2 pertence a linhagem B do B-
CoV (Lai et al., 2020).

2.1.3 Variabilidade Genética

A pandemia da Covid-19 foi caracterizada pelo surgimento continuo de variantes
fenotipicamente distintas do SARS-CoV-2, definidas em grande parte por mutagdes na
proteina Spike (Furnon et al., 2025). Essa proteina também constitui o principal alvo das
respostas imunes induzidas tanto pela infec¢ao natural quanto pela vacinacao (Steiner et al.,
2024). Diante disso, para compreender e monitorar o avango a dindmica da pandemia, torna-
se necessario estabelecer uma correlagao entre as variagdes nos picos de incidéncia da doenca
e as caracteristicas fenotipicas das diferentes variantes virais.

Duas linhagens de SARS-CoV-2 (A e B) emergiram a partir do surto inicial de
Covid-19 no final de 2019 na China, sendo a linhagem B responsavel pela maior parte da
disseminagdo global subsequente (Pekar et al., 2022). O inicio da pandemia foi caracterizado
pelo surgimento de variantes virais contendo relativamente poucas mutagdes pontuais na
proteina Spike (Rausch et al., 2020). Entre essas alteragdes iniciais, destacou-se a mutagao
D614G, que estabiliza o trimero S1/S2 associado ao virion e confere maior transmissibilidade
do virus (Gellenoncourt et al., 2022). Essa variante definiu essencialmente a linhagem B.1
que permaneceu dominante até o outono de 2020. Entre 2020 e 2021, surgiram varias
variantes com maior numero de mutagdes e maior transmissibilidade denominadas “Pré-
Omicron”, dentre as quais Alfa, Beta e Gama foram classificadas como Variants of Concern
(VOCs). Outras variantes, como Epsilon, Eta, lota, Lambda, Kappa, B.1.1.318 ¢ A.30, foram

designadas Variants of Interest (VOI). Posteriormente, a variante Mu emergiu na Colombia,
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enquanto a Delta (e seu derivado Delta AY.1) se espalhou globalmente, concomitantemente, a
linhagem B.1.640.1 foi identificada na Africa (Konings et al., 2021).

Uma grande mudanga epidemiologica ocorreu no final de 2021 com o surgimento da
Omicron BA.1 e depois da BA.2 na Africa Austral (Viana et al., 2022). A variante Omicron
apresenta mais de 30 substituicdes de aminodcidos na proteina Spike. Ao longo de 2022,
novas sublinhagens da Omicron, incluindo BA.4, BA.5 e BA.2.75, foram identificadas no sul
da Africa (Tegally ef al, 2022) e na India (Saito et al, 2022). Outras variantes notaveis
incluiram BQ.1.1, CK.2.1 e CH.1.1 sublinhagens de BA.5 ¢ BA.2.75, respectivamente.
Variantes recombinantes do grupo XBB (XBB19,20,21) e seus derivados, como XBB.1,
XBB.1.5, XBB.1.16.1 ¢ EG.5.1, predominaram ao longo de grande parte de 2023. Nesse
mesmo periodo, a sublinhagem BA.2.86, foi designada como variante de interesse (VOI) em
novembro de 2023 ap6s um aumento em sua prevaléncia global (Wang et al., 2023).

A medida que a cobertura vacinal e a imunidade populacional aumentaram, o escape
imunologico associado a mutagdes na Spike tornou-se uma caracteristica marcante das
variantes que se disseminaram pelo mundo (Carabelli et al., 2023). No entanto, outras
alteracdes fenotipicas também foram observadas em algumas variantes, por exemplo, a Delta
exibiu uma viruléncia aumentada, enquanto a Omicron preferiu uma nova via de entrada
celular e infectou predominantemente o trato respiratério superior estando associada, em
geral, a quadros clinicos relativamente mais leves Hyams et al, 2023). Nesse contexto,
compreender a estrutura do SARS-CoV-2 ¢ fundamental para entender a evolucdo das

variantes.

2.1.4 Estrutura do Virus

Os coronavirus sdo virus envelopados, aproximadamente esféricos ¢ moderadamente
pleomorficos. O termo “corona” deriva da organizacao estrutural de glicoproteinas ao redor
do virus, a qual lembra uma coroa (Kasmi ef al., 2020) . Estes virus tém como caracteristica a
capacidade de transcrever RNAs mensageiros para cada proteina, o que permite o controle da
taxa de sintese de acordo com os requisitos do virus e da célula hospedeira (Kasmi et al.,
2020). O ciclo de replicagao do SARS-CoV-2 apresenta as etapas de adesao, entrada, tradugao
da replicase viral, transcricdo e replicagdo do genoma, traducdo de proteinas estruturais,

montagem e liberacdo do virion (Fung; Liu, 2019).
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Figura 1: Estrutura do SARS-CoV-2 ¢ sua organizagao.
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Representagdo esquematica da organizagdo do genoma do SARS-CoV-2 e das proteinas codificadas, incluindo
proteinas estruturais (Spike, Envelope, Membrana e Nucleocapsideo), proteinas acessorias e proteinas ndo
estruturais (1-16), com estruturas tridimensionais obtidas do PDB.
Fonte: PDB101.rcsb.org

Seu genoma (Figura 1) contém 29,9 Kilobase e codifica 29 proteinas: 4 proteinas
estruturais, 16 proteinas ndo estruturais (do inglés non-structural proteins-NSPs)
(APENDICE I -~ CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DAS NSPs) e 9
proteinas acessorias. Os CoVs destacam-se por codificar quatro proteinas estruturais: a
glicoproteina espicular (S) que permite o reconhecimento do receptor celular e a fusdo entre
as membranas viral e da célula hospedeira; A Proteina do Envelope (E) auxilia na montagem e
liberagdo do virus; Glicoproteina da Membrana (M) ¢ crucial para a morfologia do virion e a
interagdo com outras proteinas estruturais; A Proteina do Nucleocapsideo (N) protege o RNA
viral e regula sua replicacdo e transcricdo, além de estar envolvida na montagem de novas

particulas virais (Wang et al., 2020; Yan et al., 2022).

2.1.5 Proteinas Nao Estruturais 7 ¢ 8 (NSP)

As proteinas ndo estruturais (NSPs), expressas a partir das regides ORFla e ORFlab
(Open Reading Frame) do genoma viral, desempenham papéis essenciais no ciclo replicativo
do SARS-CoV-2. Entre elas, destacam-se enzimas fundamentais para os processos de
replicagdo e transcri¢do do RNA viral, como a protease 3-quimotripsina (3CLpro), a protease

semelhante a papaina (PLpro) e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). Essas

23



proteinas exercem funcdes especificas para a manutencdo do ciclo viral, atuando na
replicagdo, a transcricao e evasao do sistema imune. A sintese de RNA viral ¢ coordenada por
um complexo formado por diversas interagdes proteina-proteina. Dentre as 16 NSPs, a NSP7
e a NSP8 desempenham papéis essenciais na formagado e atividade da maquinaria de sintese
de RNA (Huang et al., 2020).

As NSP7 e NSP8 sao identificadas como cofatores da NSP12 no SARS-CoV-2,
formando um complexo essencial para a replicacao e estimulando a atividade polimerase da
RdRp (Aleebrahim-Dehkordi et al., 2023). O complexo de replicagdo do SARS-CoV-2 forma
uma superficie de ligagdo ao RNA capaz de acomodar duas voltas do duplex molde-produto.
As regides N-terminais helicoidais da NSP8 atuam como estruturas deslizantes que
estabilizam o duplex a jusante, favorecendo a alta processividade da RNA polimerase (Biswal
etal, 2021).

A NSP12 sozinha apresenta a menor taxa de atividade, enquanto a taxa maxima de
atividade ¢ determinada pelos elementos comuns NSP7-8. Essas proteinas ndo sdo suficientes
para o funcionamento adequado da NSP12. No entanto, a combinagdo das duas aumenta a

sintese de RNA do SARS-CoV-2 pela NSP12 (Kakavandi et al., 2023).

2.1.6 Estrutura da Proteina Spike (S) e suas aplicagdes

A proteina espicular (S) do SARS-CoV-2, com massa entre 180-200 kDa, ¢
fundamental para infec¢do viral. Composta por um segmento extracelular N-terminal, uma
regido transmembrana ancorada ao envelope viral e uma cauda citoplasmatica C-terminal
curta, em sua forma funcional, adota uma conformagdo de pré-fusdo metaestavel que sofre
importantes rearranjos estruturais ao interagir com a célula hospedeira, permitindo a fusdo
entre as membranas viral e celular. As espiculas sdo recobertas por polissacarideos, o que
contribui para a evasao da resposta imune durante a entrada viral (Zhang et al., 2021).

Estruturalmente, essa glicoproteina possui 1273 aminoacidos, sendo dividida em duas
subunidades funcionais: S1 (aa 14-685), responsavel pela ligacdo ao receptor celular, e S2 (aa
686—1273), que participa da fusdo de membranas. A S1 inclui um dominio N-terminal (aa 14—
305) e o dominio de ligacdo ao receptor (RBD, aa 319-541). J4 a S2 contém o peptideo de
fusdo (aa 788-8006), regides de heptarrepeticao (HR1: aa 912-984; HR2: aa 1163-1213),
dominio transmembrana (aa 1213-1237) e dominio citoplasmatico (aa 1237-1273). Estudos

de microscopia crioeletronica em alta resolug¢do revelaram que o dominio RBD pode alternar
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entre conformagdes abertas e fechadas, regulando sua interagdo com o receptor da célula
hospedeira (Huang et al., 2020).

O coronavirus usa proteinas de fusdo de classe I para induzir a fusdo de membranas
virais e celulares e infectar a célula hospedeira. Para isso, a proteina Spike de pré-fusdo atua
como um intermedidrio metaestavel, que deve sofrer um redobramento estrutural (refolding)
para a conformacdo de pos-fusdo, altamente estavel. Essa transicdo fornece a energia
necessaria para mediar a fusdo da membrana (Gonzalez et al., 2024).

A conformagdo de pré-fusdo possui dois estados conformacionais: o estado fechado
que se apresenta com todos os 3 dominios de liga¢do ao receptor (RBD) orientados para baixo
na subunidade S1 e o estado aberto com 1 ou mais RBDs orientados para cima. Do ponto de
vista imunologico e estrutural, estudos sugerem que a conformacao de pré-fusdo fechada
(RBD-Down) ¢ considerada a mais adequada para o desenho racional de imunogenos, pois
mantém os epitopos relevantes preservados e oferece maior estabilidade estrutural aos
modelos vacinais. Estratégias de estabilizacdo, como o uso de mutagdes 2P ou HexaPro, sdao
empregadas para manter a Spike na forma fechada e impedir a transi¢ao para a forma pos-

fusdo (Narkhede; Gonzalez; Strauch, 2021).

Figura 2: Representacao estrutural da proteina Spike e ACE2.

Estrutura da proteina Spike (S) do SARS-CoV-2 em sua forma trimérica (esquerda) e o receptor ACE2 da célula
hospedeira (direita).
Fonte: (Tay et al., 2020)
A subunidade S1, que contém o dominio de ligagdo ao receptor do SARS-CoV-2
(RBD-Receptor Binding Domain), desempenha um papel fundamental no reconhecimento do

receptor humano ACE2 (Angiotensin-converting enzyme 2), nas células hospedeiras, atuando

como receptor de entrada e iniciando a infecgdo viral (Figura 2). O RBD do SARS-CoV-2
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apresenta diferencas estruturais significativas em comparacdo ao SARS-CoV, incluindo
substituicdes de residuos-chave que aumentam a afinidade de ligacdo ao ACE2. Essas
modificagdes estruturais resultam em uma interagao mais eficiente entre o0 RBD do SARS-
CoV-2 e o receptor ACE2, tornando o SARS-CoV-2 mais eficiente em sua capacidade de
infeccdo. A interacdo entre 0 RBD e o ACE2 (Figura 2) constitui um alvo promissor para o
desenvolvimento de terapias antivirais direcionadas (Anderson et al., 2025).

Por sua vez, a subunidade S2, composta pelos dominios FP (peptideo de fusao), HR1
(regido heptapeptidica 1), HR2 (regido heptapeptidica 2), TM (dominio transmembrana) e CT
(cauda citoplasmatica), ¢ responsavel pela fusdo viral. O FP, uma sequéncia curta e altamente
conservada composta principalmente por residuos hidrofébicos, desempenha um papel
essencial na ancoragem da proteina S & membrana da célula hospedeira. Posteriormente, os
dominios HR1 e HR2 formam o complexo helicoidal denominado feixe de seis hélices (6-
HB), promovendo o processo de fusdo viral, e consequentemente a fusdo entre o envelope
viral e a membrana celular e a subsequente liberacdo do genoma viral na célula hospedeira
(Huang et al., 2020).

Para que o processo de fusdo entre o virus e a célula seja efetivado, a proteina S deve
ser processada, uma vez que, em seu estado nativo, existe como um precursor inativo.
Durante a infecgdo viral, proteases celulares ativam a proteina S por meio da clivagem das
suas subunidades S1 e S2. Esse processo ¢ decisivo para a ativacdo do dominio de fusdo da
membrana, que facilita a entrada do virus nas células hospedeiras. A divisdo da proteina S ¢é
mediada por proteases como a serina protease TMPRSS2 (Protease Transmembrana 2
Associada a Serina), e, embora o local de clivagem do SARS-CoV seja bem estabelecido, o
local exato da divisdao ainda ndo foi completamente identificado para o SARS-CoV-2 (Jackson
etal., 2021).

Apoés a clivagem da proteina S, o FP exposto da subunidade S2 interage com a
membrana celular do hospedeiro, iniciando a fusdo viral. Sob determinadas condi¢des, a
proteina S sofre uma mudanca conformacional permitindo sua inser¢ao e resultando na fusao
das membranas (virus-hospedeiro) e na subsequente liberacdo do genoma viral (Wang et al.,
2020).

Ademais, a mutacdo do local de clivagem da proteina S no SARS-CoV-2,
especialmente a presenga de multiplos locais de clivagem da furina, pode contribuir para sua

maior infectividade, comparado a outros coronavirus. Além disso, a mutabilidade da proteina
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S e as caracteristicas antigénicas da subunidade RBD tornam o SARS-CoV-2 um virus de
particular interesse no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes contra
infeccdes virais (Jackson et al., 2021).

Devido a alta taxa de mutagdo e da variabilidade antigénica, que podem comprometer
a eficacia de terapias, a proteina S também ¢ um alvo para anticorpos amplamente
neutralizantes do inglés (broadly neutralizing antibodies-bNAbs), sendo largamente utilizados
como estratégias para o desenvolvimento de vacinas e intervengdes eficazes. Entre os
anticorpos neutralizantes (neutralizing antibodies-nAbs) mais potentes e dominantes
produzidos na infeccdo humana ou vacina¢do contra SARS-CoV-2, estdo aqueles que tém
como alvo o dominio de liga¢do ao receptor de pico (RBD da Spike). Contudo, o surgimento
recorrente de variantes com multiplas mutagdes no RBD, especialmente as pertencentes a
linhagem Omicron, impde um desafio a eficacia de nAbs que reconhecem epitopos variaveis.
Nesse contexto, ganha relevancia a identificagdo de bNAbs capazes de se ligar a regides
conservadas do RBD, tolerando o escape antigénico e mantendo atividade neutralizante contra
variantes altamente divergentes (Song et al., 2025).

Esses bNAbs podem ser classificados em dois grupos principais com base na sua
especificidade de ligacdo. O grupo 1 reconhece epitopos relativamente conservados proximos
ao sitio de ligacdo da classe 4 e ao epitopo criptico CR3022. J& os bNAbs do grupo 2
reconhecem uma regido altamente conservada e de dificil acesso do RBD, conhecida como
“face silenciosa” ou sitio V. Essa regido permanece oculta na conformacdo RBD-down (estado
fechado) da Spike e provavelmente ¢ exposta apenas na transi¢do para o estado RBD-up
(estado aberto), o que sugere um mecanismo de neutralizacdo associado a interferéncia
conformacional da espicula viral (Liu; Wilson, 2022).

Em reforgo a essa estratégia, estudos estruturais e funcionais demonstram que bNAbs
do grupo 2, como o anticorpo CC25.43, apresentam resisténcia ao escape viral ¢ mantém
eficacia contra variantes como BA.2.86 e JN.1. Além disso, observou-se que diferente da
maioria dos anticorpos, CC25.43 nao bloqueia diretamente o receptor ACE2, mas atua
neutralizando o virus por se ligar a essa regido estavel do RBD (face silenciosa), resistente a
mutagdes, mesmo em variantes altamente divergentes como a Omicron. Além disso, ha
evidéncias de que essas respostas podem ser potencializadas por vacinas bivalentes ou
heter6logas, promovendo uma resposta de memoria de células B com maior amplitude de

neutralizagdo (Song et al., 2025).
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Em complemento as terapias em anticorpos e vacinas, segundo (Wang et al., 2023) por
meio de triagem virtual, o modulador molecular SPC-14 foi identificado como um ligante
capaz de estabilizar a conformacgdo fechada da Spike, que ¢ inacessivel ao receptor ACE2.
Esse pequeno modulador visa a bolsa de 4cidos graxo livres (FFA-binding pocket)
considerada o “Calcanhar de aquiles” na proteina Spike. Essa abordagem representa uma
estratégia de tratamento de amplo espectro, uma vez que o mecanismo de agcdo do SPC-14,
cuja estrutura quimica € (7-(6-nitro-2,3-dihydroindol-1-yl)-7-oxidanylidene-heptanoic acid)
visa impedir a transicdo conformacional necessaria para a entrada viral, conferindo potencial
para reduzir a infectividade e transmissao viral (Toelzer et al., 2022; Wang et al., 2023).

Diante disso, a caracterizagdo de epitopos conservados no RBD, junto a identificagdo
de alvos alostéricos como o bolso FFA, fornece subsidios importantes para o desenho racional
de imunogenos de amplo espectro e para o desenvolvimento de pequenas moléculas
antivirais, com potencial para aumentar a eficacia de terapias frente as variantes em circulagao

e as que ainda podem emergir.

2.2 Covid-19

2.2.1 Imunopatologia da Covid-19

A resposta imunoldgica do hospedeiro ao SARS-CoV-2 desempenha um papel
fundamental na patogénese da Covid-19 e nas suas manifestagcdes clinicas. O SARS-CoV-2
ndo apenas ativa respostas imunes antivirais, mas também pode causar respostas inflamatdrias
descontroladas caracterizadas pela liberacdo acentuada de citocinas prd-inflamatérias em
pacientes com Covid-19 grave, levando a linfopenia, disfuncio de linfécitos e anormalidades
de granuldcitos e mondcitos. Essas anormalidades imunes induzidas pelo SARS-CoV-2
podem levar a infecgdes por microrganismos, choque séptico e disfung¢do grave de multiplos
orgaos. Portanto, os mecanismos subjacentes as anormalidades imunes em pacientes com
Covid-19 devem ser elucidados para orientar o manejo clinico da doenga. Além disso, o
manejo racional das respostas imunes ao SARS-CoV-2, que inclui o aumento da imunidade
antiviral enquanto inibe a inflamacao sistémica, pode ser a chave para o sucesso do tratamento

(Yang et al., 2020).
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2.2.2 Sintomatologia e Fisiopatologia

Sua fisiopatologia de infeccdo se assemelha muito a da infecgdo por SARS-CoV, com
respostas inflamatorias agressivas fortemente implicadas no dano resultante as vias aéreas.
Portanto, a gravidade da doenga nos pacientes se deve ndo apenas a infec¢dao viral, mas
também a resposta do hospedeiro. O padrdo de gravidade crescente com a idade também ¢
amplamente consistente com a epidemiologia do SARS-CoV e do MERS-CoV (Chen et al.,
2020).

A manifestacao clinica da doenga varia conforme a reagao provocada no organismo € o
grau de comprometimento, podendo ser classificada em diferentes categorias: assintomatica,
leve, moderada, grave e critica. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS,
2023), os sintomas mais comuns incluem febre, tosse, cansago e perda de paladar ou olfato.
Embora os sintomas sejam a principal ferramenta para a deteccdo da doenga, muitas pessoas
infectadas permanecem assintomaticas, o que facilita a disseminagdo eficiente do virus de
pessoa para pessoa. Em casos graves, a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
(SDRA) pode evoluir para insuficiéncia respiratoria, que ¢ responsavel por aproximadamente
70% dos obitos relacionados a Covid-19 (Zhang et al., 2020).

Estudos com pacientes diagnosticados com a Covid-19 indicam que essa doenga
apresenta um perfil hematoldgico com contagem diminuida de plaquetas, demonstrando que a
trombocitopenia encontrada nos pacientes esteve associada a casos mais severos € pior
progndstico, bem como o aumento da probabilidade do desenvolvimento da forma grave da
doenga e maior letalidade (Batschauer; Jovita, 2020).

A fisiopatologia da Covid-19 envolve uma série de respostas que causam danos a
multiplos 6rgdos, uma vez que a enzima conversora de angiotensina 2 ¢ amplamente expressa
em diversos endotélios, como os dos pulmodes, abrangendo as vias respiratdrias superiores €
inferiores, dos rins e de outros oOrgdos. Esta enzima desempenha um papel crucial na
manuten¢do da pressao arterial através do sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. A ECA2
converte a angiotensina Il para angiotensina (1 a 7), que antagoniza o efeito da angiotensina II
(South; Diz; Chappell, 2020). Além disso, a intensa liberagao de citocinas pelo sistema
imunoldgico em resposta a infecgdo viral primaria e/ou infecgdes secundarias pode
desencadear uma tempestade de citocinas, frequentemente associada a quadros de sepse. Este
fenomeno ¢ responsavel por aproximadamente 28% dos 6bitos decorrentes de casos fatais de

Covid-19 (Tay et al., 2020).
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Dentre os aspectos mais relevantes da interagdo entre o SARS-CoV-2 e o sistema
imunologico, destaca-se o impacto direto do virus nas células hospedeiras e os processos
inflamatérios subsequentes. Esse ciclo, ¢ iniciado quando o SARS-CoV-2 infecta células que
expressam os receptores de superficie enzima conversora de angiotensina 2 ¢ TMPRSS2, a
replicagdo ativa e a liberagdo do virus fazem com que a célula hospedeira sofra piroptose ¢
libere padrdes moleculares associados a danos, incluindo ATP, 4cidos nucleicos e oligdmeros
ASC. Estes sdo reconhecidos por células epiteliais vizinhas, células endoteliais e macrofagos
alveolares, desencadeando a geracdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas (incluindo
IL-6, IP-10, proteina inflamatéria de macrofagos lo (MIPla), MIP1B ¢ MCPI1). Essas
proteinas atraem mondcitos, macrofagos e células T para o local da infec¢do, promovendo
mais inflamacgao (com a adi¢ao de IFNy produzido pelas células T) e estabelecendo um ciclo
de feedback pro-inflamatdério. Em uma resposta imune defeituosa, isso pode levar a um maior
acimulo de células imunes nos pulmdes, causando superproducdo de citocinas pro-
inflamatoérias, que eventualmente danificam a infraestrutura pulmonar (Tay ef al., 2020).

A tempestade de citocinas resultante circula para outros 6rgaos, levando a danos em
varios 0rgdos. Além disso, os anticorpos nao neutralizantes produzidos pelas células B podem
aumentar a infec¢cdo por SARS-CoV-2 por meio do aprimoramento dependente de anticorpos
(ADE), exacerbando ainda mais os danos aos oOrgdos. Alternativamente, em uma resposta
imune saudavel, a inflamagdo inicial atrai células T especificas do virus para o local da
infeccdo, onde podem eliminar as células infectadas antes que o virus se espalhe. Os
anticorpos neutralizantes nesses individuos podem bloquear a infec¢do viral, e os macréfagos
alveolares reconhecem virus neutralizados e células apoptoticas e os eliminam por fagocitose.
Juntos, esses processos levam a eliminagao do virus e danos pulmonares minimos, resultando

na plena recuperagao (TAY et al., 2020).

2.2.3 Imunopatogénese inflamatéria

A infec¢ao por SARS-CoV-2 e a destruicao das células pulmonares desencadeiam uma
resposta imune local, recrutando macréfagos e mondcitos que respondem a infec¢do, liberam
citocinas e primam as respostas imunes adaptativas das células T e B. Na maioria dos casos,
esse processo € capaz de resolver a infeccdo. No entanto, em alguns casos, ocorre uma
resposta imune disfuncional, que pode causar patologia pulmonar grave e até sistémica (Tay

et al.,2020).
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O SARS-CoV-2, assim como outros virus citopaticos, induz morte celular inflamatéria
(piroptose) em células infectadas, desencadeando uma resposta imunolédgica caracterizada por
liberag¢do de citocinas pro-inflamatérias (como IL-6, IL-1B, e TNF) e quimiocinas (Huang et
al., 2020). Essa resposta atrai células imunologicas ao pulmao, podendo eliminar o virus na
maioria dos casos. No entanto, em alguns pacientes, uma resposta disfuncional resulta em
tempestade de citocinas, danos pulmonares difusos e inflamacdo sistémica, levando a
complicagdes graves, como faléncia de multiplos 6rgaos.

A persisténcia do virus e o antagonismo das respostas do interferon podem contribuir
para a disfuncdo imunolodgica, aumentando a inflamag¢do e a vulnerabilidade a infecgdes
secundarias. A linfopenia e o recrutamento excessivo de macrofagos inflamatorios sao fatores-
chave associados a gravidade da Covid-19 (Yang et al., 2020). Diversas pesquisas apontam
potenciais terapias imunomoduladoras para limitar esses danos, incluindo corticosteroides,
antagonistas da IL-6 (como o tocilizumabe), e inibidores de TNF, além de abordagens
inovadoras, como a adsorcao de citocinas via colunas de hemoperfusao (como o CytoSorb).
Embora inicialmente investigadas em carater experimental (Zhang et al., 2020), a eficacia e
seguranga dessas intervencdes foram avaliadas em ensaios clinicos, sugerindo sua aplicacao

no manejo da resposta inflamatdria exacerbada.

2.3 Abordagens Terapéuticas no Enfrentamento da Covid-19

2.3.1 Vacinas

A prevencao de doengas infecciosas mediante o processo de vacinagdo (imunizagao) €
uma das medidas mais seguras e custo-efetivas para os sistemas de saude. Ao longo da
historia, a partir da imunizagdo, foi possivel salvar milhdes de vidas, evitando milhares de
obitos e incapacidades. A pandemia de Covid-19, embora tenha representado uma crise
sanitaria de proporgdes globais, atuou como um catalisador para a inovacao tecnologica e
imp0s a necessidade de adaptacdo regulatdria em tempo recorde. As respostas rapidas
exigidas pela emergéncia sanitdria pressionaram toda uma comunidade cientifica a acelerar os
processos de desenvolvimento de novas terapias atendendo assim as demandas urgentes.
(ANVISA, 2024).

Nesse contexto, a resposta regulatéria brasileira a pandemia, liderada pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exigiu uma aceleragcdo do processo de avaliagao
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de imunizantes ¢ a moderniza¢do do arcabou¢o normativo. A vacinagao contra a Covid-19 foi
iniciada na segunda quinzena de janeiro de 2021, com as vacinas Sinovac/Butantan e
AstraZeneca/Fiocruz. Em maio houve a inclusdo da vacina Pfizer/Wyeth e em junho foi
introduzida a vacina da Janssen (ANVISA, 2022).

A pandemia marcou a ascensdo das vacinas de mRNA (RNA Mensageiro), como a
Comirnaty da Pfizer e a Spikevax da Moderna, que surgiram como uma inovagao
transformadora no campo da imunizagdo. O mecanismo da vacina de mRNA sintético
funciona com uma fita de mRNA envolta em uma nanoparticula lipidica. Uma vez no
citoplasma da célula, o mRNA instrui os ribossomos a produzirem as proteinas antigénicas,
mais especificamente a proteina Spike, que sao expostas na superficie celular, desencadeando
a resposta imune e possibilitando a producdo de anticorpos (Albuquerque et al., 2021).

Outras vacinas também foram empregadas como as de Vetor Viral Nao Replicante,
como a Ad26.COV2.S (Janssen) e a Oxford/AstraZenexa/Fiocruz, que utilizam um virus
inofensivo (adenovirus) modificado para transportar o material genético que codifica o
antigeno do SARS-CoV-2. Essa abordagem induz uma forte resposta de células T
(Mariuzzo et al, 2024). Ja as vacinas de Virus Inativado, como a CoronaVac
(Sinovac/Butantan), utilizam o virus completo que foi quimicamente inativado, tornando-o
incapaz de causar a doenca, mas ainda capaz de gerar resposta imune.

Atualmente, no Brasil, tem-se cinco vacinas aprovadas pela ANVISA: Comirnaty
(Pfizer/Wyeth), Comirnaty bivalente BA.4/BA.5 (Pfizer), Vacina Covid-19 (recombinante)
Fiocruz, Spikevax (Avita Care), Vacina Covid-19 (recombinante) (Zalika) (ANVISA, 2025).

A Cominaty (Pfizer/Wyeth) ¢ uma vacina de mRNA sintético, estd atualizada para
cepa omicron LP8.1, com faixa etaria autorizada a partir de 6 meses de idade. O esquema de
doses varia, sendo dose Unica para individuos a partir de 5 anos, trés doses para criangas entre
6 meses e 4 anos nao vacinados e dose Unica para criancas entre 6 meses € 4 anos ja vacinados
com outras vacinas. Em novembro de 2022, a ANVISA também autorizou o uso das
bivalentes, como a Cominaty Bivalente BA.4 ¢ BA.5 Pfizer, como dose de refor¢o, que
protege contra a cepa original e também contra a variante BA.4/BA.5 (Gomes, 2024). Ja a
Spikevax (Moderna), importada pela Avita Care, também de mRNA sintético, ja ¢ atualizada
para a cepa Omicron JN.I e indicada a partir de 6 meses de idade, contendo uma mistura da
cepa original (Wuhan) e Omicron, com modifica¢des para estabilizar a proteina Spike. E a

Covid-19 (recombinante) Fiocruz, ¢ uma vacina monovalente, composta por um vetor
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adenovirus recombinante de chimpanzé, deficiente para replicagdo (ChAdOx1), que expressa
a glicoproteina S do SARS-CoV-2. Por fim, a Vacina Covid-19 (recombinante) da empresa
Zalika que esta atualizada para a cepa XBB.1.5, sendo indicada para individuos acima de 12
anos, com um esquema de 2 doses (ANVISA, 2022).

Em termos de politica publica, o calendario nacional de imunizacdo, atualizado em
abril de 2025, estabeleceu a integracao dos novos imunizantes de Covid-19 como esquema de
rotina para criangas entre 6 meses € 4 anos 11 meses e 29 dias de idade, gestantes e pessoas a
partir de 60 anos de idade, demonstrando assim a capacidade da ciéncia moderna de fornecer
a ferramentas eficientes contra o virus (Brasil, 2025). Contudo, em virtude da necessidade das
acoes de prevencdo primaria da vacinagdo durante a pandemia terem sido complementadas
por estratégias terap€uticas para o manejo dos pacientes infectados, farmacos aprovados em

carater emergencial foram necessarios para que o panorama situacional fosse equilibrado.

2.3.2 Farmacos Emergenciais

Em situagdes emergenciais, como a ocorrida durante a pandemia de Covid-19, tornou-
se indispensavel adotar estratégias terapéuticas alternativas capazes de oferecer respostas
rapidas diante da ausé€ncia de tratamentos especificos. Nesse contexto, o reposicionamento de
farmacos ja aprovados para outras indicagdes emergiu como uma das principais abordagens.
Essa estratégia consiste em identificar novos usos terapéuticos para medicamentos
previamente conhecidos, permitindo acelerar etapas do processo tradicional de
desenvolvimento, que normalmente exige entre 12 a 15 anos, reduzindo esse tempo para
aproximadamente 12 a 18 meses (Sultana et al., 2020).

A aprovagdo para o uso emergencial baseou-se em evidéncias preliminares de eficacia
e seguran¢a disponiveis naquele periodo critico, representando uma alternativa viavel
enquanto novos farmacos especificos ainda estavam em desenvolvimento. Ao explorar
mecanismos de acao ja estabelecidos, dados clinicos existentes e a fisiopatologia da Covid-19,
o reposicionamento possibilitou identificar potenciais vias e alvos moleculares nos quais esses
medicamentos poderiam atuar de forma benéfica permitindo a selecdo dos principais farmacos
emergenciais estudados ou utilizados na pandemia (Vaz, 2022), sintetizados na Tabela 1

conforme suas principais informacdes.
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Tabela 1: Farmacos emergenciais investigados no reposicionamento para Covid-19.

FARMACO

CLASSE

MECANISMO

RECOMENDACOES

DE ACAO INDICACOES PARA COVID-19 REFERENCIAS
Anakinra Antagoni | Bloqueia o Artrite reumatoide | Estudado em KINERET
sta de receptor de e sindromes pacientes (2025); FDA
IL-1 IL-1, autoinflamatorias. | hospitalizados com |(2022).
reduzindo a pneumonia por
inflamacao. Covid-19 com risco
de insuficiéncia
respiratoria (ndo
aprovado no Brasil
pela ANVISA).
Baracitinibe |Inibidor |Inibe a via Artrite reumatoide | Pacientes Bieber et al.
da Janus |JAK-STAT, e dermatite. hospitalizados com |(2022); FDA
quinase |reduzindo Covid-19 grave com |(2020); Kalil et
(JAK1/] |citocinas pro- indicacdes de al. (2021); Ely et
AK?2) inflamatorias. oxigenoterapia, al. (2020).
geralmente em
combinagdo com
corticosteroides.
Colchicina | Anti- Inibe Gota, inflamac¢do |No contexto da Cruz-Loépez et
inflamat |inflamassoma |articular induzida |Covid-19 a OMS al. (2024).
orio NLRP3 por cristais, febre |(2023) ndo
familiar do recomenda o uso
Mediterraneo e devido as incertezas
muitas outras voltadas ao seu
condicdes. mecanismo de acao.
Cloroquina | Aminoqu |Elevacdo do |Malaria, No ambito da Schrezenmeier;
inolinas |pH amebiase, HIVe |Covid-19 a OMS Dorner (2020);
endossomal ¢ |doencas (2023) nao OMS (2023).
interferéncia | autoimunes. recomenda o uso
na glicosilacdo como tratamento
de receptores precoce.
virais.
Dexametaso |Corticost | Supressdo de |Alergias e Pacientes Goldoni,
na eroides |citocinas inflamatdrias hospitalizados em Ferreira, Soares
inflamatdrias |severas, doengas |uso de (2022); Group et
(IL-2, IL-6, reumaticas, oxigenoterapia al. (2021);
IL-8, TNF) e |dermatologicas, |suplementar ou Falavigna et al.
aumento de estados invasiva. (2022).
IL-10. edematosos e
suporte em
quimioterapias.
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FARMACO |CLASSE MECANI§MO INDICACOES |RECOMENDACOES | REFERENCIAS
DE ACAO PARA COVID-19
Fluvoxamina | Antidepr | Modula Disturbios A utilizagdo em Hashimoto,
essivos | serotonina e neuropsiquiatricos | casos leves da Suzuki e
ISRS inflamag@o Covid-19 foi Hashimoto
analisada, mas (2022); Lenze et
devido limitagdes al. (2020);
metodologicas a Hoertel et al.
ANVISA, (2021); Brasil
CONITEC, FDA e [(2021).
European Medicine
Agency nao
permitiram seu uso.
Hidroxicloro |4- Aumenta pH |Lupus No contexto da Schrezenmeier;D
quina Aminoqu |endossomal e | eritematoso, Covid-19 a OMS orner (2020);
inolinas |interfere na artrite reumatoide |(2023) ndo OMS (2023).
entrada viral |e outras condigdes |recomenda o uso
(ACE2) dermatologicas. | como tratamento
precoce.
Monulpiravir | Antiviral | Induz Infecgdes Recomendado para | Sakander et al.
mutagdes no  |respiratorias pacientes adultos (2024).
RNA viral virais: Influenza e |com quadro leve a
(catastrofe de |SARS-CoV-2. moderado.
erro).
Nitazoxanide | Antipara |Modula Antiparasitario No ambito da Al Kuraishy et
sitario | resposta imune Covid-19 a OMS al. (2022);
e reduz (2023) nao Pietrocola F,
replicacao recomenda o uso Pedro BS,
viral como tratamento. Manue J (2021);
Hemmat N et al.
(2021).
Paxlovid Antiviral | O Nirmatrelvir | Desenvolvido Recomendado para |Hashemian et al.
inibe a para o tratamento |tratamento de casos |[(2023); Owen et
protease viral |da Covid-19. leves a moderados. |al. (2021).
(Mpro) e o
ritonavir
aumenta a
biodisponibilid
ade
Remdesivir | Antiviral |Inibe a RNA | Desenvolvido Pacientes Blair (2023);
polimerase para o tratamento |hospitalizados em Gordon et al.
viral (Nsp12) |do virus Ebolae |uso de (2020); ANVISA
Marburg. oxigenoterapia ndo |(2023)
invasiva.

Fonte: Elaborado pelo autor, com base na literatura.

Segundo o Ministério da Satide e ANVISA, ainda sdo necessarios estudos com maior

qualidade metodologica, acompanhamento em longo prazo e rigor cientifico para avaliagao de
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terapias farmacoldgicas no contexto da Covid-19. Diante dessas limitagdes, diversas outras
moléculas vém sendo investigadas quanto ao seu potencial antiviral, incluindo compostos
naturais bioativos, como a rutina, que tem despertado interesse cientifico por suas

propriedades farmacolégicas.
2.4 Rutina

A Rutina (3,3',4",5, 7-pentahidroxiflavona-3-rutinosideo) ¢ um composto pertencente a
classe dos flavonoides, encontrada principalmente em fontes naturais, como a laranja, limoes,
uvas, frutas vermelhas e péssegos (Kreft; Knapp, 1999) (Figura 3). E um componente
nutricional vital das plantas e recebeu o nome da planta Ruta graveolens, que também contém
rutina. Quimicamente, ¢ um glicosideo composto por flavonol quercetina aglicona junto com
o dissacarideo rutinose (Ganeshpurkar; Saluja, 2017). Além disso, possui diversos efeitos
bioldgicos como, atividades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas,

antitromboticas, cardioprotetoras e neuroprotetoras (Negahdari ef al., 2021).

Figura 3: Representacao da estrutura quimica da Rutina.

Fonte: PubChem

A arruda (Ruta graveolens L.), ¢ uma planta herbacea perene, com folhas e flores
relativamente pequenas, de uma cor amarela esverdeada, com um aroma muito intenso e
desagradavel para a maioria das pessoas. A sua utilizagdo como planta medicinal ¢
evidenciada desde tempos pré-historicos, com indicacdes terapéuticas para disturbios
menstruais, insuficiéncia venosa e inflamagdes cutaneas sob a forma de infusao por via oral,
além do uso no combate a pragas como moscas e piolhos. Atualmente, devido a sua
biodisponibilidade, os estudos cientificos tém se expandido para pesquisas voltadas a

producdo de novos farmacos (Freitas, 2021).
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Ao longo dos anos, analises demonstram que suas atividades antioxidantes operam por
diversos mecanismos, incluindo a eliminagdo direta de espécies reativas de oxigénio (EROs),
aumento da producdo de glutationa (GSH) e a expressao de enzimas antioxidantes como
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Além disso, a rutina inibe a xantina oxidase,
implicada na geracdo de EROs. Em modelos de doengas neurodegenerativas como Alzheimer
e Huntington, a rutina mostrou efeitos neuroprotetores, inibindo a agregacdao da B amiloide,
prevenindo danos mitocondriais, € aumentando a atividade de enzimas antioxidantes. Estudos
também evidenciam suas propriedades quelantes de metais, que potencializam sua capacidade

antioxidante ao prevenir a formacao de radicais livres danosos (Cordeiro, 2023).

2.4.1 Agdes Farmacologicas da Rutina

A rutina ¢ um flavonoide amplamente estudado devido ao seu perfil farmacologico
multifuncional, exercendo efeitos bioldgicos em diferentes sistemas organicos, os quais estao
majoritariamente associados as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
moduladoras de vias de sinalizacdo celular e reguladoras do estresse oxidativo (Javed ef al.,
2012.

No sistema nervoso central, esse composto demonstrou efeitos neuroprotetores
relevantes, incluindo a atenuagdo da apoptose neural e reducao da neuroinflamacgdo e protegao
contra o estresse oxidativo e hipoxémico. Esses efeitos foram observados em modelos de
isquemia cerebral, Alzheimer, epilepsia e discinesia tardia, estando associados a modulacdo de
vias como Extracellular Signal-Regulated Kinase 2 (ERK2) e Phosphoinositide 3-Kinase
(PI3K), a reducao da peroxidacao lipidica e ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes
endogenas (Javed et al., 2012; Nones et al., 2012). Além disso, apresentou atividade
antidepressiva e anticonvulsivante, mediada pela regulagdo de neurotransmissores como
serotonina e noradrenalina, sem envolvimento direto dos receptores GABA (Nieoczym et al.,
2014).

As propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas desse flavonoide também foram
amplamente documentadas, com efeitos antinociceptivos periféricos e centrais, além de
atividade terapéutica em modelos de artrite reumatoide, artrite adjuvante e osteoartrite. Esses
efeitos estdo relacionados a inibi¢do da producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio,
reducdo de marcadores inflamatorios e protecdo da matriz cartilaginosa (Rylski et al., 1979;

Selvaraj et al., 2014; Horcajada et al., 2014).
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No sistema enddcrino, demonstrou potencial antidiabético, promovendo a reducdo da
glicemia, melhora do perfil lipidico e modulacdo da microbiota intestinal, favorecendo o
aumento de bactérias benéficas e a redugdo de microrganismos associados a resisténcia
insulinica (Cai et al., 2023). Além disso, apresentou efeito modulador da funcdo tireoidiana,
aumentando a captacdo de iodeto pela tireoide por meio da ativagdo do simportador de iodeto
de sodio, sugerindo aplicagdo adjuvante na terapia com radioiodo (Gongalves ef al., 2013).

No contexto cardiovascular, exerceu efeitos cardioprotetores e vasoprotetores,
melhorando a funcdo endotelial, reduzindo o estresse oxidativo, aumentando a
biodisponibilidade de 6xido nitrico e restaurando a reatividade vascular em modelos de
hipertensdo e isquemia-reperfusdo (Ugusman et al., 2014). Adicionalmente, demonstrou
atividade antiplaquetaria, embora interagdes farmacocinéticas com anticoagulantes, como a
varfarina, tenham sido relatadas (Chan ef al., 2009).

A atividade gastroprotetora da rutina estd associada a neutralizag¢do de radicais livres e
a protegdo da mucosa gastrica contra agentes irritantes (Akash et al., 2024). No sistema
respiratorio, apresentou efeitos antiasmaticos, reduzindo a resisténcia das vias aéreas, a
liberacdo de mediadores inflamatorios e o recrutamento de células inflamatérias pulmonares
(Jung et al., 2007; Schuller et al., 2011).

No sistema osteomuscular, demonstrou efeito benéfico na osteoporose induzida,
promovendo aumento da densidade Ossea, preservacdo estrutural e maior deposicao de
colageno (Baraka; Ahmed; Hussein, 2022). No sistema visual, atuou na prevenc¢do da catarata
diabética e induzida experimentalmente, por meio da inibicdo da glicagdo proteica e
restauragao do equilibrio antioxidante ocular, além de reduzir a pressao intraocular (Muthenna
etal., 2010).

Também foram descritos efeitos protetores renais e hepaticos, atenuando a toxicidade
induzida por farmacos e agentes quimicos, restaurando parametros funcionais e reduzindo o
estresse oxidativo (Mohsen; Wagdi; Salama, 2024). No sistema reprodutor masculino,
melhorou a qualidade espermatica, aumentando a motilidade, a integridade de membrana, a
atividade mitocondrial e a capacidade antioxidante (Najafi; Mohammadi; Sharifi, 2023).

No ambito oncologico, demonstrou atividade anticancerigena ao modular vias de
sinalizagdo celular envolvidas na proliferagdo, apoptose, resposta ao dano no DNA e
reprogramagao metabolica, inibindo o crescimento tumoral e a progressdo metastatica em

diferentes tipos de cancer (Pravin et al., 2024). Adicionalmente, andlises de ancoragem
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molecular indicaram atividade antiviral significativa, incluindo elevada afinidade contra
proteinas virais essenciais, como a protease principal (Mpro) do SARS-CoV-2, atribuida a
presenca de multiplos grupos hidroxila capazes de estabelecer interagcdes nao covalentes no
sitio ativo da enzima (Ibrahim et al., 2021).

De forma integrada, os dados evidenciam que a rutina atua como um agente
farmacologico multialvo, com efeitos sistémicos amplos sustentados principalmente por
mecanismos antioxidantes, anti-inflamatérios € moduladores de vias celulares, justificando
seu interesse como composto bioativo em estudos pré-clinicos e in silico voltados ao

desenvolvimento de novos farmacos.
2.5 A Descoberta de Medicamentos Auxiliado pelo Computador

A Computer-Aided Drug Design (CADD) utiliza abordagens in silico de triagem
virtual que funcionam como um funil, capaz de processar e filtrar centenas de milhares de
moléculas (Dai et al., 2025). Esse processo permite a selegdo de um conjunto mais restrito e
promissor de compostos candidatos, aumentando a probabilidade de sucesso nas etapas
subsequentes da pesquisa e otimizando todo o fluxo de descoberta de fAirmacos.

Para que um medicamento seja considerado um bom antiviral, ele deve ser capaz de
adentrar as cé¢lulas infectadas e interromper a capacidade do virus de se ligar e invadir as
células do hospedeiro. Segundo Bule, Khan e Niaz (2019), o desenvolvimento de
medicamentos antivirais envolve a identificacdo de alvos especificos que oferecem maior
seletividade terapéutica, considerando os riscos de toxicidade e a reducdo de efeitos adversos.

Entretanto, o desenvolvimento de novos farmacos, constitui um processo complexo,
longo e oneroso, envolvendo etapas que vao desde a identificagdo de moléculas promissoras
até testes clinicos rigorosos. Historicamente, a farmacologia baseou-se em abordagens
empiricas e experimentais para identificar e aperfeicoar medicamentos. Contudo, os avangos
tecnoldgicos das ultimas décadas possibilitaram a incorporacao de estratégias in silico,
ajustadas aos dados disponiveis e a fase do processo de descoberta (Souza et al., 2024).

Nesse contexto, as tecnologias de triagem virtual t€ém sido amplamente empregadas na
bioinformatica, possibilitando analisar grandes conjuntos de moléculas, prever suas interagdes
e estimar propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas. Esses métodos ampliam a

compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados a infeccdo e contribuem
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significativamente para a identificacdo de novos candidatos a farmacos ou para a reavaliagdo

de moléculas ja existentes.

2.5.1 Triagem Virtual e Bioinformatica

A triagem virtual (Virtual Screening) consiste em um conjunto de métodos
computacionais que analisam grandes bases de dados ou cole¢des de compostos, com o
objetivo de identificar potenciais candidatos a farmacos no processo de descoberta de
medicamentos. Essa abordagem integra diferentes técnicas que permitem avaliar a
probabilidade de interacdo entre moléculas e alvos bioldgicos especificos, funcionando como
uma estratégia complementar aos métodos de triagem de alto rendimento (High-Throughput
Screening) (Tanrikulu; Kriiger; Proschak, 2013).

De modo geral, a triagem virtual pode ser conduzida por duas principais abordagens
computacionais: Ligand Based Virtual Screening (LBVS) e Structure Based Virtual Screening
(SBVS).

Na (SBVS), ¢ necessario o conhecimento prévio da estrutura tridimensional da
proteina-alvo, o que permite prever in silico as interagdes entre o alvo e cada composto
quimico de interesse (Liu et al., 2018). Nessa abordagem, os compostos sdo selecionados de
um banco de dados e classificados de acordo com sua afinidade pelo sitio do receptor. Entre
as técnicas mais empregadas nessa abordagem estdo o docking molecular, simulacao de
dindmica molecular e modelagem de farmaco6foros baseada em estrutura (Wang et al., 2020).
As estruturas tridimensionais das proteinas utilizadas nesses estudos sdo, em geral, obtidas a
partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) (Burley et al., 2021). Nesse contexto,
quando a estrutura tridimensional do alvo esta disponivel, aplicam-se abordagens que utilizam
recursos como:

RMSD (Root Mean Square Desviation): ¢ uma diferenca métrica amplamente

empregada na avaliacdo de estruturas moleculares, sendo utilizado para quantificar a
diferenca média entre posigdes atomicas de duas conformagdes. No contexto de docking
molecular, o RMSD ¢ aplicado como critério de validagdo da predi¢do estrutural,
considerando-se geralmente como bons valores quando inferiores a 2 angstroms entre a
conformacao predita e a experimental (Trott; Olson, 2010). Esta métrica permite avaliar o

quanto a estrutura de duas proteinas sao semelhantes ou diferentes.
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Fpocket: ¢ um software de coédigo aberto desenvolvido para identificacdo de
cavidades e sitios de ligacdo em proteinas. Conforme descrito no trabalho de Le Guilloux,
Schimidtke e Tuffery (2009), o método baseia-se na detec¢ao de alpha spheres, derivadas da
tesselagdo de Voronoi, que representam regides vazias delimitadas por dtomos da proteina e
permitem a identificacdo geométrica de bolsdes potenciais de ligagdo. Adicionalmente, o
programa incorpora um método de pontuagdo denominado druggability score, empregado
para estimar a probabilidade de um pocket atuar como sitio de ligacdo para moléculas com
propriedades de farmacos. Esse score varia de 0 a 1, refletindo o potencial do bolsdo em
interagir com um ligante, onde valores proximos de 0 indicam baixa probabilidade de ligacao,
enquanto valores proximos de 1 sugerem alta propensao a reconhecer e acomodar compostos
bioativos. Estudos de Radusky, L. G. ef al. (2015) observaram que scores > 0.7 estdao
associados a bolsdes com alto potencial de ligacdo a farmacos, sendo frequentemente
utilizados como um limiar confidvel para a identificacdo de sitios de ligacdo com maior
probabilidade de interacdo com moléculas bioativas.

Quickvina2: programa derivado do AutoDock Vina, foi desenvolvido para acelerar o
docking molecular no processo de descoberta a farmacos. O método introduz heuristicas
baseadas em condigdes de primeira ordem para restringir a plicagdo da busca local apenas a
conformagdes consideradas promissoras, reduzindo significativamente o custo computacional.
Especialmente, o algoritmo evita avaliagdes redundantes ao comparar gradientes da funcao de
energia entre conformagdes vizinhas, permitindo uma exploragdo mais eficiente do espaco
conformacional (Alhossary et al., 2015). Nesse contexto, a fun¢do de pontuacdo empregada
pelo QuickVina2 baseia-se na estimativa da energia de ligacao (AG), expressa em kcal/mol, a
qual representa a afinidade entre o ligante e o sitio ativo da proteina. Essa abordagem ¢
fundamentada no modelo de score do AutoDock Vina, no qual os valores calculados
correspondem a uma aproximacao da energia livre de ligacdo, sendo utilizados para ranquear
as conformacgdes mais estaveis (Trott; Olson, 2010). Valores mais negativos de AG indicam
interacoes mais favoraveis e maior estabilidade do complexo proteina-ligante, sendo
amplamente empregados como critério na triagem virtual de compostos bioativos, conforme
descrito em estudos de docking molecular (Morris et al., 2009; Meng et al., 2011).

r

Protein_Ligand Interactin _Profiler — PLIP: ¢ uma ferramenta computacional

projetada para a deteccdo automadtica e a caracterizagdo detalhada de interacdes nao

covalentes entre proteinas e ligantes a partir de estruturas 3D. O método permite a
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identificacdo de multiplos tipos de ligagdes e interagdes diretamente a partir de entradas no
formato PDB, além disso o algoritmo reporta as interagdes em nivel de atomo e disponibiliza
imagens e arquivos que podem ser utilizados tanto via servidor web quanto em modo de linha
de comando, facilitando a integracdo em pipelines de andlise de docking e descoberta de
farmacos (Salentin ef al., 2015).

Por sua vez, a (LBVS), compreende um conjunto de métodos computacionais que
utilizam informagdes quimicas e estruturais de moléculas previamente reconhecidas como
bioativas, com o objetivo de identificar moléculas semelhantes em grandes bancos de dados.
(Dai et al.,, 2025). Ainda assim, essas abordagens também se mostram valiosas com
ferramentas complementares aos métodos de triagem virtual em subestrutura, auxiliando na
analise, priorizagdo e refinamento de compostos ativos quando empregadas de forma
integrada. Entre as técnicas utilizadas em LBVS destacam-se: a busca por similaridade
estrutural, a busca farmacoférica e QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
(Vazquez et al., 2024).

A busca por similaridade estrutural baseia-se no principio de que moléculas com
estruturas semelhantes tendem a apresentar atividades biologicas semelhantes. Nessa técnica,
a estrutura dos compostos de interesse sdo comparados a ligantes bioativos conhecidos por
meio de descritores moleculares e medidas de similaridade, permitindo o ranqueamento de
grandes bibliotecas quimicas e a priorizagdo de moléculas com maior probabilidade de
atividade, especialmente quando a estrutura tridimensional do alvo ¢ desconhecida. J& a busca
farmacoforica define o arranjo espacial de caracteristicas moleculares essenciais para a
atividade bioldgica, construindo a partir dos ligantes uma hipotese farmacoforica que atua
como filtro tridimensional para a triagem de grandes bancos de dados, permitindo a
identificacdo de novas moléculas compativeis com esse perfil funcional, independentemente
de sua estrutura quimica completa. E por fim, o QSAR estabelece correlagdes matematicas
entre descritores estruturais ou fisico-quimicos de compostos e sua atividade biologica
conhecida. Esses modelos permitem prever a atividade de moléculas nao testadas
experimentalmente, auxiliando na priorizagdo de candidatos promissores e na redugdo do
espaco quimico durante o processo de triagem virtual baseada em ligante (Gurung et al.,
2021).

Diante disso, as abordagens LBVS e SBVS atuam de forma progressiva no

afunilamento de grandes bibliotecas quimicas até a sele¢do de candidatos mais promissores.
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Nesse contexto, a aplicagdo de ferramentas computacionais torna-se fundamental para
viabilizar a identificagdo, analise e priorizacio de novos analogos com potencial

farmacologico.

2.5.2 Ferramentas para prospeccao e avaliacdo farmacocinética de moléculas

O processo de descoberta de farmacos e a necessidade de filtrar de forma racional
grandes bibliotecas quimicas conta com diversas ferramentas computacionais que vem sendo
desenvolvidas e aplicadas no contexto da bioinformatica. Essas ferramentas permitem a
prospeccdo, analise e avaliacdo in silico de moléculas candidatas, auxiliando nas etapas de
triagem virtual, priorizagdo de compostos e estimativa de propriedades farmacocinéticas.
Nesse contexto, ferramentas como o Pharmit, ADMET-AI e Rankadmet destacam-se como
recursos empregados para apoiar a identificacdo e a avaliagdo de moléculas com potencial

farmacologico.

2.5.2.1 PHARMIT

O Pharmit ¢ um servidor web que facilita a triagem virtual baseada em estrutura,
permitindo que os usuarios pesquisem pequenas moléculas com base em sua similaridade
estrutural e quimica com outras moléculas, visando identificar aquelas que se ligam a um alvo
molecular, como receptores de proteinas ou enzimas. (Sunseri; Koes, 2016). A ferramenta
possibilita a insercao de estruturas de entrada fornecidas pelo usudrio ou diretamente obtidas
do Protein Data Bank (PDB), permitindo a criacdo de consultas interativas com auxilio da
biblioteca 3Dmol.js, que permite a visualizagdo de graficos moleculares em 3D de alto
desempenho sem a necessidade de plugins ou Java (Rego; Koes, 2014).

As buscas sao realizadas com base em um farmacoforo predefinido ou construido a
partir de um complexo ligante-receptor. O Pharmit suporta diferentes formatos de arquivo e
permite a configuragdo de pardmetros, como o tratamento de moléculas de agua do sitio ativo
e a protonagdo do receptor. A plataforma realiza a identificacdo automatica de caracteristicas
farmacoféricas (como doadores/aceitadores de hidrogénio, cargas, regides aromadticas e
hidrofobicas), podendo ainda destacar interagdes proteina-ligante com base em distancias de
corte (Sunseri; Koes, 2016).

No que tange a triagem baseada em forma molecular, o Pharmit utiliza o método

Volumetric Aligned Molecular Shapes (VAMS), que aplica restrigdes inclusivas e exclusivas
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para identificar formas moleculares correspondentes (Koes; Camacho, 2014). Essa abordagem
difere de outras metodologias, como o ROCS, por ndo realizar otimizagdo posicional em
relagdo aos farmacoforos (Nicholls er al., 2010). Além disso, € possivel aplicar filtros
baseados na Regra dos Cinco de Lipinski, um conjunto de critérios empiricos que selecionam
moléculas com maior potencial de absorcdo oral, utilizando critérios que consideram
parametros como peso molecular, logP, nimero de doadores e aceitadores de hidrogénio,
restringindo a triagem a compostos com caracteristicas favoraveis a biodisponibilidade
(Lipinski, 2004). Os resultados das triagens sdo rapidamente disponibilizados e podem ser
refinados por minimiza¢ao de energia, além de permitir o download das estruturas otimizadas
e o salvamento da sessdo para uso posterior.

A minimizacdo de energia considera as interacdes com o receptor. Os compostos
minimizados assumem uma conformac¢do de minimo local, obtida por descida de gradiente a
partir da pose inicial alinhada a consulta. Os resultados sdo ranqueados com base na afinidade
de ligacdo prevista (kcal/mol), sendo mais favoraveis os valores mais negativos. Os
compostos minimizados sao entao classificados e filtrados considerando um valor minimo de
afinidade, e os resultados finais podem ser salvos em um arquivo de estrutura SDF

compactado (Sunseri; Koes, 2016).

2.5.2.2 ADMET-AI

A farmacocinética e a toxicidade indesejaveis sdo os principais contribuintes para as
falhas no desenvolvimento de novos medicamentos. Nesse contexto, o ADMET-AI destaca-se
como uma plataforma gratuita e de codigo aberto capaz de realizar, de forma rapida e precisa,
a avaliacao sistematica das propriedades de absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excrecao e
toxicidade (ADMET) de moléculas usando modelos de aprendizado de maquina
possibilitando analisar grandes conjuntos de moléculas, integrando-se facilmente a pipelines
computacionais de triagem virtual (Swanson ef al., 2024).

O ADMET-AI emprega uma rede neural grafica (Chemprop-RDKit), treinada com 41
conjuntos de dados ADMET do Therapeutics Data Commos (TDC). A arquitetura Chemprop
calcula as descrigdes estruturais para cada atomo e ligagdes, consequentemente executa
diversas etapas de analises e trocas de informagdes com camadas de rede neural construindo
assim uma representagao unica da molécula, onde é concatenada com as 200 caracteristicas

do RDKit, e a representagdo combinada passa por todas as camadas da rede neural
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feedforward para predizer os 49 parametros farmacocinéticos ou toxicologicos, de acordo com
o conjunto de dados (Yang et al., 2019). O software ADMET-AI apresenta, para cada
molécula, avaliagao de 49 parametros, distribuidos em: oito propriedades fisico-quimicas, oito
relacionadas a absor¢do, trés a distribui¢do, oito propriedades associadas ao metabolismo, trés
a excregdo e 19 propriedades de toxicidade.

Avaliacdes realizadas por Hu et al. (2019), Xiong et al. (2020), Huang et al. (2021),
Lee et al. (2021), Boral et al. (2022) demonstraram que o ADMET-AI apresenta a melhor
classificagdo média entre todos os modelos avaliados nos 22 conjuntos de dados do TDC
ADMET Leaderboard, sendo superior tanto em precisdo quanto em desempenho médio em
todas as propriedades tornando-o ideal para andlises abrangentes o que refor¢a que seu uso
acelera os processos proporcionando maior resolutividade, favorecendo a reducao de testes in

vitro e propondo métodos de observagao in silico.

2.5.2.3 Rankadmet

No contexto de estratégias promissoras dentro da triagem virtual e andlise in silico de
propriedades farmacocinéticas as ferramentas computacionais vém sendo amplamente
empregadas para otimizar a avaliacdo de diversas moléculas que podem ser prévias candidatas
para analise de suas possiveis propriedades e reprodutibilidade para candidatos terapéuticos.

O Rankadmet é um software desenvolvido in house, no Laboratorio Multiusuario de
Bioinformatica e Andlise de Dados (LAMBDA), na linguagem Python, com o objetivo de
acelerar o tempo para a realizacdo de analises das avaliagdes farmacocinéticas (Absorg¢ao,
Distribui¢do, Metabolismo, Excre¢ao e Toxicidade) entre os diferentes compostos quimicos,
além de ranquear as propriedades ADMET. A ferramenta se destaca por integrar dados da
plataforma ADMET-AI a qual fornece predigdes de pardmetros farmacocinéticos relevantes
para as pesquisas (Xavier, 2025).

O software processa arquivos em formato .csv, atribuindo pontuacdes especificas para
cada um dos 49 pardmetros ADMET-AI gerando um ranking visual, com resultados
destacados por cores, tornando mais intuitiva a identificacdo das moléculas mais promissoras.
Adicionalmente, a ferramenta oferece funcionalidades voltadas a analise de arquivos em
formato .sdf que traz conjuntos extensos de moléculas retornadas do Pharmit. Apos o
processamento, os arquivos gerados sdo reintegrados ao Rankadmet, que realiza a

classificagdo das moléculas com base nos resultados das analises ADMET, organizando e
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subdividindo os compostos em duas tabelas principais: Ranqueamento Geral e Ranqueamento
das 50 melhores moléculas contendo as identificacdes de cada molécula (ID), Score de
Afinidade, Score do Rankadmet, os 49 parametros do ADMET-AI e Simplified Molecular
Input Line Entry System (SMILES) correspondentes, permitindo assim uma visdo
sistematizada das moléculas, contribuindo significativamente para a eficiéncia e padronizacao
das atividades de analises desenvolvidas no laboratério nesse processo de candidatos a

farmacos (Xavier, 2025).

2.6 Problematizacao

Apesar dos avangos alcangados com o desenvolvimento de vacinas e a utilizacdo de
farmacos emergenciais no enfrentamento da Covid-19, persistem limitagdes significativas
relacionadas a eficacia terapéutica frente as constantes variantes do SARS-CoV-2. A elevada
transmissibilidade viral e risco de escape imunolédgico evidenciam as lacunas dos protocolos
atuais e as limitagdes do processo tradicional de desenvolvimento de farmacos, cujo ciclo
longo e oneroso mostra-se incompativel com a urgéncia imposta por crises sanitarias globais.

Nesse contexto, a bioinformatica e a triagem virtual despontam como ferramentas
fundamentais para acelerar a prospeccdo de moléculas candidatas. Embora os produtos
naturais, como a rutina e seus analogos, destaquem-se como promissores frente a alvos virais
do SARS-CoV-2, e inclusive aqueles ainda nao caracterizados, a simples identificacdo de
afinidade de ligacdo ¢ insuficiente, necessitando de uma anélise integrada que una afinidade
de ligacao e predicdes ADMET.

Sendo assim, a lacuna cientifica reside na necessidade de transcender a analise de
afinidade, integrando o docking molecular as predigdes ADMET. Diante disso, propde-se a
aplicacdo da bioinformatica através da triagem virtual como uma estratégia racional e
estruturada para avaliar o potencial dos andlogos da rutina frente a variabilidade genética do
SARS-CoV-2, otimizando a sele¢do de candidatos a farmacos com maior viabilidade

biologica.

46



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar moléculas com potencial inibitorio frente a proteinas do SARS-CoV-2 com

perspectiva de disponibilizagao para experimentos in vitro € in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

Detectar os grupos quimicos em alvos promissores;
Prospectar moléculas baseadas nos grupos quimicos;

Comparar as propriedades farmacocinéticas com relagdo aos fArmacos emergenciais;

Validar as interacdes nos melhores complexos com dados da literatura.

a
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4 METODOLOGIA

O trabalho consiste na aplicacao de estratégias computacionais para a triagem virtual e
avaliagdo de moléculas com potencial atividade frente ao SARS-CoV-2. A metodologia
hibrida combina abordagens de Ligand Based Virtual Screening (LBVS), fundamentada em
informacgdes de moléculas bioativas ja existentes para encontrar compostos semelhantes, e
Structure Based Virtual Screening (SBVS) para prever afinidade de ligagdo, por docking das
proteinas-alvo com novos candidatos. A integragdo de uma metodologia hibrida de triagem
virtual usando SBVS e LBVS foi empregada para gerar grupos quimicos de analogos de
rutina. Estes grupos quimicos foram, entdo, submetidos a nova etapa de LBVS e SBVS,
visando prospectar moléculas com seletividade as proteinas-alvo do SARS-CoV-2.
Posteriormente, as moléculas encontradas foram submetidas a avaliagdo farmacocinética in
silico e tiveram suas propriedades comparadas com os farmacos emergenciais utilizados no
tratamento da Covid-19. Todas as etapas metodoldgicas empregadas serdo descritas

detalhadamente.

4.1 Geracao de Grupos Quimicos em Alvos Promissores

Para a escolha dos alvos, foram selecionadas, em abril de 2024, todas as estruturas
tridimensionais de proteinas do SARS-CoV-2 disponiveis e publicadas na base de dados PDB
(Fluxograma 1). Ap6s o download, os heteroatomos presentes nas estruturas foram removidos
utilizando um script in house. Em seguida, a comparacao das estruturas foi realizada e o
RMSD calculado usando o programa MMalign em suas configuragdes padrao (Mukherjee;
Zhang, 2009), sendo aquelas com RMSD menor que 0.5 angstroms, com pior resolugdo,
descartadas, objetivando eliminar estruturas excessivamente semelhantes, com conformagdes
idénticas ou muito proximas. Este processo simula o ensemble docking, garantindo que
apenas conformacdes significativamente distintas fossem usadas na etapa de docking.

Posteriormente, o programa fpocket em suas configuracdes padrao (Aggarwal et al.,
2021) foi utilizado para a predigao dos pockets, sendo descartados aqueles que tiveram um
druggability score inferior a 0,5. As proteinas resultantes foram preparadas com o script
prepare_receptor4.py, do programa AutoDockTools (Motris ef al., 2009), com especificagdes
para: adi¢do de hidrogénios ausentes, unificagdo e exclusdo de hidrogénios ndo polares,

remoc¢ao de moléculas de dgua e eliminacdo de residuos de aminoacidos ndo canonicos. Essa
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etapa visa preparar as proteinas para execucdo do docking com os ligantes (Fluxograma
1: SBVS).
Fluxograma 1: Metodologia hibrida de LBVS e SBVS

O processo inicia-se a direita (SBVS): 1- Selecdo das estruturas tridimensionais de proteinas do SARS-CoV-2 no
PDB; 2- Comparagio estrutural e calculo do RMSD; 3- Predigdo de pockets; 4- Filtragem dos pockets com base
no druggability score; 5- Preparacdo das estruturas para utilizagio com os ligantes. 6- A esquerda (LBVS): a
estrutura da molécula da rutina é submetida ao PubChem; 7- Obten¢do de moléculas com similaridade estrutural
a rutina. 8- Retornando a etapa (SBVS): Preparagdo dos ligantes; 9- Submissdo de proteinas ¢ ligantes ao
Docking. 10- Geracdo dos complexos apds o docking; 11- Sele¢do dos melhores complexos para analise; 12-
Catalogacdo das interagdes dos complexos gerados com o PLIP; 13- Grupos quimicos dos melhores complexos.
Fonte: Autor e Draw.io Diagrams

Na etapa LBVS, moléculas com similaridade estrutural a rutina foram selecionadas e
baixadas da base de dados PubChem utilizando suas configuragdes padrao (KIM et al., 2023),
em formato SMILES, e convertidas para .pdb para recuperar a distribui¢do espacial de cada
atomo, utilizando o programa Open Babel (O'Boyle ef al., 2011). Apds isso, os ligantes foram
convertidos para o formato .pdbqt utilizando o script prepare_ligand4.py do AutoDockTools
utilizando a parametrizagdo padrao (Morris et al., 2009), com especificagdo para realizar a
adicao de hidrogénios e ligacdes de hidrogénio com posterior unificagdo dos hidrogénios nao
polares com o carbono ao qual estivessem ligados (Fluxograma 1: LBVS).

As proteinas e ligantes entdo preparados, foram convertidos de .pdb para .pdbqt e
submetidos a etapa de docking utilizando o software QuickVina 2.0 (Alhossary et al., 2015),
com o parametro de exhaustiveness ajustado para 100 e nums modes para 10 (Fluxograma 1:
SBVS), no local da proteina identificada pelo fpocket, gerando os complexos proteina-ligante

com as respectivas interagdes.
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Para catalogar as interagdes dos complexos, foi utilizado o programa PLIP (Protein-
Ligand Interaction Profiler) com a parametrizacdo padrao (Salentin et al., 2015). Essa
ferramenta permite a analise dos complexos e cataloga as interagdes, registrando dados
relacionados a cadeia, residuos e sua numeracao, atomos doadores e aceptores, distdncia de
interagdo, coordenadas dtomo proteina e atomo ligante, bem como identifica diferentes tipos
de interacdes ndo covalentes entre ligantes e proteinas, incluindo ligagdes de hidrogénio,
interacoes hidrofobicas, pontes salinas, interagdes m—m empilhadas, interagdes cation—,
ligagdes de halogénio, interacGes metéalicas e pontes de agua. As interagdes identificadas
foram exportadas para o sistema de gerenciamento de banco de dados (SGBD) PostgreSQOL
(Chen et al., 1995). A partir das interagdes catalogadas, foram gerados os grupos quimicos
com base nos seguintes critérios: conjunto de no minimo cinco interagdes existindo
simultaneamente em, pelo menos, duas moléculas. Em seguida, com base nos resultados do
docking, os complexos que apresentaram afinidades mais favoraveis (valores mais negativos)

foram selecionados para a etapa de busca farmacoforica utilizando os grupos quimicos.
4.2 Prospecciao de moléculas baseadas em grupos quimicos

Nos melhores complexos o ligante foi convertido de .pdbqt para .mol2, e a proteina-
alvo de .pdbqt para .pdb com o software OpenBabel (O’Boyle et al, 2021), onde foram
aplicadas opg¢oes de geragao de coordenadas tridimensionais e a adicdo de hidrogénios com

base no pH fisiologico 7,4 (Fluxograma 2).

Fluxograma 2: Etapas da prospec¢do de moléculas baseadas em grupos quimicos.

13 e 11- Os grupos quimicos dos melhores complexos auxiliaram na busca farmacoforica; 14- Conversao das
proteinas e ligantes; 15- Busca farmacoférica no Pharmit; 16- Moléculas encontradas no Pharmit submetidas
a minimizagdo de energia; 17- Apds a minimizagdo, as moléculas foram armazenadas em sdf para avaliagdo
farmacocinética. 18- Metodologia recursiva, realizada para cada grupo quimico dos melhores complexos.
Fonte: Autor/ Draw.io Diagrams.
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Cada grupo quimico dos melhores complexos foi utilizado para busca farmacoforica
no software Pharmit (Sunseri; Koes, 2016) utilizando filtros especificos (Hit Screening) como
critérios de selegdo, restringindo os compostos a uma faixa de peso molecular entre 300 e
600, logP e nimero de ligacdes rotacionaveis entre 3 e 6, nimero de hidrogénios aceptores de
4 a 12 e doadores de 0 a 6. A busca foi realizada em dez bancos de dados disponiveis no
Pharmit: CHEMBL34, ChemDiv, ChemSpace, MCULE, Enamine, MolPort, NCI Open
Chemical Repository, PubChem, LabNetwork e ZINC (Fluxograma 2: LBVS).

Para o refinamento dos compostos obtidos, foi realizada a minimizagdo de energia em
novo processo de docking. Os compostos minimizados foram classificados e filtrados
considerando um valor minimo de afinidade, sendo salvos em um arquivo em formato SDF

(Fluxograma 2: SBVS), para futura avaliagao farmacocinética.
4.3 Avaliacio do perfil farmacocinético in silico

O arquivo SDF retornado pelo Pharmit, junto com os arquivos dos farmacos
emergenciais, foram submetidos ao ADMET-AI para predi¢ao das 8 propriedades fisico-
quimicas e 41 propriedades ADMET. Essa analise visou prever, de forma in silico,
caracteristicas fundamentais de moléculas candidatas a farmacos, incluindo aspectos
relacionados a sua seguranca e viabilidade para uso terapéutico. Os resultados da avaliagao
farmacocinética que sdo retornados sdo catalogados em arquivos .csv, os quais foram
submetidos a0 Rankadmet para avaliagdo dos 49 parametros e gerar duas planilhas (Geral e

50 Melhores), classificadas pelo score calculado pelo Rankadmet (Fluxograma 3).

Fluxograma 3: Etapas da avaliagdo do perfil farmacocinético

17- As moléculas em formato sdf sdo submetidas a avaliacdo farmacocinética no ADMET-AI; 19- Resultado das
moléculas retornadas da analise em arquivos csv; 20- Realizagdo do Ranqueamento Geral com base nos 49
parametros ADMET-AI computados e classificados por meio de um score; 21-Ranqueamento das 50 melhores
moléculas. 22- Todo processo é gerenciado pelo Rankadmet e executado de forma recursiva, sendo aplicado a
cada complexo e a cada arquivo sdf.

Fonte: Autor/ Draw.io Diagrams
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As moléculas catalogadas na planilha das 50 Melhores, juntamente aos farmacos
emergenciais, foram submetidas ao docking utilizando o software QuickVina 2.0, com os
mesmos parametros anteriormente aplicados, possibilitando assim, a comparacdo das
propriedades farmacocinéticas e do AG das moléculas encontradas neste trabalho com os
farmacos emergenciais (Baricitinibe, Paxlovid, Dexametasona, Molnupiravir, Remdesivir,
Nitazoxanide, Anakinra, Fluvoxamina, Colchicina, Hidroxicloroquina e Cloroquina) e a
Rutina. As moléculas com o melhor score obtido (menor AG) foram selecionadas para analise

detalhada do perfil de interagdo com a proteina-alvo.
4.4 Validacao das interagoes dos melhores complexos

Para a analise das interagdes e dos residuos, utilizou-se em suas configuracdes padrao
o programa PyMOL-Molecular Graphics System (Delano, 2002) para unificar a proteina e o
ligante em um unico arquivo PDB, possibilitando gerar a imagem representando o complexo
completo. O complexo foi entdo importado para o Discovery Studio Visualizer (DSV)
(Williams et al., 2017), permitindo a visualizagdo detalhada das interagdes proteina-ligante,
analisar os residuos de aminodcidos em representagdes 2D e acessar o diagrama das
interagdes, 0 que permitiu comparar as interagcdes com dados previamente descritos na

literatura cientifica.

4.5 Apoio computacional a redacao e revisao textual

Ferramentas baseadas em inteligéncia artificial foram utilizadas exclusivamente como
apoio a revisao linguistica e organizacao textual, visando aprimorar a coesdo, clareza, fluidez
e padronizacdo da escrita académica. O uso dessas ferramentas ndo interferiu no contetido
cientifico, na definicio da metodologia, na andlise dos dados ou na interpretacdo dos
resultados, sendo todo o delineamento experimental, as decisdes metodologicas e a analise
critica de natureza autoral (Brasil, 2026). Entre as ferramentas utilizadas destacam-se modelos
de linguagem baseados em inteligéncia artificial, como o ChatGPT (Openai, 2022), bem como
recursos de busca assistida Deep Search (Google, 2024), empregados para apoio a localizacido
de artigos académicos.

O prompt utilizado para fins de revisdo linguistica, organizagao textual e adequacdo ao
registro académico, sem modificacido do contetdo cientifico, dados, resultados ou

interpretagdes, foi: “Revisar o texto a seguir, mantendo integralmente o cientifico original,
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aprimorando apenas a clareza, coesdo e adequagdo a linguagem académica”. Dessa forma,
assegura-se que a utilizagdo dessas ferramentas ocorreu de maneira €tica, transparente e em
conformidade com os principios de integridade cientifica, ndo comprometendo a autoria

intelectual nem a responsabilidade dos pesquisadores sobre o conteudo apresentado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na etapa de SBVS, foram obtidas 4.124 estruturas tridimensionais das proteinas do
SARS-CoV-2 no PDB, que em seguida foram submetidas a uma comparacdo por RMSD,
sendo eliminadas 2.555 com RMSD menor que 0,5 angstroms e que se apresentavam

excessivamente semelhantes, resultando em 1569 estruturas .pdbqt (Fluxograma 4).

Fluxograma 4: Resultados quantitativos da metodologia hibrida LBVS e SBVS.

Representagdo do fluxo metodologico hibrido (LBVS e SBVS), destacando as etapas de triagem de virtual, com
os respectivos valores quantitativos obtidos em cada fase.
Fonte: Autor/ Draw.io Diagrams.

As 1569 estruturas foram submetidas ao fpocket, que identificou 193.561 pockets.
Destes, apenas aqueles com druggability score igual ou superior a 0,5 foram mantidos,
totalizando 4.000 pockets elegiveis para o processo de docking, enquanto 189.561 foram
descartados.

Na etapa LBVS, foram identificadas no banco de dados PubChem 220 moléculas com
similaridade estrutural a rutina, as quais foram preparadas e submetidas ao processo de
docking contra aos 4.000 pockets, gerando 346.952 complexos. Foram catalogadas 3.657.742
interagdes utilizando o PLIP, sendo avaliados 8 complexos, dos quais 3 foram descartados
(8F19-pocket 106 por corresponder a um anticorpo € nao representar um alvo viral funcional;
e 7DZY-pocket 196 e TDZX-pocket 153 por apresentarem parametros farmacocinéticos

desfavoraveis além de scores de afinidade inferiores no processo de triagem no Rankadmet),
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sendo assim 5 sitios de ligacdes considerados para andlises subsequentes. Esses 5 melhores
sitios de ligacdo (Tabela 2) possibilitaram a identificacdo de 1.268 grupos quimicos
envolvidos nas interagdes entre proteina e ligante, os quais serviram de base para a busca no

Pharmit e prospeccdo de 174.359 moléculas.

Tabela 2: Resultados relacionados a avaliagdo dos 5 melhores sitios de ligagdo.

SiTIOS DE ALVO AG  QUANTIDADE QUANTIDADE  QUANTIDADE

LIGACAO keamol DE GRUPOS  DE MOLECULAS DE MELHORES

QUIMICOS EM SDF MOLECULAS
8SDG-Pocket 66 CC25.43 + Spike -12,4 188 2.861 1.302
8FEZ-Pocket 228 Spike -11,8 1 12.168 4.402
8H3E-Pocket 2 Spike -11,8 53 4.055 1.527
8H3E-Pocket 3 Spike -11,8 22 22.101 7.068
8DRU-Pocket 1 ~ NSP7 e NSP§ -12 1.004 133.174 53.613
TOTAL 1.268 174.359 67.912

Da esquerda para direita, a primeira coluna representa os sitios de ligagdo utilizados para busca, proteina-alvo,
AG dos sitios de ligacdo, quantidade de grupos quimicos obtidos através do PLIP, quantidade de moléculas
retornadas do Pharmit e quantidade de melhores moléculas selecionadas em comparagdo com os farmacos
emergenciais.

Fonte: Rankadmet e Autor.

As 174.359 moléculas em formato .sdf foram avaliadas no ADMET-AIL a fim de
estabelecer o perfil ADMET e os potenciais riscos toxicologicos associados. Os resultados
obtidos foram submetidos ao Rankadmet, que realizou a etapa de ranqueamento, subdividindo
os resultados em: Ranqueamento Geral e Ranqueamento das 50 Melhores Moléculas. Essa
etapa foi conduzida de forma recursiva para cada complexo analisado e para cada grupo
quimico. Entre as 174.359 moléculas avaliadas, foram identificadas 67.912 moléculas com
perfil ADMET superior aos fArmacos emergenciais investigados no nosso trabalho.

Com base nos resultados da (Tabela 2), cada complexo foi analisado, tendo as
interagdes com as respectivas moléculas caracterizadas, bem como, o perfil ADMET

comparado com os farmacos emergenciais.

5.1 Sitio de ligacido 8SDG-pocket 66

No sitio de ligacdo 8SDG-pocket 66, correspondente a Spike em interagdo com o
anticorpo CC25.43, foram identificadas por meio do software PLIP 147 interagdes quimicas,
as quais formaram 188 grupos quimicos que serviram como base para a busca farmacoforica
realizada no Pharmit, em dez bancos de dados, possibilitando a analise de um total de 2.861

moléculas (Figura 4).
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Tipos de interagdes quimicas identificadas no sitio de ligagdo 8SDG-pocket 66. Aceptores de hidrogénio
(Laranja); Interacio hidrofobica (Verde); Interagdes aromaticas (Roxo); Doadores de hidrogénio (Branco). fons
Negativos (Vermelho). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerada pelo autor usando o Pharmit.

Dentre o total de moléculas analisadas, 1.302 apresentaram score dos parametros
farmacocinéticos superior ao dos farmacos emergenciais utilizados, conforme o ranqueamento
obtido. Entre essas, destacaram-se dois arranjos de grupos quimicos (Figura 5) que
permitiram a identificacdo das trés moléculas mais promissoras destacadas para o sitio de

ligagcdo 8SDG-pocket 66.

Figura 5: Grupos quimicos com melhores resultados do sitio de ligagdo 8SDG-pocket 66

al) L=3]

a) Grupos quimicos das moléculas PubChem-44547198 e PubChem-58529387. b) Grupo quimico da
molécula PubChem-70314279. Aceptores de Hidrogénio (Laranja); Doadores de Hidrogénio (Branca);
Hidrofébicas (Verde). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerada pelo autor usando o Pharmit.

Os 188 grupos quimicos auxiliaram na busca farmacoforica realizada no Pharmit,

seguida da minimizagdo de energia via docking. Esse processo permitiu a identificagdo de
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conformacgdes energeticamente favoraveis (as mais negativas), passando as 2.861 moléculas

resultantes da busca para posterior avaliagdo farmacocinética in silico.

5.1.1 Analise farmacocinética in silico em comparagao com fairmacos emergenciais

As 2.861 moléculas foram submetidas a avaliagdo farmacocinética in silico, cujos
resultados foram organizados pelo Rankadmet em duas planilhas: Geral e 50 Melhores. A
selecdo baseou-se na planilha das 50 melhores, a partir da qual foram inicialmente destacadas
nove moléculas com melhor perfil ADMET e, posteriormente, selecionadas em vermelho trés

para estudo aprofundado (Tabela 3).

Tabela 3: Classificagdo ADMET das moléculas no sitio de ligagdo 8SDG-pocket 66

ID MOLECULA SCORE SCORE FI;EI%I:)_ AB§ORC DISTBIBUI METABO EXgREC TOXICID
DOCKING RANKADMET .. ¢ A0 CAO  LISMO AO  ADE
QUIMICAS

PubChem-22347260  -12 0,038 0,25 0,563 0,5 025 0,167 025
PubChem-22346669  -11,6 0,038 0,25 0,563 0,5 025 0,167 0278
PubChem-22347190  -11,8 0,039 0,188 0,563 0,5 025 0,167 0222
PubChem-71513145  -12,1 0,04 0,188 0563 0,667 0313 0,167 0,278
PubChem-44547198  -14,1 0,041 0375 0,625 0,5 025 0333 0222
PubChem-70314279  -12.,6 0,045 0,188 0,5 0,5 0,25 0,5 0,25
PubChem-58529387  -12,9 0,046 0,25 0,563 0,667 0313 0,167 0,278
PubChem-146385672 -11,4 0,046 0,188 0,5 0,5 025 0,167 0,167
PubChem-22347068  -11,6 0,046 0,25 0,5 0,5 0,125 0,167 07222
Colchicina 9,2 0,211 0,063 0,5 0,667 0,188 0,333 0,167
Baracitinibe -10 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139
Paxlovid -8,9 0,22 0,25 0,625 0,667 0,188 0,667 0,028
Hidroxicloroquina 8,5 0,268 0,125 0438 0,333 0375 0333 0725
Dexametasona 8,4 0,303 0,188 0688 0,667 0125 0,833 0,139
Cloroquina -8,5 0,341 0,125 0,5 0,333 0,375 0,5 0222
Monulpiravir -8,4 0,391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194
Remdesivir -10 0,414 0,625 0,563 0,5 0313 0,667 0,167
Anankira 9,5 0,527 0438 0313 0,333 0 0,833 0,083
Rutina -10,6 0,554 0938 0,188 0,333 0,063 0333 0,111
Fluvoxamina 7,9 0,693 0,188 0,5 0,667 0375 0,5 0,139
Nitazoxanide 8,6 0,739 0,125 0,5 0,667 0438 0,833 0,444

ID da Molécula: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (laranja); Ultimas seis
colunas: score do rankadmet agrupando as 49 propriedades retornadas pelo ADMET-AIL Moléculas entre 0-0,300
(verde) indicam parametros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) parametros intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho)
parametros desfavoraveis. As trés melhores moléculas selecionadas para analises estdo destacadas em vermelho.
Fonte: Rankadmet

Entre as moléculas com melhores perfis farmacocinéticos, destacam-se na Tabela 3 a
PubChem-44547198, PubChem-70314279 e a PubChem-58529387. A molécula
PubChem-44547198 (Figura 6) apresentou o melhor AG (-14,1) e baixa probabilidade de
induzir toxicidade. Destacou-se por exibir também Otimos parametros em todas as

propriedades ADMET quando comparadas individualmente com os fairmacos emergenciais,
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tendo baixa chance de afetar negativamente a saude humana visto que possuem parametros

baixos e intermediarios de toxicidade e efeitos adversos.

Figura 6: Molécula PubChem-44547198

Fonte: Scifinder- CAS: 120157-15-0

A molécula PubChem-44547198 (Figura 6), identificada como 3-(2,6-difluoro-4-
methylbenzoyl)-6-[[6-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-4-yl)-1 H-imidazo[4,5-b]pyridin-2-
vl]methyl]-1H-pyrrolo[2,3-c] pyridin-7-one, CAS:1201597-15-0, estda envolvida na
preparacdo de derivados de pirrolo[2,3-c]piridina como agentes inibidores da p38 quinase
(p38 MAPK), sendo descrita como potencial agente terapéutico no tratamento de condi¢des
inflamatérias, como asma, artrite reumatoide, espondilite reumatoide, osteoartrite, artrite
gotosa e outras condicdes artriticas; articulagcdes inflamadas, eczema, psoriase ou outras
condig¢des inflamatorias da pele, como queimaduras solares; condi¢des inflamatdrias oculares,
incluindo conjuntivite, febre, dor e outras condi¢des associadas a inflamacgdes ocasionadas por
infecgdes virais (MERCK & INC et al., 2009).

A molécula PubChem-70314279 (Figura 7) destacou-se por apresentar baixa
probabilidade de desencadear processos adversos a saide. Demonstrou desempenho
especialmente favordvel em relacdo a Regra de Lipinski, bem como nos parametros
relacionados a sensibilizagdo da pele, carcinogenicidade, mutagenicidade, toxicidade

respiratdria, além de propriedades fisico-quimicas, metabolismo e perfil toxicoldgico geral.

Figura 7: Molécula PubChem-70314279

Fonte: PubChem
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Denominada como N-[/4-/[6-(5-amino-1-methylpyrazol-4-yl)-1,2-dihydropyrimidin-2-
ylJamino]cyclohexyl]naphthalene-2-sulfonamide, (Figura 7), ndo possui cddigo CAS, esta
associada a compostos de 4-pirimidina-5-amino-pirazol  farmacologicamente aceitaveis,
descritos como moduladores das quinases N-terminais c-Jun (JNKs), com potencial
terapéutico na redugdo do limiar de glicose para a secrecdo de insulina, além de possivel
aplicacdo no tratamento de diabetes tipo 2, obesidade e modulagdo da resposta inflamatoria
(Chen et al., 2007).

Por fim, a molécula PubChem-58529387 (Figura 8) apresentou baixa toxicidade
associada ao clearence hepético e a sensibilizacdo da pele, além de padrdes intermedidrios de
carcinogenicidade e mutagenicidade. Demonstrou caracteristicas favoraveis relacionadas a

Regra de Lipinski, bem como propriedades fisico-quimicas, excrecao e toxicidade.

Figura 8: Molécula PubChem-58529387

Fonte: Scifinder- CAS: 937049-50-8

Identificada como  5-/3-amino-2-(2-fluorobenzyl)-2H-indazol-6-yl]-7-piperidin-4-
vipyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amine, (Figura 8), codigo CAS: 937049-50-8 a molécula esta
envolvida na preparacdo de pirrolotriazinilaminas e atua como inibidora do Receptor do Fator
de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1R), da quinase IGFIR antitumoral e da
quinase IGF1R para doencga hiperproliferativa. Este receptor desempenha papel fundamental
no crescimento neonatal e pds-natal, além de estar associado a processos de transformacao
celular e na cooperagdo com oncogenes. Contudo, a atividade inadequada do IGF-1R tem sido
associada a resisténcia as terapias antitumorais devido a sua capacidade de regular a
sobrevivéncia celular (O’Connor et al., 2013).

Diante disso, a inibi¢ao de sua atividade tem sido descrita como estratégia promissora
para sensibilizacdo tumoral a terapias proé-apoptoticas (in vitro e in vivo), por meio de
abordagens como inibidores de pequenas moléculas, anticorpos monoclonais, receptores

dominantes-negativos e estratégias baseadas em siRNA e antisense. Dessa forma, a inibi¢do
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da sinalizag@o através do IGF-1R representa uma estratégia terapéutica altamente atraente e
promissora para o tratamento de uma ampla gama de doengas humanas caracterizadas por
hiperproliferacao e inflamatérias (O’Connor ef al., 2013).

Em andlise comparativa, as trés moléculas selecionadas apresentaram resultados
superiores em relacdo aos farmacos emergenciais utilizados no manejo da Covid-19. No que
se refere ao AG, as moléculas PubChem-44547198 (-14,1), PubChem-70314279 (-12,6) e
PubChem-58529387 (-12,9) superaram significativamente os valores obtidos para todos os
farmacos emergenciais, que variaram entre -10,6 e -7,9 kcal/mol, indicando interagdes mais
estaveis com as proteinas do SARS-CoV-2. Quanto ao perfil ADMET, as moléculas
candidatas demonstraram vantagens competitivas pelo baixo indice de alertas criticos de
seguranca farmacologica, demonstrando pardmetros majoritariamente baixos ou nulos para
mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade respiratoria. Embora apresentem algumas
limitagcdes quanto a toxicidade hepatica e baixa absor¢do intestinal, estas ainda se mostram
superiores quando comparadas aos perfis de toxicidade dos farmacos emergenciais de
referéncia, os quais apresentam indices desfavoraveis de toxicidade quanto a DILI (Lesao
hepatica induzida por drogas), mutagenicidade, cardiotoxicidade e nos parametros de
excre¢do. Tais achados reforcam que estas moléculas também apresentam potencial a serem
candidatos a farmacos quando observadas a sua afinidade de ligagdo, viabilidade de sintese e

perfis farmacocinéticos.

5.1.2 Validagao das interagdes do sitio de ligagdo 8SDG-pocket 66

As moléculas PubChem-44547198 (Figura 9), PubChem-70314279 (Figura 10) ¢ a
PubChem-58529387 (Figura 11), que apresentaram os melhores AG (-14.1, -12.6, -12.9
kcal/mol respectivamente), foram selecionadas para andlise e caracterizagdo de interagdes. O
sitio de ligacdo 8SDG-pocket 66 foi unificado no software PyMOL e, posteriormente,
analisado no Discovery Studio Visualizer, permitindo o mapeamento dos residuos de

aminoacidos envolvidos e a geracao de diagramas de interagao 2D.
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Figura 9: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-44547198
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Figura 10: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-70314279
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Figura 11: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-58529387

Fonte: BIOVIA, 2025.

Os residuos de aminodcidos encontrados foram compilados na Tabela 4,
proporcionando uma visualizagdo comparativa ampliada das interagcdes observadas nas trés
moléculas destacadas em relagdo aquelas descritas na literatura, permitindo subsidiar a andalise

funcional das respectivas interagdes moleculares.

Tabela 4: Comparagdo e analise das interagdes do sitio de ligagdo 8SDG-pocket 66.

PubChem PubChem PubChem Withanolide Amentoflayona
+ Dev- Dev- Dev- Dev-

RESIDUOS 44547198 70314279 585293887 E Paritaprevir  Pepl  Pepll Peplll PepIV

(14D | (126) | (129 = (108) (-8,5) (-64,9) (-112.8) (-84,6) (-113.,9)
X X

TYR449
LEU452
PHEA456
GLU484
GLY485
TYR489
PHE490
LEU492
GLN493
SER494
Comparagdo feita considerando os residuos que interagem com as moléculas encontradas no estudo. As
moléculas do nosso estudo destacadas como mais promissoras (azul). Compostos descritos na literatura
(Vermelho, Amarelo e Verde). A alternancia de cores nas colunas indicam a ocorréncia de interagdes em comum
com as moléculas da coluna em azul previamente descritas.
Fonte: Autor.

LA A A A A A A A A
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Withanolide E.: para a molécula Withanolide F (Chinnadurai et al., 2023), observou-se

a capacidade de ligacdo ao RBD da proteina Spike, por meio de interagdes com os residuos de
aminoacidos descritos na Tabela 4. Essas interagdes sdo relatadas como relevantes para a

estabilizacdo da ligagdo e sugerem um potencial competitivo com o receptor ACE2,
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contribuindo para o bloqueio da interacdo entre o RBD e o receptor, o que pode impedir a
entrada viral na célula hospedeira.

Na andlise comparativa realizada, verificou-se que a molécula PubChem-44547198
interage com os mesmos residuos descritos para o complexo Withanolide F-RBD. Entre essas
interagdes, foram identificadas ligagdes de hidrogénio envolvendo os residuos Phe490,
GIn493, Serd494, interacdes hidrofobicas com Tyr489 e a formacdo de pontes de agua
mediadas por Glud484, Tyr489, Phe490, GIn493 e Ser4d94 as quais contribuem para
estabilizacdo desse complexo (Chinnadurai et al., 2023). Adicionalmente, as trés moléculas
(Tabela 4: azul), por apresentarem interagdes semelhantes com esses residuos, permitem
sustentar a hipdtese de propriedades funcionais andlogas as deste fitoconstituinte, destacando-
se que a PubChem-44547198 apresentou um AG superior (-14,1 kcal/mol) quando comparado
ao do Withanolide F (-10,8 kcal/mol).

Amentoflavona+Paritaprevir: conforme estudos in silico através de simulagdes

computacionais de Miroshnychenko; Shestopalova (2021) a molécula Amentoflavona,
mostrou resultados promissores com a combinagdo dos farmacos para hepatite C
(Paritaprevir), demonstrando potencial atividade antiviral contra SARS-CoV-2. Nesse
contexto, foi sugerido um efeito sinérgico entre os compostos, uma vez que eles poderiam
atuar em diferentes pontos do ciclo viral, combinando a inibicdo da protease viral
(paritaprevir) com o bloqueio da replicagdo viral e da entrada do virus na célula
(Amentoflavona). Adicionalmente, a amentoflavona tem sido descrita como um inibidor
eficaz da principal protease do SARS-CoV-2, apresentando valor de IC50 = 8,3 uM (Ryu et
al., 2010), além de ser um bioflavonoide encontrado em diversas plantas, como Ginkgo
biloba e Hypericum perforatum, com propriedades antioxidantes, antivirais e anti-
inflamatoérias (Yu et al., 2017), reforcando o interesse cientifico por esse complexo como
candidato em estratégias antivirais.

A andlise comparativa demonstrou que as moléculas PubChem-44547198,
PubChem-70314279 ¢ PubChem-58529387 (Tabela 4: azul) apresentaram um padrao de
interagdo molecular semelhante ao descrito para o complexo Paritaprevir/Amentoflavona,
conforme reportado Miroshnychenko; Shestopalova, 2021. Foram observadas interagdes com
residuos relevantes do dominio RBD da proteina Spike, incluindo Tyr449, Phe490, Leu452,
Tyrd89, Leud92, Glud84, Gly485, sendo a estabilizagdo dos complexos atribuida

principalmente a ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. As interagdes hidrofobicas
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envolveram os residuos Tyr489, Phe490 e Glu484, enquanto as ligagdes de hidrogénio foram
observadas com o residuo GIn493.

A semelhanca entre o perfil de interagdo das trés moléculas (Tabela 4: azul) e o
complexo descrito na literatura permite inferir que estas possam desempenhar fungdes
semelhantes as reportadas para os compostos relatados por Miroshnychenko; Shestopalova
(2021) (Tabela 4: amarelo), sugerindo seu potencial como composto de interesse para
interferir em etapas criticas do ciclo viral. Ainda assim, tais evidéncias sdo restritas ao
contexto in silico, o que indica a necessidade de validacdo experimental em estudos futuros.

ACE2-Dev-Pepl/II/III/IV: considerando a analise das trés moléculas (Tabela 4: azul),

o estudo in silico de Souza et al. (2021) por meio de acoplamento molecular, simulagdes
dinamicas e bioquimica quantica revelaram e discutiram o uso de peptideos derivados da
enzima conversora de angiotensina 2 como uma abordagem terapéutica para o bloqueio da
infeccdo pelo SARS-CoV-2, com foco especifico na interferéncia da interagdo entre o
dominio RBD da Spike e o receptor ACE2. Segundo esses autores, os peptideos derivados de
ACE2 demonstraram resultados promissores, uma vez que as andlises computacionais
indicaram auséncia de potencial toxico, alérgico ou hemolitico, o que os torna opg¢des
terapéuticas mais seguras em compara¢ao com outros tratamentos. Além disso, a estabilidade
no ambiente intestinal foi testada, sugerindo a viabilidade de administragdo por via oral.

Na analise comparativa realizada neste estudo, observou-se que as interagdoes dos
quatro peptidios (ACE2-Dev-Pepl a ACE2-Dev-PeplV) em complexo com o RBD da Spike
apresentaram elevada similaridade com os residuos de aminodcidos envolvidos nas interagdes
das trés moléculas deste estudo. As interagdes do complexo S-RBD/ACE2-Dev-Pepl
envolveram os residuos Tyr489 e Phr456 (interacdes hidrofobicas), além de Tyr489 em
ligagdes de hidrogénio. Estas interagdes sdo fundamentais, pois o residuo Tyr489 foi
identificado como o principal colaborador individual para a energia de interacdo no complexo,
promovendo alteracdes na topologia nativa do RBD. No complexo S-RBD/ACE2-Dev-Pepll,
foram observadas interagoes hidrofobicas com os residuos Glu484, Leud92, GIn493, Phe490
e Phe456, Tyr489 onde essas interacdes tornam-se relevantes especialmente com o residuo
Glu484. A sua contribui¢do resulta em uma energia de interacdo total (-112,8 kcal/mol),
conferindo ao peptidio um alto potencial de inibicao de entrada viral (Souza et al., 2021).

Para o complexo S-RBD/ACE2-Dev-Peplll, foram identificadas interacdes
hidrofobicas com Tyr489 e Phe456, além de ligagdes de hidrogénio com GIn493, onde tais
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interagdes atuam como ancoras que induzem um encaixe incorreto entre o virus € o receptor
ACE2 humano, impedindo o reconhecimento celular necessario para a infec¢do. Ja o
complexo S-RBD/ACE2-Dev-PeplV apresentou interagdes envolvendo os residuos Tyr449,
Gln493, Tyr449, Phe490, Gly485. A relevancia deste conjunto manifesta-se pela maior
afinidade de ligacdo entre todos os peptideos testados (-113,9 kcal/mol), o que bloqueia
fisicamente o sitio de ligagdo e reduz a replicagao viral (Souza et al., 2021).

A similaridade entre os residuos de interagdo observados nos quatro peptidios
derivados de ACE2 (Tabela 4: verde) e aqueles identificados para as moléculas
PubChem-44547198, PubChem-70314279 e¢ PubChem-58529387 corrobora o potencial de
atuacdo em sitios relevantes do RBD. Essa convergéncia de alvos sugere que as referidas
moléculas (Tabela 4: azul) podem mimetizar o padrao de reconhecimento do receptor nativo,

exercendo uma possivel interferéncia na interagao Spike-ACE2.

5.2 Sitio de ligacdo 8FEZ-pocket 228

Para o sitio de ligagdo 8FEZ-pocket 228, correspondente a Spike estabilizada em pré-
fusdo, foram identificadas por meio do software PLIP 86 interagdes quimicas (Figura 12), as
quais definiram apenas um grupo quimico que serviu como base para a busca farmacoférica

realizada no Pharmit, possibilitando a anélise de um total de 12.168 moléculas.

N

Figura 12: Grupos quimicos do sitio de ligacdo 8FEZ-pocket 228

Tipos de interagdes quimicas identificadas no sitio de ligagdo 8FEZ-pocket 228. Aceptores de hidrogénio
(Laranja); Interagdo hidrofobica (Verde); Interagdes aromaticas (Roxo); Doadores de hidrogénio (Branco). fons
Negativos (Vermelho). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.
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Dentre as 12.168 moléculas analisadas, 4.402 apresentaram score dos pardmetros
farmacocinéticos superior aos farmacos emergenciais comparados, conforme o ranqueamento
obtido. Entre essas, destacaram-se trés arranjos do grupo quimico que permitiram a
identificacdo das trés moléculas mais promissoras destacadas para o sitio de ligacdo S8FEZ-

pocket 228 (Figura 13).

Figura 13: Grupos quimicos com melhores resultados do sitio de ligagdo 8FEZ-pocket 228

a) Grupos quimicos da molécula CHEMBL-3684358; b) Grupos quimicos da molécula PubChem-1182782888;
¢) Grupos quimicos da molécula PubChem-117674117. Aceptores de Hidrogénio (Laranja); Interacdo
hidrofébica (Verde); Interagdes aromaticas (Roxo); Doadores de hidrogénio (Branco). O tamanho da esfera
representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.

Esse grupo quimico auxiliou na busca farmacoforica realizada no Pharmit, seguida da
minimizagdo de energia via docking, permitindo a identificagdo de conformagdes
energeticamente favoraveis (as mais negativas), passando as 12.168 moléculas resultantes da

busca para posterior avaliacdo farmacocinética in silico.

5.2.1 Analise farmacocinética in silico em comparacao com farmacos emergenciais

As 12.168 moléculas analisadas foram submetidas a avaliacdo farmacocinética in
silico, cujos resultados foram organizados pelo Rankadmet em duas planilhas: Geral e 50
Melhores. A selecdo subsidiou-se na planilha das 50 Melhores, onde inicialmente foram
triadas nove moléculas que apresentaram os scores mais negativos e perfis ADMET
promissores e, em seguida trés moléculas CHEMBL-3684358, PubChem-118272888 ¢
PubChem-117674117 foram selecionadas para um estudo detalhado (Tabela 5).
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Tabela 5: Classificagdo ADMET das moléculas no sitio de ligagdo 8FEZ-pocket 228

PROP.
ID MOLECULA SCORE SCORE FISICO- AB§OR DISTBI METABOLI EXQRE TOXICI
DOCKING RANKADMET P CAO BUICAO SMO CAO @ DADE
QUIMICAS

CSSS03546809442 -10,8 0,04 0,25 0,625 0,667 0,25 0,333 0,278
74898059645 -10,5 0,04 0,25 0,625 0,667 0,25 0,333 0,278
PubChem-117832166 -10,4 0,04 0,313 0,625 0,667 0,5 0 0,194
PubChem-117832093  -10,9 0,041 0,375 0,625 0,5 0,5 0,167 0,194
CHEMBL3684358 -11.5 0,043 0,313 0,688 0,833 0,375 0,333 0,278
PubChem-118272888  -11,6 0,044 0,25 0,688 0,667 0,25 0,333 0,25
PubChem-117674117  -11,4 0,044 0,313 0,625 0,833 0,563 0 0,222
PubChem-76284734 -9,8 0,044 0,188 0,688 0,5 0,375 0,333 0,194
PubChem-118493835 -10 0,045 0,25 0,563 0,5 0,375 0,333 0,167
Colchicina -6,9 0,211 0,063 0,5 0,667 0,188 0,333 0,167
Baracitinibe -8,4 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139
Paxlovid -7,2 0,22 0,25 0,625 0,667 0,188 0,667 0,028

Hidroxicloroquina -7,9 0,268 0,125 0,438 0,333 0,375 0,333 0,25
Dexametasona -7,3 0,303 0,188 0,688 0,667 0,125 0,833 0,139
Cloroquina -7,9 0,341 0,125 0,5 0,333 0,375 0,5 0,222
Monulpiravir -7 0,391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194
Remdesivir -8,8 0,414 0,625 0,563 0,5 0,313 0,667 0,167
Anankira -7,6 0,527 0,438 0,313 0,333 0 0,833 0,083
Rutina -10,2 0,554 0,938 0,188 0,333 0,063 0,333 0,111
Fluvoxamina -7,6 0,693 0,188 0,5 0,667 0,375 0,5 0,139
Nitazoxanide -7,8 0,739 0,125 0,5 0,667 0,438 0,833 0,444

ID da Molécula: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (laranja); Ultimas seis
colunas: score do rankadmet agrupando as 49 propriedades retornadas pelo ADMET-AI Moléculas entre 0-0,300
(verde) indicam pardmetros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) parametros intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho)
parametros desfavoraveis. As trés melhores moléculas selecionadas para analises estdo destacadas em vermelho.
Fonte: Rankadmet

A molécula CHEMBL-3684358 (Figura 14), com AG de (-11,5 kcal/mol) apresentou
pardmetros gerais de toxicidade mais favoraveis em comparacdo com os farmacos
emergenciais. ParAmetros intermediarios foram observados nas propriedades fisico-quimicas,
absorc¢do, metabolismo, excre¢do, assim como relacionados a mutagenicidade e respiracao
mitocondrial. Embora a analise tenha indicado propriedades de distribuicao e o parametro de
DILI como desfavoraveis do ponto de vista toxicoldgico, tais riscos mostraram-se inferiores

aos observados nos farmacos de referéncia.

Figura 14: Molécula CHEMBL-3684358

Fonte: Scifinder — CAS: 1338241-65-8
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A molécula (Figura 14), identificada como /,3-Benzodioxole-5-carboxamide, N-[4-
(9H-pyrido[2,3-b]-1,2,4-triazolo[4,3-d][1,4]benzodiazepin-3-yl)phenyl], CAS:1338241-65-8,
¢ descrita na preparacao de derivados de benzo-pirido-triazolo-cazepinicos que atuam como
inibidores de quinase serina/treonina (AKT), sendo util para o tratamento de distirbios
proliferativos e neoplasias (Ali et al, 2011). As proteinas AKT desempenham fungdes
fundamentais na regulagdo de diversos processos celulares, como a proliferagdo celular,
sobrevivéncia, metabolismo e angiogénese, operando inclusive na via de sinalizagdo (mTOR),
responsdvel pelo controle da formagdo do complexo do fator de iniciagdo da traducdo
eucariotica 4F (eIF4E), uma vez que tal via responde a fatores de crescimento e citocinas,
sendo sua desregulacdo associada a diversas neoplasias e distirbios de crescimento tecidual
excessivo, como a sindrome de Proteus e de Cowden 6, além de canceres de mama, colorretal
e de ovario (Medicine, 2025).

Nesse sentido, a CHEMBL-3684358 pode apresentar elevado potencial terapéutico,
pois sua atividade bioldgica incide diretamente sobre a (AKT), que ¢ um ponto central de
patologias criticas. Além disso, a atividade bioldgica desta molécula (Figura 14) sobre a
sinalizagdo de citocinas oferece um efeito anti-inflamatdrio estratégico para mitigar a
tempestade de citocinas e os danos teciduais associados as diversas doencas como ocorre na
Covid-19.

A avaliacdo farmacocinética da molécula PubChem-118272888 (Figura 15),
apresentou o AG de (-11,4 kcal/mol) entre os candidatos apresentados, o que associado a sua
avaliagdo farmacocinética favoravel, justifica sua selecdo entre as mais promissoras do
complexo II. Embora haja a presenga de pontos de toxicidade ligados a DILI, a molécula
demonstrou baixo risco para propriedades de absorc¢ao, distribui¢cdo, excre¢cdo, bem como para
mutagenicidade, carcinogenicidade e respiracdo mitocondrial fortalecendo a favorabilidade de
resultados alinhados a propriedades fisico-quimicas, metabolismo, toxicidade e regras de
Lipinski.

Figura 15: Molécula PubChem-118272888

Fonte: Scifinder — CAS: 1022965-43-0
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Denominada como Benzamide, 2-[[5-chloro-2-[(2,3,4,5-tetrahydro-3-oxo-1H-2,4-
benzodiazepin-7-yl)amino]-4-pyrimidinyl]amino]-N-methyl, =~ CAS: 1022965-43-0  esta
envolvida na preparagao de derivados biciclicos fundidos de 2,4-diaminopirimidina como
inibidores da ALK e da c-Met quinase para o tratamento de disturbios proliferativos e
inflamatorios. A ALK ¢ uma proteina essencial na comunicagdo celular e no desenvolvimento
de funcdes normais do sistema nervoso, porém, quando mutada atua como oncogene
conduzindo a neoplasias como o neuroblastoma pediatrico, linfomas de célula B e certos
canceres de pulmdo (Ahmed et al., 2008). Paralelamente, a c-Met quinase ¢ um receptor
pertencente a familia MET (gene transformador MNNG HOS) que responde ao fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), regula processos de regeneragdo e embriogénese sob
controle do p53. Contudo, sua ativacdo anormal pode promover o desenvolvimento e a
progressdo de maultiplos tipos de carcinomas, como o de figado, pulmdo, cdlon, mama,
pancreas, ovario, prostata e estomago, além de canceres do sistema nervoso, como o
glioblastoma (Zhang et al., 2018).

Considerando que a molécula PubChem-118272888 (Figura 15) possui um AG de
-11,4 kcal/mol superior ao dos fairmacos emergenciais utilizados na Covid-19, observa-se um
alto potencial de afinidade de ligacdo com os alvos estudados. Além do mais, sua atuagdo no
processo inflamatorio, justifica a viabilidade de uso da molécula devido sua capacidade de
atuar como um agente imunomodulador, oferecer uma estratégia terap€utica vidvel para
diversas patologias proliferativas quanto para distirbios inflamatorios.

A molécula PubChem-117674117 (Figura 16), apresentou AG de (-11,6 kcal/mol)
sendo considerado o mais negativo € mais favoravel referente a andlise do sitio de ligacao

8FEZ-pocket 228.

Figura 16: Molécula PubChem-117674117

Fonte: PubChem
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A molécula PubChem-117674117 destacou-se quando comparadas aos farmacos
emergenciais por apresentar propriedades favoraveis de excre¢do e toxicidade, assim como as
regras de Lipinski e mutagenicidade. Também foram analisados parametros considerados
intermediarios quanto as propriedades fisico-quimicas, absor¢do, metabolismo e respiragdo
mitocondrial. Parametros desfavoraveis também foram analisados, especialmente
relacionados a DILI e a propriedade de distribuicao, entretanto, tais aspectos ndo inviabilizam
a continuidade no processo de triagem, uma vez que, ainda assim, os resultados sao mais
favoraveis quando comparado aos farmacos emergenciais. Esta molécula (Figura 16),
identificada como [2-[(4-amino-2,2-dihydroxy-1H-2lambda4, 1,3-benzothiadiazin-5-
vl)oxymethyl]piperidin-1-yl]-(2,6-dimethylquinolin-4-yl)methanone, nao possui codigo CAS,
esta envolvida com a patente do modificador do sabor doce, sendo capaz de modular o sabor
doce das composi¢des, podendo atuar sobre o receptor quimiossensorial. Diante disso, sua
atuacdo como um modulador quimiossensorial emerge de forma estratégica, uma vez que tais
receptores, além de atuarem no paladar, encontram-se expressos no epitélio respiratorio e
desempenham papel na resposta imune inata e na depuragao mucociliar apresentando-se como
estratégia terapéutica no manejo de patologias virais (Tchdjian et al., 2020).

Em andlise comparativa, as moléculas selecionadas CHEMBL-3684358,
PubChem-118272888 e PubChem-117674117 demonstraram desempenho superior aos
farmacos emergenciais. No que se refere ao AG, apresentaram valores significativamente
melhores entre -11,4 a -11,6 kcal/mol quando comparados aos farmacos de referéncia -6,9 a
10,2 kcal/mol, indicando interagdes mais estdveis com o alvo. Quanto ao perfil
farmacocinético, as candidatas superaram os farmacos de referéncia por apresentarem
menores indices para mutagenicidade, toxicidade respiratoria e perfis de excrecdo mais
eficientes. Embora todas possuam limitacdes relativas a DILI, esses pontos negativos sao
menos severos do que os riscos de cardiotoxicidade e prejuizos aos parametros de excrecao
observados nos farmacos emergenciais. Nesse contexto, as andlises in silico sugerem que as
moléculas analisadas apresentam-se como potenciais candidatos a farmacos mediante

avaliacao farmacocinética.

5.2.2 Validagao das interagdes do sitio de ligacdo 8FEZ-pocket 228

As moléculas CHEMBL-3684358 (Figura 17), PubChem-118272888 (Figura 18) e a
PubChem-117674117 (Figura 19) que apresentaram AG de (-11.5, -11.6 e -11.4 kcal/mol)
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respectivamente, foram selecionadas para analise da caracterizagdo de interagdes. O sitio de
ligacdo 8FEZ-pocket 228 foi unificado no software PyMOL e, posteriormente, analisado no
Discovery Studio Visualizer, permitindo o mapeamento dos residuos de aminoacidos

envolvidos e a geragdo de diagramas de interagdo 2D.

Figura 17: Diagrama de interagdo 2D da molécula CHEMBL-3684358

Fonte: BIOVIA, 2025.

Figura 18: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-118272888

Fonte: BIOVIA, 2025.
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Figura 19: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-117674117

Fonte: BIOVIA, 2025.

Os residuos de aminodcidos encontrados foram compilados na Tabela 6,
proporcionando uma visualizacdo comparativa ampliada das interagdes observadas nas trés
moléculas destacadas em relagdo aquelas descritas na literatura, permitindo subsidiar a andlise
funcional das respectivas interagdes moleculares.

Tabela 6: Comparacao e analise das intera¢des do sitio de ligacdo 8FEZ-pocket 228.

: CHEMBL PubChem PubChem Artemisia annua
RESIDUOS 3684358 117674117 118272888 (Artemisinina)
(-11,5) (-11,6) (-11,4) (-10,5)

Paritaprevir
(_ 13 52)

VAL90
PHE92
ILE101
TRP104
ILE119
ASN121
VALI126
ILE128
TYR170
SER172
GLN173
PRO174
PHE175
ARG190
ILE192 X

ILE194 X
PHE194

AR A A AR

A A AAAA AN
A A A A A

AR A A A A
ST R i R N
HTHE K K KA

>
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CHEMBL PubChem PubChem Artemisia annua

RESIDUOS 3684358 117674117 118272888  (Artemisinina) Pa“tlasl’;ev"
-11,5) (-11,6) (-11.4) (-10.5) 15.2)

PHE201 X X
ILE203 X X X X
SER205 X X X
LEU226 X X X
VAL227 X X X
VAL267 X

Comparagdo feita considerando os residuos que interagem com as moléculas encontradas no estudo. As
moléculas do nosso estudo destacadas como mais promissoras (azul). Compostos descritos na literatura
(Amarelo e Verde). A alternancia de cores nas colunas indicam a ocorréncia de interagdes em comum com as
moléculas da coluna em azul previamente descritas.

Fonte: Autor.

Artemisinina: a relevancia de plantas medicinais tradicionais como fontes
promissoras de compostos bioativos com potencial antiviral s3o amplamente investigadas no
meio cientifico. Nesse cendrio, a Artemisia annua (Qinghao) destaca-se em funcdo de seu
principal metabdlito, a artemisinina cujo uso ja ¢ amplamente consolidado no tratamento da
malaria. Os resultados apresentados indicam que, além de sua aplicagdo classica na malaria, a
artemisinina demonstra capacidade de interagdo molecular com componentes-chave
associados a infeccdo pelo SARS-CoV-2, incluindo as glicoproteinas Spike, a variante
B.1.351, Protease Serina Transmembranar 2 (TMPRSS2), neutrapilina-1 e a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2), sugerindo um possivel mecanismo inibitorio causando
interferéncia na entrada de viral no hospedeiro (Rolta ef al., 2021).

A andlise comparativa com dados da literatura revelou que a molécula
CHEMBL-3684358, PubChem-117674117 e PubChem-118272888 compartilham um
conjunto expressivo de residuos de interagdo com a artemisinina, predominantemente por
meio de interagdes hidrofobicas envolvendo Ile119, Val126, 1le128, Phe192, Phe194, 11e203,
Leu226, Trp104, Tyr170 e Val227. Observou-se através de simulagao de dindmica molecular,
que a artemisinina apresenta uma intera¢do mais estavel com a Spike. Adicionalmente, a
analise seguiu os critérios da Regra de Lipinski, auxiliando na verificagdo do potencial
composto em se assemelhar a um farmaco, demonstrando ndo ser cancerigeno e apresentar
uma energia de ligacdo favoravel de -10,5 kcal/mol. Essas interagdes contribuem para
estabilidade conformacional do complexo Artemisinina/Spike, constituindo fatores
importantes para comprovar a ac¢ao inibitdria da artemisinina contra a infeccdo do SARS-
CoV-2. Além disso, foram observadas interagdes por hidrogénio e pontes de dgua com

Asnl121 e Ser205 (Rolta et al., 2021).
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Considerando a funcionalidade da Artemisinina especialmente na conformagao aberta
da Spike, sustenta-se a hipdtese de que as trés moléculas selecionadas apresentem
propriedades funcionais analogas. Essa inferéncia se fundamenta na convergéncia dos
residuos e, notadamente, na superioridade das energias de ligagdo obtidas (-11.4, -11.5e-11.6
kcal/mol) em relacdio a Artemisinina (-10,5 kcal/mol), destacando-se a molécula
CHEMBL-3684358 que apresentou o mesmo perfil de interagdo com os residuos de
aminodcidos da (Tabela 6: amarelo). Portanto, tal diferencial sugere que os novos candidatos
possam formar complexos ainda mais estaveis com o alvo, potencializando a eficicia da
interferéncia no ciclo viral.

Paritaprevir: no ambito do reposicionamento de farmacos, o interesse crescente por
antivirais utilizados no tratamento da Hepatite C, conforme evidenciados por Thakur et al.
(2022), fundamenta-se em seus amplos efeitos terapéuticos. Foram analisados dez farmacos
(Paritaprevir, Elbasvir Daclatasvir, Acido glicirrizico Glecaprevir, Pibrentasvir, Voxilaprevir,
Telaprevir, Letermorvir, Grazoprevir), porém segundo as analises in silico, o Paritaprevir
destacou-se por apresentar maior afinidade de ligagao (-15,2 kcal/mol), o que, aliado ao seu
uso clinico estabelecido e a eficicia em terapias combinadas, sugere um potencial inibitorio
relevante contra a proteina Spike.

De acordo com a analise comparativa envolvendo as trés moléculas (Tabela 6: azul)
verificou-se a ocorréncia de interagdes semelhantes com os residuos Asnl21, Argl90,
Phel75, Vall26 e Tyrl170, incluindo ligagdes de hidrogénio convencional, alquil, Pi-Pi
empilhado e Aquil/Pi-Alquil. A diversidade dessas intera¢des indica um padrdo de ligacdo que
pode contribuir significativamente para a estabilidade do complexo e, consequentemente, para
a potencial inibicao da proteina analisada. A repeti¢ao desses residuos Trp104, Vall126, 1le119,
lle128, 11e203, Asnl21, Tyrl70, em diferentes andlises sugere a existéncia de regides
preferenciais de interacdo no sitio de ligacdo, reforcando a hipétese de um efeito inibitdrio
sobre a glicoproteina Spike, quando comparado as demais moléculas supracitadas nessa
analise.

A convergéncia de residuos revela que, embora o Paritaprevir apresente AG mais
expressivo nesta analise (-15,2 kcal/mol), a qualidade das interagdes estabelecidas entre as
trés moléculas (Tabela 6: azul) demonstram que esses novos candidatos possuem potencial
funcional andlogo ao medicamento descrito na literatura, qualificando-os como promissores

para futuros experimentos que levem ao desenvolvimento de novos farmacos.
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5.3 Sitio de ligacio 8H3E-pocket 2

No sitio de ligagdo 8H3E-pocket 2, correspondente a Spike, foram identificadas por
meio do software PLIP 85 interac¢des (Figura 20), as quais formaram 53 grupos quimicos que
serviram como base para a busca farmacoforica realizada no Pharmit, possibilitando a andlise

de um total de 4.055 moléculas.

Fioura 20: Grupos guimicos do sitio de ligacdo 8H3E-pocket2

Q) L

Tipos de interagdes quimicas identificadas no sitio de ligagdo 8H3E-pocket 2. Aceptores de Hidrogénio
(Laranja); Interacio hidrofobica (Verde); Interagdes aromaticas (Roxo); Doadores de Hidrogénio (Branco). fons
Negativos (Vermelho). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.

Dentre o total de moléculas analisadas, 1.527 apresentaram score dos parametros
farmacocinéticos superior ao dos fairmacos emergenciais utilizados, conforme o ranqueamento
obtido. Entre essas melhores moléculas ranqueadas, dois arranjos de grupos quimicos (Figura
21) os quais evidenciaram as trés moléculas de maior destaque no sitio de ligacdo 8H3E-

pocket 2.
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Figura 21: Grupos quimicos com melhores resultados do sitio de ligagdo 8H3E-pocket 2
a) b)

a) Grupos quimicos das moléculas CHEMBL-2347569 ¢ CHEMBL-2348247; b) Grupos quimicos da
molécula PubChem-68303446. Aceptores de hidrogénio (Laranja); Doadores de Hidrogénio (Branca). O
tamanho da esfera representa o espaco quimico de busca

Fonte: Gerada pelo autor usando o Pharmit.

Os 53 grupos quimicos auxiliaram na busca farmacoforica realizada no Pharmit,
seguida da minimizacao de energia via docking, que permitiu a identificagdo de conformagdes
energeticamente favoraveis (as mais negativas), passando as 4.055 moléculas para posterior

avaliacao farmacocinética in silico.

5.3.1 Analise farmacocinética in silico em comparagdao com fairmacos emergenciais

As 4.055 moléculas do complexo III foram submetidas a avaliagdo farmacocinética in
silico, cujos resultados gerados pelo Rankadmet, foram organizados em duas planilhas: Geral
e 50 Melhores. A andlise foi concentrada nas 50 Melhores moléculas que apresentaram
resultados superiores aos farmacos emergenciais, sendo nove selecionadas para apresentacao
em tabela. Destas, as moléculas CHEMBL-2347569, CHEMBL-2348247 e
PubChem-68303446 foram destacadas para serem analisadas com maior profundidade quanto

a viabilidade farmacologica e ao perfil de seguranca (Tabela 7).

Tabela 7: Classificagio ADMET das moléculas no sitio de ligagdo 8H3E-pocket 2

PROP.
- SCORE SCORE ‘ ABSOR | DISTRIB METABOL EXCRE TOXICI
ID MOLECULA FISICO- < < %
DOCKING RANKADMET QUIMICAS CAO UICAO ISMO CAO A DADE
CHEMBLA4110891 -11,9 0,041 0,25 0,5 05 0313 0333 0,194
[CHEMBL2347569  -12,4 0,044 025 0688 05 0313 0,167 0278 |
PubChem-153694167  -11,8 0,046 0,188 0563 0,667 0375 0,167 0,194
CHEMBL2348247  -12,6 0,046 025 0688 05 0313 0,167 0278
PubChem-68303446  -12 0,048 025 0625 05 0,25 0 0278
CHEMBLA4114812 11 0,048 025 0563 05 0313 0,167 0,222
CHEMBL3975402 -10,9 0,053 0063 05 0667 0,18 0,167 0,139
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PROP.

SCORE SCORE ABSO DISTRIB METABOL EXCRE TOXICI

ID MOLECULA FISICO- P ~ P

DOCKING RANKADMET QUiMIC AS RCAO UICAO ISMO CAO DADE
PubChem-130243870  -10,1 0,054 0,063 0,5 0,5 0,313 0,167 0,194
ZINC000020755886 -10,5 0,054 0,125 0,438 0,667 0,25 0,333 0,194
Colchicina -7,1 0,211 0,063 0,5 0,667 0,188 0,333 0,167
Baracitinibe -9,3 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139
Paxlovid -7,5 0,22 0,25 0,625 0,667 0,188 0,667 0,028
Hidroxicloroquina -7,7 0,268 0,125 0,438 0,333 0,375 0,333 0,25
Dexametasona -8,2 0,303 0,188 0,688 0,667 0,125 0,833 0,139
Cloroquina -8 0,341 0,125 0,5 0,333 0,375 0,5 0,222
Monulpiravir -8 0,391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194
Remdesivir -7,9 0,414 0,625 0,563 0,5 0,313 0,667 0,167
Anankira -7,5 0,527 0,438 0,313 0,333 0 0,833 0,083
Rutina -7,3 0,554 0,938 0,188 0,333 0,063 0,333 0,111
Fluvoxamina -7,6 0,693 0,188 0,5 0,667 0,375 0,5 0,139
Nitazoxanide -7,8 0,739 0,125 0,5 0,667 0,438 0,833 0,444

ID da Molécula: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (laranja); Ultimas seis
colunas: score do rankadmet agrupando as 49 propriedades retornadas pelo ADMET-AI Moléculas entre 0-0,300
(verde) indicam pardmetros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) parametros intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho)
parametros desfavoraveis. As trés melhores moléculas selecionadas para analises estdo destacadas em vermelho.
Fonte: Rankadmet

A molécula CHEMBL-2347569 (Figura 22) apresentou AG de (-12,4 kcal/mol),
superior ao dos farmacos emergenciais que variaram entre -7,1 kcal/mol e —9,3 kcal/mol, além
de desempenho favoravel quanto as propriedades fisico-quimicas, excrecao, toxicidade, bem
como para regra de Lipinski e sensibilizagdo cutinea. Parametros intermediarios foram
observados nas propriedades de absorcdo, distribuicio e metabolismo, assim como
relacionados a clearence hepatico, mutagenicidade, respiracdo mitocondrial e
carcinogenicidade. Embora o pardmetro de DILI tenha sido considerado desfavoravel sob o
ponto de vista toxicoldgico, o risco associado mostrou-se inferior ao observado para os

farmacos de referéncia.

Figura 22: Molécula CHEMBL-2347569

Fonte: Scifinder — CAS: 1428155-33-2

Identificada como 3-Pyridinecarboxamide, I-(3-fluorophenyl)-1,2-dihydro-2-oxo-N-
[4-(9H-purin-6-ylamino)phenyl,(Figura 22) CAS:1428155-33-2, atua como inibidor da

subfamilia TAM de tirosina quinase. Seu mecanismo de acdo consiste na inibi¢do do tipo II,
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com interagdo tanto na regido da dobradica (hinge region) da quinase quanto na bolsa
alostérica. A subfamilia TAM ¢ composta por trés membros: Tyro3, fortemente expresso no
sistema nervoso central; Axl, presente em varios tecidos do corpo; e MerTK, encontrado
predominantemente em células hematopoiéticas e epitélios especializados. Esses receptores
sdo ativados por proteinas dependentes de vitamina K e desempenham papéis importantes na
sobrevivéncia e migracao celular. Além disso, sua sinalizacdo estd ligada associada ao
desenvolvimento de doengas autoimunes, distrofias de retina e doencas proliferativas, como o
cancer (Sudrez et al., 2013).

A molécula CHEMBL-2348247 (Figura 23), apresentou o score (-12,6 kcal/mol) entre
os candidatos apresentados, o que associado a sua avaliacdo farmacocinética favoravel,
justifica sua sele¢do entre as mais promissoras do complexo III. Apesar da presenga de
parametros farmacocinéticos desfavoraveis relacionados a Lesdo hepéatica induzida por drogas
(DILI) e a carcinogenicidade, a molécula demonstrou desempenho satisfatorio quanto as
propriedades fisico-quimicas, excrecdo, toxicidade e atendimento a Regra de Lipinski.
Parametros intermedidrios de toxicidade foram observados propriedades de absorcao,
distribuicdo e metabolismo, assim como parametros de clearence hepatico, respiracao
mitocondrial e mutagenicidade. Contudo, esses resultados ndo inviabilizam sua continuidade
no processo de triagem, uma vez que permanecem superiores aos observados nos farmacos

analisados.

Figura 23: Molécula CHEMBL-2348247

Fonte: Scifinder — CAS: 1428155-40-1
Denominada como 3-Pyridinecarboxamide, 1-(3-fluorophenyl)-N-[3-fluoro-4-(9H-
purin-6-ylamino)phenyl]-1,2-dihydro-2-oxo, CAS: 1428155-40-1, (Figura 23) ¢ uma molécula
analoga da CHEMBL-2347569 (Figura 22) compartilhando a mesma fung¢do de inibi¢ao da
subfamilia TAM da tirosina quinase. Essa convergéncia entre suas funcionalidades e
superioridade de scores de afinidade (-12,4 e -12,6 kcal/mol) quando comparados com os
farmacos emergenciais, oferecem vantagem estratégica uma vez que a sinalizagdo TAM esta

ligada a regulacdo da resposta imune inata e a sobrevivéncia celular o que pode reduzir a
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carga viral e também modular processos inflamatérios o que as qualifica como candidatos
com potencial terapéutico para o desenvolvimento de medicamentos.

A avaliagdo da molécula PubChem-68303446 (Figura 24) apresentou perfil
farmacocinético favoravel quanto as propriedades fisico-quimicas, metabolismo, excregao,
toxicidade, além de atender a Regra de Lipinski e aos parametros de sensibilizacdo cutinea.
Parametros intermediarios foram observados nas propriedades de absorcao e distribuicdo,
bem como em relagdo a carcinogenicidade, mutagenicidade e clearence hepatico. Como nas
demais moléculas avaliadas, o parametro desfavoravel de DILI manteve-se presente, contudo,
esse fator ndo se configura como limitante para a exclusdo da molécula, que permanece como
um candidato promissor.

Identificada como 2-[1-[2-amino-5-[5-(ethylaminomethyl)-4-methylpyridin-3-
vl]pyridin-3-yl]ethenyl]-7,8-dihydro-3H-imidazo[4,5-f]phthalazine-6,9-dione, a molécula esta
associada ao uso de compostos da classe IH-pyrazolo[3,4-£]pyridine, ndo possui CAS,
(Figura 24), com aplicagdo terap€utica oncologica, especialmente no tratamento de canceres
de colon, ovario, pancreas, mama, figado, prostata e hematologicos. Esse composto atua como
um inibidor da via Wnt, antagonizando sua atividade e contribuindo para reversdo ou controle
de estados de crescimento celular aberrante, bem como para a corre¢do de desordens
genéticas decorrentes de mutagdes em componentes dessa via de sinalizacdo (Patapoutian;

Reichardt, 2000).

Figura 24: Molécula PubChem-68303446

Fonte: PubChem.

De modo geral, as analises in silico sugerem que as moléculas CHEMBL-2347569,
CHEMBL-2348247 e a PubChem-68303446 apresentam potencial promissor para o

desenvolvimento de novos farmacos, fundamentando-se em perfis farmacocinéticos
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majoritariamente superiores (-12.4, -12.6 e -12 kcal/mol) quando comparados aos farmacos
emergenciais (-7,1 a -9,3 kcal/mol). Essa viabilidade ¢ refor¢ada pela relevancia funcional de
seus mecanismos antagonistas em condi¢des inflamatérias e infecciosas, as quais oferecem
uma estratégia terapéutica multifatorial promissora ao enfrentamento de vérias doengas,
podendo-se sugerir também para Covid-19, uma vez que ¢ considerada uma doenga
multissistémica revelando uma alternativa de alta qualidade frente ao enfrentamento da

doenca.

5.3.2 Validagao das interagdes do sitio de ligacdo 8H3E-pocket 2

As moléculas CHEMBL-2347569 (Figura 25), CHEMBL-2348247 (Figura 26) ¢ a
PubChem-68303446 (Figura 27) que apresentaram seus respectivos AG (-12.4, -12.6 e -12
kcal/mol), foram selecionadas para andlise e caracterizacdo de interagdes. O sitio de ligacdo
8H3E-pocket 2 foi unificado no software PyYMOL e, posteriormente analisado no Discovery
Studio Visualizer, permitindo o mapeamento dos residuos de aminodcidos envolvidos e a

geracdo de diagramas de interag¢do 2D.

Figura 25: Diagrama de interagdo 2D da molécula CHEMBL-2347569
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Figura 26: Diagrama de interagdo 2D da molécula CHEMBL-2348247

Fonte: BIOVIA, 2025.

Figura 27: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-68303446

Fonte: BIOVIA, 2025.
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Os residuos de aminoacidos encontrados foram compilados na Tabela 8,
proporcionando uma visualizagdo ampliada das interacdes observadas nas trés moléculas
destacadas em relacdo aquelas descritas na literatura, permitindo subsidiar a analise funcional
das respectivas interacdes moleculares.

Tabela 8: Comparacao das analises e interagdes do sitio de ligagdo 8H3E-pocket 2

CHEMBL CHEMBL PubChem
RESIDUOS 2347569 2348247 68303446
(-12,4) (-12,6) (-12)

Amentoflavona Agathisflavona Vitamina P Daphnoretin
(-9,2) (-8,8) (-8,2) (-8,0)

PHE338
ALA363
TYR365
TYR369
ALA372
SER373
PHE374
PHE377
LEU387
PHE392
ASP405
GLU406
GLY416
LYS417
LEUS13 X X
Comparacao feita considerando os residuos que interagem com as moléculas encontradas no estudo. As
moléculas do nosso estudo destacadas como mais promissoras (azul). Compostos descritos na literatura
(Amarelo). As cores em amarelo nas colunas indicam a ocorréncia de interacdes em comum com aquelas
moléculas da coluna em azul previamente descritas.
Fonte: Autor.
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Amentoflavona, Agathisflavona, Vitamina P e Daphnoretin: A investigacdo das

quatro moléculas (Tabela 8: amarelo), fundamentada no estudo de Minu et al. (2024), reforca
mais uma vez a relevancia de plantas medicinais tradicionais como fontes promissoras de
compostos bioativos com potencial antiviral. Nesse contexto, a Ruta Graveolens destaca-se
por apresentar pequenas moléculas naturais com potencial atividade inibitéria sobre a proteina
Spike, contribuindo para a prevencdo da infeccdo viral. No processo de triagem virtual
conduzido pelos autores, a Amentoflavona (CID: 5281600), Agathisflavona (CID: 5281599),
Vitamina P (CID: 24832108) e Daphnoretin (CID: 5281406), presentes na R. graveolens
emergiram como potenciais inibidores da proteina S por meio de simulagdes de acoplamento
molecular, exibindo energias de ligacao de —9.2, —8.8, —8.2 e —8.0 kcal/mol, respectivamente.
A analise in silico ADMET revelaram perfis farmacocinéticos e toxicologicos
favoraveis, enquanto simulagdes de dindmica molecular e céalculos Molecular Mechanics-
Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) confirmaram a estabilidade dos complexos

formados. Ensaios in vitro demonstraram que extratos da arruda contendo esses compostos
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apresentaram propriedades inibitorias potenciais contra o virus, com um valor de IC50 de
1,299 mg/mL e um valor de concentragado citotoxica (CC50) de 11,991 mg/mL, corroborando
seu potencial como candidatos promissores para intervengdes terapéuticas relacionadas a
SARS-CoV-2 (Minu et al., 2024).

A andlise comparativa revela que as moléculas CHEMBL-2347569 e
CHEMBL-2348247 (Tabela 8: azul) compartilham o mesmo conjunto de interagdes
observado para a Amentoflavona, incluindo interagdes n-m com os residuos Tyr365, Tyr369,
Phe377, bem como interacdes m-alquila foram observadas com os residuos Ala363, Leu387.
Para a Agathisflavona, foram identificadas duas liga¢des de hidrogénio convencionais com
Tyr369 e Ala372, além de uma ligagdo carbono-hidrogénio com Tyr369. Multiplas
interacoes de empilhamento n-m envolvendo Tyr365, Tyr369 e Phe377 desempenharam
papel relevante na estabilizac¢do do ligante dentro do bolso hidrofébico da proteina (Minu et
al., 2024).

No que tange a Vitamina P, a especificidade de sua ancoragem ¢ conferida por duas
ligagdes de hidrogénio convencionais com o residuo Phe377, além de interagdes m-m
empilhadas com o Tyr365 e Phe377, contribuindo para a ligagdo especifica do ligante e
para a estabilizagdo no bolso hidrofobico. A complexidade dessa interface ¢ ampliada por
interacdes m-m em configuracdo T-shaped com os residuos Phe374 e Phe377 o que sugere
uma alta complementaridade conformacional que favorece a estabilidade geral do
complexo. Paralelamente, o Daphnoretin, apresenta uma interface de ligagdo multifacetada
com a proteina Spike do SARS-CoV-2. Além da ligacdo carbono-hidrogénio com Tyr365,
apresenta carater hidrofébico mediado por interagdes n-c com Leu387, Leu513 e Cys432.
Os conjuntos de residuos Tyr365, Phe377, Phe392 e Leu513 reforgaram o carater
hidrofébico de ligagdo também favorecendo a estabilidade do complexo. Por fim, a
molécula PubChem-68303446 apresentou um perfil semelhante ao das moléculas
anteriormente analisadas (Tabela 8: amarelo), com exce¢dao da adicdo da interagdo com o
residuo Phe392 no caso do Daphnoretin e da auséncia de interagdo com Leu513. (Minu et
al., 2024).

Em suma, a integragdo de dados experimentais e computacionais sugere que 0s
compostos avaliados neste trabalho (Tabela 8: azul), embora estruturalmente distintos dos
analogos da literatura (Tabela 8: amarelo), apresentam padrdes de interacdo convergentes

com a glicoproteina Spike e energias de ligacdo superiores (-12.4, 12.6 e 12.0 kcal/mol)
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quando também comparadas, o que sugere que essas moléculas (Tabela 8: azul) possuam
mecanismos moleculares semelhantes aos observados nas moléculas investigadas na

literatura, sendo boas candidatas para pesquisa de desenvolvimento de farmacos.
5.4 Sitio de ligacao S8H3E-pocket 3

No sitio de ligagdo 8H3E-pocket 3, correspondente a Spike, foram identificados por
meio do software PLIP 78 interagdes quimicas, as quais formaram 22 grupos quimicos que
serviram como base para a busca farmacoforica realizada no Pharmit, possibilitando a analise

de um total de 22.101 moléculas (Figura 28).

Figura 28: Grupos quimicos do sitio de ligagdo SH3E-pocket 3

Tipos de interagcdes quimicas identificadas no sitio de ligagdo 8H3E-pocker 3. Aceptores de Hidrogénio
(Laranja); Interacio hidrofobica (Verde); Interagdes aromaticas (Roxo); Doadores de Hidrogénio (Branco). fons
Negativos (Vermelho). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.

Dentre o total de moléculas analisadas, 7.068 apresentaram score dos parametros
farmacocinéticos superior ao dos farmacos emergenciais conforme ranqueamento obtido.
Entre essas, destacaram-se trés arranjos de grupos quimicos (Figura 29), que permitiram a

identificacdo das trés moléculas mais promissoras para o sitio de ligagdo 8H3E-pocket 3.
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Figura 29: Grupos quimicos com melhores resultados do sitio de ligacado 8H3E-pocket 3.

a)

a) Grupos quimicos da molécula PubChem-155203322; b) Grupos quimicos da PubChem-122668673; ¢) Grupos
quimicos da molécula PubChem-156084696. Aceptores de Hidrogénio (Laranja); Doadores de Hidrogénio
(Branco); Interagdes Hidrofobicas (Verde); Interagdes Aromaticas (Roxo). O tamanho da esfera representa o
espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.

Os 22 grupos quimicos auxiliaram na busca farmacoforica realizada no Pharmit,
seguida da minimizacdo de energia via docking. Esse processo permitiu a identificagdo de

22.101 moléculas que foram submetidas a avaliagdo farmacocinética in silico.

5.4.1 Analise farmacocinética in silico em comparagdao com fairmacos emergenciais

As 22.101 moléculas foram submetidas a avaliagao farmacocinética in silico, cujos
resultados foram organizados pelo Rankadmet em duas planilhas, sendo priorizada para
analise a planilha das 50 melhores moléculas. No processo de triagem, foram identificadas
7.068 compostos com desempenho superior quando comparados aos farmacos emergenciais,
sendo nove selecionados para apresentacao em tabela, devido seus perfis farmacocinéticos

promissores e trés destacados para estudos mais aprofundados (Tabela 9).

Tabela 9: Classificagio ADMET das moléculas no sitio de ligagdo 8H3E-pocket 3

- SCORE SCORE PROP. "\ BSOR DISTRIBU METABO EXCRE TOXICID
ID MOLECULA 1, kING RANKADMET , FISICO- CAO ICAO @ LISMO | CAO ADE
QUIMICAS

PubChem-145006650 -11,3 0,04 0,25 0,625 0,667 0,313 0,333 0,25
PubChem-90071661 -11,3 0,041 0,25 0,5 0,5 0,25 0,333 0,222
PubChem-44560681 -13,8 0,042 0,5 0,813 0,833 0,375 0,333 0,306
PubChem-156084696  -13,1 0,042 0,188 0,563 0,5 0,313 0,5 0,167
PubChem-122668673  -11,4 0,043 0,25 0,563 0,5 0,188 0,167 0,278
PubChem-155203322  -12,5 0,043 0,313 0,563 0,5 0,125 0,167 0,194
PubChem-135344710 -9.9 0,043 0,25 0,563 0,5 0,125 0 0,25
CHEMBL275724 -8,9 0,043 0,25 0,563 0,5 0,25 0,5 0,222
PubChem-138536851 -11,5 0,043 0,313 0,688 0,5 0,313 0,333 0,306
Colchicina 27,2 0,211 0,063 0,5 0,667 0,188 0,333 0,167
Baracitinibe 9.3 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139
Paxlovid -7.5 0,22 0,25 0,625 0,667 0,188 0,667 0,028
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PROP.
ID MOLECULA SCORE SCORE FISICO- AB§OR DISTBIBU METABO EXQRE TOXICID
DOCKING RANKADMET 4 CAO ICAO LISMO CAO ADE
QUIMICAS

Hidroxicloroquina 7,7 0,268 0,125 0438 0333 0375 0333 0725
Dexametasona 8,2 0,303 0,188 0,688 0,667 0,125 0,833 0,139
Cloroquina 7,9 0,341 0,125 0,5 0333 0375 0,5 0222
Monulpiravir -8 0,391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194
Remdesivir 7.8 0,414 0,625 0,563 0,5 0313 0,667 0,167
Anankira 7,5 0,527 0438 0313 0,333 0 0,833 0,083
Rutina 6,5 0,554 0,938 0,188 0,333 0,063 0333 0,111
Fluvoxamina 7,6 0,693 0,188 0,5 0,667 0,375 0,5 0,139
Nitazoxanide 7.8 0,739 0,125 0,5 0667 0438 0833 0,444

ID da Molécula: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (laranja); Ultimas seis
colunas: score do rankadmet agrupando as 49 propriedades retornadas pelo ADMET-AI Moléculas entre 0-0,300
(verde) indicam pardmetros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) parametros intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho)
parametros desfavoraveis. As trés melhores moléculas selecionadas para analises estdo destacadas em vermelho.
Fonte: Rankadmet

Os resultados obtidos na avaliagdo farmacocinética in silico evidenciam que as
moléculas PubChem-156084696, PubChem-122668673, PubChem-155203322 da Tabela 9 se
destacaram entre as moléculas analisadas, tanto em termos de afinidade de ligagdao quanto de
desempenho nos parametros ADMET, quando comparadas aos farmacos emergenciais.

A molécula PubChem-156084696 (Figura 30) apresentou o melhor AG de (-13,1
kcal/mol), indicando maior afinidade da molécula com o alvo. Apresentou desempenho
favoravel quanto as propriedades fisico-quimicas e de toxicidade, bem como nos parametros
da Regra de Lipinski, mutagenicidade, carcinogenicidade, sensibilidade cutanea e respiracdo
mitocondrial. Apesar da presenca de parametros farmacocinéticos desfavoraveis associados a
DILI e a clearence hepatico, a molécula (Figura 30) apresentou desempenho intermedidrio
nas propriedades de absorcao, distribui¢ao, metabolismo, excrecdo. Dessa forma, esses
resultados ndo inviabilizam sua continuidade no processo de triagem, uma vez que

permanecem superiores aos observados nos farmacos comparados.

Figura 30: Molécula PubChem-156084696

Fonte: PubChem

O composto identificado como 2H-benzotriazol-5-yl-[4-[2-[(4,6-dimethyl-2-
pyridinyl)amino]-35, 7-dihydropyrrolo[3,4-d]pyrimidin-6-yl]piperidin-1-ylmethanone, nao

possui codigo CAS, (Figura 30) atua como um inibidor da autotaxina também conhecida
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como ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 2 (NPP2 ou ENPP2), uma proteina que
pertence a familia de enzimas ENPP. A autotaxina ¢ a principal responsavel pela conversao da
lisofosfatidilcolina em acido lisofosfatidico (LPA), um lipidio sinalizador que modula
processos celulares fundamentais, como proliferagdo, sobrevivéncia e motilidade. Devido a
implicagdo direta do eixo ATX-LPA na progressio de diversas condigdes patologicas,
incluindo doengas fibréticas, inflamatorias, neurodegenerativas e processos de angiogénese
anormal (Temal-Laib et al, 2021), o uso da molécula (Figura 30) como bloqueio
farmacoldgico desta via emerge como uma estratégia multialvo visto para interromper o ciclo
inflamatorio mediado por esse eixo sendo para o contexto do SARS-CoV-2 um fator
importante no tratamento da doenca.

A molécula PubChem-122668673 (Figura 31) apresentou AG de (-11,4 kcal/mol),
parametros favordveis quanto as propriedades fisico-quimicas, metabolismo, excrecao,
toxicidade, regra de Lipinski, clearence hepatico, sensibilizacdo cutdnea e respiragcdo
mitocondrial. Parametros intermediarios voltados as propriedades de absor¢do, distribuicao,
mutagenicidade e carcinogenicidade indicam a necessidade de cautela, mas nao
comprometem sua relevancia. A predicdo desfavoravel para DILI, embora represente um
ponto critico, quando interpretada de forma comparativa com os firmacos emergenciais

permanece com parametros superiores.

Figura 31: Molécula PubChem-122668673

Fonte: Scifinder — CAS: 1873301-96-2
Identificada  como  N-/5-fluoro-4-(7-fluoro-2-metil-3-propan-2-ilbenzimidazol-5-
il)piridin-2-il]-5-piperazin-2-ilpirimidin-2-amina, CAS: 1873301-96-2, (Figura 31) apresenta
potencial terapé€utico no tratamento de doengas inflamatdrias e proliferativas celulares. Esse
composto atua na regulagdo de proteinas quinases, em especial as Quinases Dependentes de
Ciclinas (CDKs), exercendo efeito inibitorio sobre CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 ¢ CDK9,
com maior especificidade para CDK4 e CDK6. A progressdo tumoral estd intimamente

associada a alteragdes genéticas e a desregulagdo das CDKs e seus reguladores, o que sustenta
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o uso de inibidores dessas quinases como estratégias terapéuticas anticancerigenas. Além
disso, os inibidores de CDK poderiam ser usados para tratar infec¢des virais, autoimunes,
neurodegenerativas e neoplasias, ampliando seu potencial farmacologico (Liu, B et al., 2020).

A molécula PubChem-155203322 (Figura 32) apresentou AG de (-12,5 kcal/mol)
superior ao observado para os fAirmacos emergenciais. Além disso, demonstrou desempenho
favoravel quanto as propriedades de metabolismo, excrecao e toxicidade, bem como para os
parametros de clearence hepatico, carcinogenicidade e respiragdo mitocondrial. Parametros
intermediarios foram observados nas propriedades de fisico-quimicas, absor¢do, distribuigdo,
assim como para as regras de Lipinski e o potencial mutagénico. Embora o parametro para
DILI tenha sido identificado com um ponto de atengdo, ele ndo implica a exclusdo da
molécula, uma vez que seu desempenho permanece superior aos dos farmacos de referéncia

analisados.

Figura 32: Molécula PubChem-155203322

Fonte: Scifinder- CAS: 2497593-50-5

O composto identificado como 2-/5-fluoro-2-[[5-[4-(piperidin-4-ilmetil)piperidin-1-
il |piridin-2-il]amino ] pirimidin-4-il]- 1-metil-6, 7-di-hidro-5H-pirrolo[ 3, 2-c| piridin-4-ona,
CAS: 2497593-50-5, (Figura 32), também atua como inibidor das quinases dependentes de
ciclinas (CDKs), configurando-se como uma potencial estratégia terapéutica para o tratamento
de doencas hiperproliferativas ou associadas a desregulagdo dessas quinases. Sob essa oOtica, a
molécula PubChem-15503322 (Figura 32) compartilha caracteristicas terapéuticas
semelhantes com a molécula PubChem-122668673 (Figura 31) sugerindo que ambas possam
atuar no manejo de infec¢des virais conforme sugerido por Lin; Lu, 2020.

Em funcao dos parametros favoraveis do pocket 3, foi possivel encontrar uma pequena
molécula localizada proxima ao sitio de ligagdo das moléculas PubChem-156084696 (Figura

30), PubChem-122668673 (Figura 31), PubChem-155203322 (Figura 32), denominada
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SPC-14  (7-(6-nitro-2,3-dihydroindol-1-yl)-7-oxidanylidene-heptanoic acid) (Figura 33)
(Wang et al., 2023).

Figura 33: Molécula SPC-14
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Fonte: Protein Data Bank

Estudos utilizando uma abordagem combinada in silico e in vitro (Ensaios de
Ressonancia Plasmoénica de Superficie, Criomicroscopia Eletronica e Expressdo e Purificacao
de proteinas) de Wang et al. (2023), relatam que pequenas moléculas, como a SPC-14 (Figura
33), quando em complexo com a proteina Spike, podem apresentar a vantagem de serem de
um potencial de acdo de amplo espectro. Sugere-se que esse composto pode reduzir ou
mesmo impedir a infectividade e a transmissao viral ao atuarem no sitio de ligagdo aos acidos
graxos livres (AGL), regido envolvida na estabilizacdo conformacional da proteina e na
modulacdo de sua interagdo com o hospedeiro. Nessa perspectiva, as moléculas investigadas
no nosso trabalho (PubChem-156084696, PubChem-122668673 e PubChem-155203322),
podem apresentar efeitos bioldgicos semelhantes, visto que os resultados sugerem uma
interacdo na mesma regiao do pocket, mimetizando o mecanismo de estabilizacdo observado
para a SPC-14.

Em sintese, a selecdo das moléculas PubChem-156084696 (Figura 30),
PubChem-122668673 (Figura 31), PubChem-155203322 (Figura 32) justifica-se pela
superioridade dos parametros obtidos em relagdo aos farmacos emergenciais. Enquanto os
farmacos analisados apresentaram energias de ligacdo entre -6,5 e -9,3 kcal/mol, as moléculas
candidatas alcangaram scores significativamente mais estaveis, variando entre -11,4 e -13,1
kcal/mol. Observou-se também que o perfil ADMET demonstrou-se mais favoravel,
especialmente quanto a toxicidade e respiragdo mitocondrial, superando as limita¢des
observadas nos farmacos analisados inclusive para os parametros de excrecdo. Portanto, a

combinagdo desses resultados contribui para que as moléculas do nosso estudo sejam
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consideradas promissoras como candidatas viaveis para o manejo terapéutico da Covid-19,

oferecendo uma alternativa para etapas de validacao futura.
5.4.2 Validagao das interagdes do sitio de ligagdo 8H3E-pocket 3

As moléculas PubChem-156084696 (Figura 34), PubChem-122668673 (Figura 35) e
PubChem-155203322 (Figura 36) que apresentaram AG (-13.1, -11.4 e -12,5 kcal/mol),
respectivamente, foram selecionadas para andlise e caracterizacdo de interagdes. O sitio de
ligagdo 8H3E-pocket 3 foi unificado no software PyMOL e, posteriormente analisado no

Discovery Studio Visualizer, permitindo o mapeamento dos residuos de aminoacidos

envolvidos e a geragao de diagramas de interagdo 2D.

Figura 34: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-156084696

Fonte: BIOVIA, 2025.
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Figura 35: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-122668673

Fonte: BIOVIA, 2025.

Figura 36: Diagrama de interagdo 2D da molécula PubChem-155203322
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encontrados foram compilados, proporcionando uma

visualizagao ampliada das interagdes observadas nas trés moléculas destacadas em relacao
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aquelas descritas na literatura, permitindo subsidiar a andlise funcional das respectivas

interacoes moleculares (Tabela 10).

Tabela 10: Comparagdo das analises e interagdes do sitio de ligacdo 8H3E-pocket 3
. PubChem PubChem PubChem Fltgntc:;das € Bio-0357 Bio-0597 Porfirinas
RESIDUOS 156084696 122668673 155203322 cnp- Protozida Crisina ~ SPOR

(13,1) (114 (12,5 ’”"””’g‘g’g””“"’ (:9,642 2-5,83) (-8,78 2-5,3) (-13.3)

CYS336
PRO337
PHE338
VAL341
PHE342
ILE358
ALA363
TYR365
LEU368
TYR369
ALA372
SER373
PHE374
PHE377
LEU387
PHE392
VAL395
ARG408
GLN409
GLU406
GLY416
LYS417
CYS432
ILE434
LEUS13
PHES15
VALS524 X X X

Comparacao feita considerando os residuos que interagem com as moléculas encontradas no estudo. As

moléculas do nosso estudo destacadas como mais promissoras (Azul). Compostos descritos na literatura (Verde,

Amarelo ¢ Vermelho). As cores alternam indicando a ocorréncia de interagdes em comum em relagdo as

previamente descritas.

Fonte: Autor.
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Fitoncidas e Octil p-metoxicinamato: com base no estudo de Bharathi et al., 2022,

observou-se que os fitoncidas que sdo compostos organicos volateis aleloquimicos emitidos
por plantas, apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e
antivirais, além de estarem associados a melhora do numero e da funcao de células Natural
Killer (NK). Nesse estudo, foram analisados computacionalmente 118 fitoncidas oriundos de
florestas de Phyllostachys edulis , Liquidambar formosana € Cunninghamia lanceolata. Além
destas, outras substancias foram incluidas na analise in silico, com destaque para o octil p-

metoxicinamato. Embora ndo seja um fitoncida de origem natural, trata-se de um composto
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sintético amplamente utilizado como filtro solar UVB organico (Bispo, 2021; Bharathi et al.,
2022), estudos de ancoragem molecular demonstraram que essa molécula apresentou
interacdes relevantes com o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) da proteina Spike de
diversas variantes do SARS-CoV-2.

No presente estudo, a andlise comparativa revelou que a molécula
PubChem-156084696 obteve uma energia de ligacdo de -13,1 kcal/mol, superando
significativamente o complexo fitoncida/octil p-metoxicinamato (-8,2 kcal/mol), apesar de
interagirem com os mesmos residuos de aminoacidos. Da mesma forma, as moléculas
PubChem-122668673 (-11,4 kcal/mol) e PubChem-155203322 (-12,5 kcal/mol) apresentaram
energias de ligagdo superiores, mantendo perfis de interacdo semelhantes com (Tabela 10:
verde). Foram identificadas interagdes do tipo carbono-hidrogénio, hidrofébicas, alquil e pi-
alquil, o que configura um padrdo molecular andlogo entre substancias. Considerando que o
complexo fitoncidas/octil p-metoxicinamato é apontado na literatura como um potencial
bloqueador do dominio RBD da proteina Spike do SARS-CoV-2, os resultados obtidos
sustentam a hipdtese de que as moléculas da (Tabela 10: azul), possuem potencial de eficécia,
uma vez que mimetizam os residuos de interacdo do complexo (Tabela 10: verde) com maior
estabilidade energética.

Protozida e Crisina: conforme Yadav et al. (2021), os compostos bioativos Bio-0357

(protozida) e Bio-0597 (crisina) demonstraram, via High-Throughput Virtual Screening
(HTVS), acoplamento molecular e simulacdes de dindmica molecular alta capacidade de
ligacdo aos dominios S1 e S2 da Spike por meio de interagdes moleculares estaveis, sugerindo
um possivel impedimento da entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. No referido
estudo, os sitios de ligagao foram analisados quanto a eficiéncia da triagem e do acoplamento
nas subunidades S1 e S2, sendo selecionados trés sitios principais (1, 2 e 3). Observou-se que
tanto o Bi0o-0357 quanto Bio-0597 apresentaram afinidade por todas as subunidades avaliadas,
formando complexos estaveis com a proteina Spike. Esses achados indicam que ambos os
compostos apresentam perfis moleculares favoraveis para interagdo com a Spike, podendo ser
considerados potenciais candidatos inibidores da entrada viral.

A analise comparativa revelou que as moléculas identificadas neste estudo (Tabela 10:
azul) interagem semelhantemente com os residuos descritos na literatura para os compostos
Bi0-0357 (Protozida) e Bi0o-0597 (Crisina). Entretanto, as moléculas candidatas apresentaram

superioridade das energias de ligagdo, enquanto os compostos de referéncia exibem energias
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de ligagdo variando entre -5,83 e -9,642 kcal/mol, as moléculas (Tabela 10: azul) -13,1, -12,5
e -11,4 kcal/mol, respectivamente demonstrando AG consideravelmente mais estdveis. A
preservacao de interagdes como ligacdes de hidrogénio, pontes salinas e hidrofobicas, trouxe
a hipotese de que as moléculas avaliadas no nosso trabalho, possuem propriedades funcionais
semelhantes as da Protozida e Crisina, refor¢ando o potencial desses candidatos (Tabela 10:
azul) em bloquear a Spike e, consequentemente, impedir a infecgao viral.

Porfirinas SPOR: andlises de acoplamento molecular de Gubarev et al. (2021),

indicaram que as porfirinas que sdo moléculas organicas complexas envolvidas em processos
bioldgicos como o transporte de oxigénio, fotossintese e transporte de elétrons, quando
modificadas para a forma heteroaril-substituida, sdo capazes de formar complexos estaveis
com o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) da proteina Spike, bem como com a proteina N.
Essas interagdes podem interferir no empacotamento do RNA viral em novos virions,
afetando etapas do ciclo viral. O referido estudo sugere que o complexo SPOR
(Spike/Porfirina), formado pela proteina Spike associada a porfirina 5-/4"-(1",3"-
benzotiazol-2"-il)fenil]-10, 15,20-tri-(N-metil-3'"-piridil)-porfirina triiodeto, apresenta
capacidade de se ligar a regido RBD da Spike, podendo inibir a entrada viral nas células
hospedeiras. Além disso, os autores relatam que essas porfirinas também podem interagir com
regides da NSP13, o que pode comprometer a replicacdo viral ao interferir na integridade do
RNA.

Na andlise comparativa as trés moléculas (Tabela 10: azul) (-13,1, -12,5 e -11,4
kcal/mol) apresentaram alta afinidade de ligagdo com valores de energia de ligacdes
semelhantes em relagdo ao complexo SPOR (-13,3 kcal/mol). Observa-se a convergéncia dos
padrdes de interagdao e notou-se que elas copiam as interagdes n-m e ligagdes de hidrogénio
descritas por Gubarev et al. (2021) para porfirinas heteroaril-substituidas. Essa semelhanca
nos residuos de interagdes sugere que, apesar das distingdes estruturais, os compostos
avaliados (Tabela 10: azul) possuem potencial para atuar em mecanismos inibitorios analogos
aos SPOR (Tabela 10: vermelho). No contexto do manejo da Covid-19, tais resultados
sustentam a viabilidade dessas moléculas como candidatas virucidas, capazes de interferir em

diferentes etapas por meio do bloqueio estavel da proteina Spike.
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5.5 Sitio de ligacio 8DRU-pocket 1

No sitio de ligagdo 8DRU-pocket 1, corresponde as NSP7 e NSP8, foram identificados
102 interagdes, as quais formaram 1.004 grupos quimicos (Figura 37), que serviram como
base para a busca farmacoforica realizada no Pharmit, possibilitando a analise de um total de

133.174 moléculas.

Figura 37: Grupos quimicos do sitio de ligagdo SDRU-pocket 1

Tipos de interagdes quimicas identificadas no sitio de ligagdo 8DRU-pocket 1. Aceptores de Hidrogénio
(Laranja); Interacio hidrofobica (Verde); Interagdes arométicas (Roxo); Doadores de Hidrogénio (Branco). fons
Negativos (Vermelho). O tamanho da esfera representa o espago quimico de busca.

Fonte: Gerado pelo autor usando o Pharmit.

Dentre o total de moléculas analisadas, 53.613 apresentaram score dos pardmetros
farmacocinéticos superior ao dos fairmacos emergenciais utilizados, conforme ranqueamento
obtido. Entre as melhores moléculas ranqueadas, dois arranjos de grupos quimicos (Figura 38)
destacaram as trés moléculas mais promissoras no sitio de ligagdo 8DRU-pocket 1.

Figura 38: Grupos quimicos com melhores resultados do sitio de ligagdo 8DRU-pocket 1

a) Grupos quimicos das moléculas PubChem-122512930 ¢ PubChem-131964856. b) Grupos quimicos da
molécula PubChem-135137117. Aceptores de Hidrogénio (Laranja); Doadores de Hidrogénio (Branca). O
tamanho da esfera representa o espaco quimico de busca.

Fonte: Gerada pelo autor usando o Pharmit
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Os 1.004 grupos quimicos auxiliaram na busca farmacoforica realizada no Pharmit,
seguida da minimizacdo de energia via docking. Esse processo permitiu a identificacdo de
moléculas com energias de ligagdo mais favoraveis (mais negativas), permitindo que as

133.174 moléculas resultantes fossem submetidas a avaliagdo farmacocinética in silico.

5.5.1 Analise farmacocinética in silico em comparagdo com os farmacos emergenciais

As 133.174 moléculas foram submetidas a avaliacio no ADMET-AI cujos resultados
obtidos foram gerenciados pelo Rankadmet, sendo organizados em duas planilhas: Geral e 50
Melhores. A selecdo baseou-se na planilha das 50 Melhores, a partir da qual foram
identificadas 53.613 moléculas com desempenho superior quando comparadas aos farmacos
emergenciais. Destas, nove foram selecionadas para apresentagdo em tabela, devido seus
perfis farmacocinéticos promissores e, posteriormente, selecionadas trés para estudo

aprofundado (Tabela 11).

Tabela 11: Classificagdo ADMET das moléculas no sitio de ligagdo 8DRU-pocket 1

2 SCORE SCORE PROP. "\ BSOR DISTRIBU METABO EXCRE TOXICI
ID MOLECULA 1, ckING RANKADMET _FIS1CO- CAO ICAO LISMO @ CAO @ DADE
QUIMICAS
PubChem-122512930  -11,5 0,036 0,375 0,563 0,667 0,125 0,167 0,222
PubChem-135137117 -11 0,037 0,188 0,625 0,5 0,313 0,333 0,222
PubChem-131964856  -11,3 0,037 0,313 0,688 0,5 0,25 0,333 0,25
PubChem-118662554 -11 0,037 0,188 0,625 0,5 0,188 0,167 0,222
CHEMBL3746293 -12 0,037 0,313 0,563 0,833 0,25 0,333 0,25
PubChem-59375752 -12,5 0,037 0,375 0,688 0,833 0,313 0,333 0,25
PubChem-132227530 -10 0,038 0,125 0,688 0,667 0,25 0 0,194
PubChem-158566139 93 0,038 0,313 0,563 0,667 0,375 0,167 0,222
CHEMBL3908219 -13,1 0,038 0,375 0,625 1 0,25 0,167 0,306
Colchicina -7,8 0,211 0,063 0,5 0,667 0,188 0,333 0,167
Baracitinibe -8,9 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139
Paxlovid -8,5 0,22 0,25 0,625 0,667 0,188 0,667 0,028
Hidroxicloroquina -7,4 0,268 0,125 0,438 0,333 0,375 0,333 0,25
Dexametasona -8,4 0,303 0,188 0,688 0,667 0,125 0,833 0,139
Cloroquina -7,1 0,341 0,125 0,5 0,333 0,375 0,5 0,222
Monulpiravir -7,3 0,391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194
Remdesivir -9,2 0,414 0,625 0,563 0,5 0,313 0,667 0,167
Anankira -8,3 0,527 0,438 0,313 0,333 0 0,833 0,083
Rutina -10,4 0,554 0,938 0,188 0,333 0,063 0,333 0,111
Fluvoxamina -7 0,693 0,188 0,5 0,667 0,375 0,5 0,139
Nitazoxanide -7,3 0,739 0,125 0,5 0,667 0,438 0,833 0,444

ID da Molécula: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (laranja); Ultimas seis
colunas: score do rankadmet agrupando as 49 propriedades retornadas pelo ADMET-AI Moléculas entre 0-0,300
(verde) indicam paradmetros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) parametros intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho)
parametros desfavoraveis. As trés melhores moléculas selecionadas para analises estdo destacadas em vermelho.
Fonte: Rankadmet
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Os resultados obtidos na avaliagdo farmacocinética evidenciam que as moléculas
PubChem-122512930, PubChem-135137117, PubChem-131964856 da Tabela 11 se
destacaram entre as moléculas analisadas, tanto em termos de afinidade de ligagdao quanto de
desempenho nos parametros ADMET, quando comparadas aos farmacos emergenciais.

A andlise do perfil farmacocinético da molécula PubChem-122512930 (Figura 39),
que apresentou AG de (-11,5 kcal/mol), em comparacdo com os farmacos emergenciais
revelou parametros favoraveis nas propriedades de metabolismo e toxicidade, além de
sensibilizacdo cutinea e respiracdo mitocondrial. Parametros intermediérios foram observados
para as propriedades fisico-quimicas, absor¢do, distribui¢do, bem como para os pardmetros de
mutagenicidade e carcinogenicidade. Embora tenha sido identificada a predi¢do de DILI
como uma propriedade desfavoravel, tal resultado ndo inviabiliza a molécula para a condugao

de estudos subsequentes.
Figura 39: Molécula PubChem-122512930

Fonte: Scifinder- CAS: 1770823-18-1

Identificada como 3-Pyridinecarboxamide, N-[4-[4-amino-7-(1-methyl-4-
piperidinyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-5-yl]phenyl]-1-(2-fluorophenyl)- 1,2-dihydro-2-oxo,
CAS: 1770823-18-1 (Figura 39), ¢ uma molécula derivada de pirrolopirimidina apresentando
forte atividade de inibi¢do do Receptor Tirosina Quinase (Axl) assim resultando como um
agente de tratamento para doengas relacionadas com Axl, como leucemia mieloide aguda,
melanoma, cancer de mama, pancreas e tumores gliais, doengas renais, distirbios do sistema
imunologico e doengas cardiovasculares (Inukai et al., 2014).

A molécula PubChem-135137117 (Figura 40) apresenta propriedades fisico-quimicas
e de toxicidade favoraveis, bem como conformidade com a regra de Lipinski, sensibilizagdo
cutanea e respiragdo mitocondrial. Propriedades classificadas como intermedidrias foram
observadas para absorc¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excre¢do, incluindo clearence hepatico,
mutagenicidade e carcinogenicidade. Por outro lado, pardmetros desfavoraveis foram

encontrados para DILI, sugerindo um potencial risco de hepatotoxicidade. Entretanto, esse
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perfil desfavoravel ndo compromete o uso da molécula, uma vez que, quando comparada aos

farmacos emergenciais ainda apresenta perfil farmacocinético superior.

Figura 40: Molécula PubChem-135137117

Fonte: PubChem

Denominada como 1,4-Diazepan-1-il-[2-fluoro-4-[5-metil-6-(5-fenil-1,3,4-
oxadiazol-2-il)pirazin-2-il]fenilJmetanona, nao possui coédigo CAS, esta associada a
preparacdo de compostos de pirazina, os quais atuam como inibidores da quinase ATR (Ataxia
Telangiectasia and Rad3-related). A quinase ATR é uma proteina essencial nas respostas
celulares a danos no DNA, atuando na regulagdo dos mecanismos de reparo do DNA,
sobrevivéncia celular e interrup¢ao do ciclo celular por meio da ativagao de pontos de
checagem, que permitem tempo adequado para o reparo gendmico. Dessa forma, inibidores de
ATR tém sido amplamente investigados no tratamento de diversas doencas, especialmente o
cancer, uma vez que comprometem mecanismos de reparo do DNA que sdo mais criticos para
a sobrevivéncia de células tumorais do que células normais saudaveis (Charrier et al., 2019).

A molécula PubChem-131964856 (Figura 41) apresenta desempenho favoravel em
metabolismo e toxicidade, além de atender a regra de Lipinski, e aos parametros de

carcinogenicidade e respiracdo mitocondrial.

Figura 41: Molécula PubChem-131964856

Fonte: Scifinder- CAS: 2135921-56-9

Resultados intermediarios (Figura 41) foram observados para as propriedades fisico-

quimicas, absorcdo, distribui¢do, excrecdo, clearence hepatico, mutagenicidade. Em
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contrapartida, a predicdo de DILI foi classificada como desfavoravel indicando um possivel
risco de hepatotoxicidade, contudo, tal risco foi inferior aos observados nos farmacos de
referéncia.

Identificada como (3R)-5-/9-ethyl-8-(2-methylpyrimidin-5-yl)purin-6-yl]-3-methyl-3-
(pyridin-4-ylamino)-1H-indol-2-one, CAS: 2135921-56-9, esta associada a preparagdo de
purinas como inibidores de fosfatidil inositol 3-quinase delta para o tratamento de doencas
mediadas pelo PI3K-delta. A PI3K-delta ¢ uma enzima essencial para a fungdo de globulos
brancos, desempenhando papel central na regulacdo da resposta imune e nos processos
inflamatérios. Dessa forma, compostos que modulam essa via t€ém sido amplamente
investigados no tratamento de distarbios imunomediados e inflamatorios, além de
apresentarem relevancia na inibicdo do crescimento de células cancerigenas (Achab et al.,
2024).

Em andlise comparativa, as trés moléculas selecionadas apresentaram resultados
superiores em relagdo aos farmacos emergenciais utilizados no tratamento da Covid-19. No
que se refere aos scores de afinidade de ligagdo, as moléculas PubChem-12212930 (-11,5
kcal/mol), PubChem-135137117 (-11,0 kcal/mol) e PubChem-131964856 (-11,3 kcal/mol)
superaram os valores obtidos para os fairmacos emergenciais que variaram entre -7.0 e -10.4
kcal/mol, indicando intera¢des mais estaveis com os alvos do SARS-CoV-2. Quanto ao perfil
ADMET, as candidatas demonstraram vantagens competitivas pelo desempenho favoravel em
metabolismo, toxicidade, excrecdo e respiracdo mitocondrial quando comparado aos farmacos
emergenciais. Tais achados reforgam que as moléculas do nosso estudo, a0 modularem vias
estratégicas como Axl, ATR e PI3K-delta constituem candidatos promissores para o

tratamento da Covid-19.

5.5.2 Validagao das interagdes do sitio de ligacdo 8DRU-pocket 1

As moléculas PubChem-122512930 (Figura 42), PubChem-135137117 (Figura 43) ¢
PubChem-131964856 (Figura 44), que apresentaram seus respectivos AG (-11.5, -11 e -11.3
kcal/mol), foram selecionadas para analise e caracteriza¢dao de interagdes. O sitio de ligacao
8DRU-pocket 1 foi unificado no software PyMOL e, posteriormente, analisado no Discovery
Studio Visualizer, permitindo o mapeamento dos residuos de aminodcidos envolvidos ¢ a

geracdo de diagramas de interagao 2D.
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Figura 42: Diagrama 2D da interagdo da molécula PubChem-122512930

Fonte: BIOVIA, 2025.

Figura 43: Diagrama 2D da interagdo da molécula PubChem-135137117

Fonte: BIOVIA, 2025.
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Figura 44: Diagrama 2D da interagdo da molécula PubChem-131964856

Fonte: BIOVIA, 2025.

Os residuos encontrados foram compilados em na Tabela 12, proporcionando uma
visualizagao ampliada das interagdes observadas nas trés moléculas destacadas em relagao
aquelas descritas na literatura, permitindo subsidiar a analise funcional das respectivas

interagdes moleculares.

Tabela 12: Comparagdo das analises e interagdes do sitio de ligacdo 8DRU-pocket 1

, PubChem PubChem PubChem Carvedilol
RESIDUOS 122512930 135137117 131964856 Inibidor 1 (-7.995)
(-11,5) (-11) (-11,3) ’
SER1 X X X X
SER46 X X X
GLU47 X X
MET49 X X
LEUS0 X X X
ASN121 X
LEU141 X X X X
ASN142 X X X X X
GLU166 X X X X X
PRO168 X X X X X
GLN189 X X X X
ASN301 X X X
ARG302 X X X
THR304 X X X

Comparacao feita considerando os residuos que interagem com as moléculas encontradas no estudo. As
moléculas do nosso estudo destacadas como mais promissoras (Azul). Compostos descritos na literatura (Verde e
Amarelo). A alterndncia de cores nas colunas indicam a ocorréncia de interagdes em comum com as moléculas
da coluna em azul previamente descritas.

Fonte: Autor.
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Inibidor 1: a investigagdo das trés moléculas candidatas (Tabela 12: azul),
fundamentada nos estudos combinados in silico e in vitro de Silvestrini et al. (2021), refor¢am
que a maturagdo viral do SARS-CoV-2 depende do processamento proteolitico das
poliproteinas (ppla e pplb) pela protease principal Mpro (3CLpro). A inibicdo dessa enzima
impacta a liberagdo de proteinas ndo estruturais (NSPs) essenciais, como nsp7 e nsp8,
interrompendo o ciclo de replicagdo. Estudos empregando a técnica de Small-Angle X-ray
Scattering (SAXS) investigaram o processo de dissociagdo da Mpro na presenca de pequenos
inibidores selecionados por triagem virtual, demonstrando que o inibidor 1 afeta a
dimerizacao e a atividade enzimadtica da protease em diferentes graus.

A analise comparativa entre a molécula PubChem-122512930 e o inibidor 1 revelou
que ambos fazem interagcdes com os mesmos. Ressalta-se a importancia do residuo Serl, uma
vez que a interagdo mutua entre o residuo Glul66 de um mondmero e os residuos N-terminais
do monémero adjacente ¢ determinante para a conformacdo da fenda catalitica da Mpro. A
pertubacdo dessas interagdes contribui para a desestabilizagdo do dimero, refletindo na
redu¢do da atividade enzimatica da protease. Para as moléculas avaliadas
PubChem-135137117 e PubChem-131964856 interagdes semelhantes foram observadas, além
de padrdes de ligagdes hidrofobicas e polares.

Em sintese, as trés moléculas selecionadas (Tabela 12: azul) apresentaram resultados
superiores em relagdo aos farmacos emergenciais. No que se refere aos scores de afinidade de
ligagdo, as moléculas PubChem-122512930 (-11,5 kcal/mol), PubChem-131964856 (-11,3
kcal/mol) e PubChem-135137117 (-11,0 kcal/mol) superaram os valores obtidos para os
farmacos emergenciais que variaram entre -7.0 e -10.4 kcal. A relevancia desses achados ¢
reforgada pelo fato das moléculas candidatas apresentarem padroes semelhantes de interagao
com o Inibidor 1 em residuos que afetam a funcionalidade da Mpro. Tais resultados sugerem
que as moléculas deste estudo possuem alto potencial para o tratamento da Covid-19, uma vez
que aliam uma afinidade de ligagdo a capacidade de interferir no processo de funcionamento
do virus.

Carvedilol: o estudo in silico de Omer et al. (2022), refor¢a que o reposicionamento
de farmacos, como novo uso estratégico para o tratamento de outras doengas para os quais
foram previamente estudados, pode representar uma alternativa viavel aos métodos
tradicionais de desenvolvimento de novos farmacos. Essa abordagem apresenta vantagens

relevantes, como a redug¢do do tempo e do risco associado, uma vez que os requisitos de
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seguranga e farmacologicos ja foram previamente estabelecidos. Nesse estudo, o Carvedilol,
um farmaco betabloqueador alfa e beta-adrenérgico utilizado no tratamento da insuficiéncia
cardiaca, hipertensao arterial e na terapia pos-infarto, destacou-se por apresentar o melhor
score de acoplamento molecular (-7,995), além de ser identificado como um potencial
inibidor da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) do SARS-CoV-2.

Na andlise comparativa entre as moléculas observou-se que a molécula
PubChem-122512930 apresentou as mesmas interacdes de residuos que as do complexo
Mpro-Carvedilol, assim como as PubChem-135137117 e PubChem-131964856 apresentaram
interagdes semelhantes formando diversas ligacdes de hidrogénio, hidrofobicas, idnicas e
pontes de d4gua com diferentes substratos nos sitios de ligacao.

Em analise comparativa, as trés moléculas selecionadas apresentaram resultados
superiores ao Carvedilol utilizado como reposicionamento no manejo da Covid-19. No que se
refere as moléculas (Tabela 12: azul) -11.5, -11.3, -11 kcal/mol superaram o valor obtido do
Carvedilol (-7,995 kcal/mol). A relevancia desses resultados € reforcada pela conservacao dos
residuos de interagdo e pela capacidade das candidatas em interferir no complexo nsp7 e nspS,
essencial para atividade da RdRp. Portanto, esses resultados sugerem que as moléculas
(Tabela 12: azul) possuem alto potencial inibitorio sobre a replicagdo viral, consolidando-as
como alternativas promissoras para o tratamento da doenca.

Ressalta-se que o presente estudo concentrou-se na etapa de triagem virtual (virtual
screening), busca farmacoforica e docking, visando a identificacdo de candidatos promissores
com base em suas afinidades de ligagdo e interacdes com os residuos de proteinas. A
estabilidade dessas moléculas nos respectivos complexos poderia ser confirmada através de
dinamica molecular que nao foram realizadas nesta etapa da pesquisa, permanecendo como
uma perspectiva para estudos subsequentes que busquem refinamento dos resultados

encontrados para os complexos proteina-ligante.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel desenvolver uma metodologia de triagem virtual hibrida
para realizar a busca farmacoforica baseada em grupos quimicos cujas moléculas encontradas
tivessem melhor perfil farmacocinético e maior afinidade com o alvo, permitindo nao apenas
a identificacdo de potenciais medicamentos, mas também a prospec¢do de alvos moleculares
ainda ndo caracterizados.

A anélise dos 05 melhores sitios de ligacdo revelou interagdes moleculares relevantes e
energeticamente favoraveis, destacando compostos com possivel potencial inibitério sobre
diferentes alvos do SARS-CoV-2, incluindo a Spike, ACE?2 e diferentes NSPs, reforcando a
pertinéncia dos alvos selecionados e da estratégia empregada. Além disso, a andlise e
caracterizagdo das interagdes, observou-se que as moléculas apresentam padroes de ligagao
semelhantes aos descritos na literatura para compostos ja investigados contra o SARS-CoV-2,
sugerindo que elas também possam exercer funcionalidade semelhante as relatadas,
reforcando sua relevancia como potenciais candidatos terapéuticos.

Embora os resultados obtidos sejam promissores, ¢ importante destacar que se tratam
de predigdes baseadas em abordagens computacionais, as quais, embora robustas, apresentam
limitacdes inerentes aos modelos in silico. Assim a validacdo experimental por meio de
ensaios in vitro e in vivo torna-se necessario para confirmar a atividade antiviral e o perfil de
seguranca das moléculas identificadas. Dessa forma, conclui-se que os resultados refor¢am
que a triagem farmacoforica ¢ uma estratégia promissora na identificagao de novos candidatos
terapéuticos com potencial antiviral contra o SARS-CoV-2, contribuindo para a redugdo de

custo e tempo em etapas experimentais.
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APENDICE I —- CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DAS NSPs

NSPs

DESCRICAO

NSP1

Inibe a tradu¢do de mRNAs do hospedeiro ao se ligar a
subunidade ribossomica 40S, bloqueando o canal de entrada
do mRNA.

Interfere na exportacdo nuclear de mRNA via interagdo com
o complexo NXF1-NXT1 e recruta exonucleases (como
Xrnl) para clivagem de mRNAs celulares.

Favorece a traducdo de mRNAs virais que contém a estrutura
SL1 na 5-UTR, escapando da inibigao.

Inibe vias antivirais (IFN, JAK/STAT, NF-kB) e contribui
para evasao imune.

Apontada como alvo para drogas como montelucaste e
mitoxantrona.

NSP2

Menos caracterizadas funcionalmente. Menos conservada
(68% com SARS-CoV-1); possui motivo do tipo fita de zinco
(Zn ribbon) com quatro residuos de cisteina coordenando um
ion Zn?*, conservado em varios CoVs.

NSP3

Remove modificacdes ISG15 em proteinas alvo via dominio
Plpro.

Inibe a fosforilacao de MDAS, IRF3 e TBKI1.

Prejudica as vias de sinalizagdo JAK/STAT, MDAS, NF-xB e
IFN

NSP4

Proteina transmembrana componente do complexo de
replicacdo. Conservada no terminal C e apresenta 90,8% de
similaridade com SARS-CoV-1.

NSP5
(Mpro/3CLpro)

Principal protease viral do SARS-CoV-2, altamente
conservada, responsavel pela clivagem das poliproteinas ppla
e pplab.

Contém diade catalitica Cys145-His41 essencial a atividade
proteolitica.

Atua na evasao imune ao inibir as vias RIG-I;MAVS e
IRF3/NF-kB, suprimindo a produ¢ao de IFN- e ISGs.
Facilita a degradacdo de MAVS (via ubiquitinagdo em K136)
e cliva RIG-I no residuo Q10.

Inibe STAT1 por degradagdo autofagica.

Alvo validado por inibidores como 2CN115 e ivermectina,
que reduzem a replicacdo viral.

NSP6

Proteinas transmembrana que atua na formagdo de organelas
de replicagdo ao interagir com NSP3 e NSP4.
Modula a autofagia ao restringir a expansao de
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autofagossomos.

* Inibe a resposta imune inata ao reduzir a fosoforilacdo de
IRF3 e ativagdo de TBK1.

* Bloqueia a via JAK/STAT ao inibir a fosforrilagdo de
STAT1/STAT2.

* Interage com ATP6API1, suprimindo a acidificagao lisossomal
e induzindo piroptose via ativagdo do inflamassomo NLRP3.

* Apontada como alvo potencial de compostos como vitamina
D3, metformina, polidatina, haloperidol e dextrometorfano.

NSP7 * Suprime a sinaliza¢ao de IFN-a.
* Formacdo e atividade da maquinaria de sintese de RNA.
NSP8 * Cofator da RNA polimerase viral (NSP12), forma complexo
funcional com NSP7 e amplia a superficie de ligagdo ao RNA
molde.

* Suprime respostas antivirais mediadas por MDAS5 ao
interferir na poliubiquitinagdo e sinalizacdo de MAVS,
reduzindo a ativacao de TBK1, IRF3 e NF-«xB.

* Diminui a secrecao de IFN- e citocinas pro-inflamatorias.

* Alvo potencial para antivirais que bloqueiem a montagem do
complexo de replicacao viral.

NSP9 * Participa da replicagao viral.

* Conserva dois residuos de glicina (G100 e G104) e um
motivo GXXXG que permite dimerizacao por hélice a.

* Alvo potencial para conivaptan e telmisartan.

NSP10 * Cofator essencial das enzimas NSP14 (ExoN) e NSP16 (2'-O-
MTase).

* Envolvida também no processo de replicagdo viral.

* Estudos sugerem potencial como PAMP e como alvo
terapéutico pan-coronavirus, com inibidores identificados
como isobavachalcona e sofalcona.

NSP11 * Pequeno peptideo, sua fun¢do ainda ¢ pouco compreendida e
geralmente ndo ¢ incluido nas andlises funcionais mais
aprofundadas.

NSP12 (RdRp) * RNA polimerase dependente de RNA, essencial na replicagao

do genoma viral.

* Apresenta sete motivos cataliticos altamente conservados
entre coronavirus.

* Interage também com NSP5, NSP9 e NSP13.

* Alvo do Remdesivir.

NSP13 * Helicase viral com canal de ligacdo ao RNA altamente
conservado (>90%).
* Também interage com NSP8 no complexo de replicacao.
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* Atua em conjunto com NSP10, NSP14 e NSP16 para o
encapsulamento do mRNA viral.

* Inibidores potenciais cefarantina e compostos como
benzotriazol, imidazol e quinolinas que interferem na
atividade ATPase/helicase.

NSP14 * Enzima bifuncional com atividade exoribonuclease (ExoN) e
N7-metiltransferase.

* Atua em complexo com a NSP10.

* Inibidores potenciais incluem ritonavir.

NSP15 * Endoribonuclease conservada (NendoU), cliva o RNA viral
em uridilatos, limitando o acimulo de dsRNA detectado pelo
sistema imune.

* Evasdo imune ao prevenir a ativacdo de sensores MDAS ¢

IRF3.
* Potenciais inibidores incluem fitoquimicos e naturais como
curcumina, acido ursonico, sarsasapogenina,

epigalocatequina, acido glicirrizico.

NSP16 e 2'-O-metiltransferase (2°0-MTase) que, junto a NSPI10,
modifica o0 RNA viral para evasao imune.

* Conserva residuos importantes no sitio de ligagdo ao SAM,
como Lys46, Asp130, Lys170 e Glu203.

Fonte: (Kandwal; Fayne, 2023); (Low et al., 2022); (Aleebrahim-Dehkordi ef al., 2023)
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APENDICE II- 20 MELHORES MOLECULAS DO SITIO 8SDG-POCKET 66

D AFFINITY |[RANK | PFQ | ABS | DIS | MET | EXC | TOX | PESOM | logp | HBA | HBD | LIP |QED | SC | TPSA
PubChem-122613812 -10270 0,037 0313 0,563 0,667 0375 0,167 0306 447,515 3,687 8,000 4000 4000 0442 0,000 123,880
PubChem-22347260  -11,6 0,038 0250 0563 0500 0250 0167 0250 461,501 3,400 8,000 3,000 4000 0417 0,000 119,980
PubChem-22346669  -11,782 0,038 0250 0,563 0,500 0250 0,167 0278 477,956 3914 8,000 3,000 4000 0,398 0,000 119,980
PubChem-22347190  -11,8 0,039 018 0563 0500 0250 0167 0222 443511 3261 8,000 3,000 4000 0433 0,000 119,980
PubChem-67132068  -12,107 0,039 0313 0,750 0,500 0375 0333 0250 485454 3857 6,000 3,000 4000 0320 0,000 125,110
PubChem-56597160  -11,815 0,039 0250 0,750 0333 0438 0333 0222 456510 3,186 7,000 3,000 4000 0372 0,000 134,240
PubChem-141726158 -11,225 0,039 0250 0563 0,667 0375 0333 0306 439470 3,167 8,000 4000 4,000 0363 0,000 127,900
PubChem-22346873  -11,579 0,039 0313 0,625 0500 0250 0,167 0278 522,407 4,023 8,000 3,000 3,000 0362 0000 119,980
PubChem-71513145  -12,1 0,040 0,188 0563 0667 0313 0167 0278 445502 3,069 7,000 3,000 4,000 0435 1,000 110,750
PubChem-144778074  -10288 0,040 0,125 0,688 0500 0313 0333 0250 466925 3,189 7,000 3,000 4000 0,505 0,000 118,710
PubChem-44547198  -14,1 0,041 0375 0625 0500 0250 0333 0222 513,508 4474 6,000 3,000 3,000 0293 0000 125,110
PubChem-20817287  -12,773 0,043 0313 0,688 0500 0250 0,167 0333 497,563 3324 9,000 5000 4,000 0231 0,000 161,790
PubChem-123800009 -11,841 0,043 0250 0,688 1,000 0313 0333 0333 48148 4340 6,000 4000 4,000 0344 1,000 121,610
71623723562 212,075 0,043 0250 0,750 0,833 0313 0333 0,583 448531 2848 6,000 5000 4000 0308 1,000 132,520
PubChem-136147962  -11,408 0,044 0250 0,688 1,000 0375 0,500 0278 491,857 4559 5,000 4000 4,000 0427 1,000 115,980
PubChem-154860618  -11,563 0,044 0250 0,688 0,833 0313 0333 0333 448531 2848 6,000 5000 4000 0308 1,000 132,520
CHEMBL3648691 29,042 0045 0,125 0,563 0667 0,18 0,167 0306 442474 2,116 8,000 3,000 4000 0,565 2,000 127,980
PubChem-70314279  -12,9 0,045 018 0500 0500 0250 0500 0278 479,610 2,333 8,000 4000 4000 0430 1,000 126,430
PubChem-44547199  -11,044 0045 0313 0,688 0500 0438 0333 0250 471427 3,549 6,000 3,000 4000 0332 0,000 125,110
PubChem-58529387  -12,368 0,046 0250 0,563 0,667 0313 0,167 0278 456,529 3,565 8,000 3,000 4000 0381 0,000 112,080
Colchicina 92 0211 0,063 0,5 0,667 0,18 0333 0,167 399,443 2872 6,000 1,000 4,000 0833 1,000 83,090
Baracitinibe -10 0,219 0 0,688 05 0,125 0833 0,139 371426 1,09 7,000 1,000 4000 0717 0,000 120,560
Paxlovid -89 022 025 0625 0667 0,18 0667 0028 499,534 1,097 5,000 3,000 4000 0,565 6,000 131,400
Hidroxicloroquina -8,5 0268 0,125 0438 0333 0375 0333 025 335879 3,783 4,000 2,000 4000 0732 1,000 48390
Dexametasona 8,4 0,303 0,188 0688 0,667 0125 0833 0,139 392,467 1,896 5,000 3,000 4,000 0667 8000 94,839
Cloroquina -8,5 0341 0,125 0,5 0333 0375 05 0222 319,880 4811 3,000 1,000 4,000 0,756 1,000 28,160
Monulpiravir 8.4 0391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,94 329309  -1,137 10,000 4,000 4,000 0389 4,000 143,140
Remdesivir -10 0,414 0,625 0563 05 0313 0667 0167 602,585 2312 13,000 4000 2,000 0,164 6,000 203,550
Anankira 95 0,527 0438 0313 0333 0 0,833 0,083 509566 0917 11,000 3,000 2,000 0,114 2,000 173,510
Rutina -10,6 0,554 0938 0,188 0333 0,063 0333 0,111 610,521  -1,687 16,000 10,000 1,000 0,140 10,000 269,430
Fluvoxamina 7.9 0,693 0,188 0,5 0,667 0375 0,5 0,139 318339 3202 4,000 1,000 4,000 0432 0,000 56,840
Nitazoxanide -8,6 0,739 0,125 0,5 0667 0438 0833 0444 307,287 3,803 7,000 1,000 4,000 0401 0,000 111,430

Classificagdo dos compostos pelo Rankadmet: compreende o ID (identificagdo da molécula), AFFINITY (afinidade em kcal/mol), RANK (média dos 49 pardmetros avaliados), PFQ (propriedades fisico-
quimicas), ABS (absorgdo), DIS (distribuigdo), MET (metabolismo), EXC (excrecéo), TOX (toxicidade), PESO M (peso molecular), LogP (Lipofilicidade), HBA (aceitadores de ligagdes de hidrogénio),
HBD (doadores de ligagdes de hidrogénio, LIP (regras de Lipinski), QED (estimativa quantitativa de semelhanga com farmacos), SC (estereocentros atomicos), TPSA (area de superficie polar
topoldgica). ID: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (vermelho); Moléculas entre 0-0,300 (verde) indicam parametros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) pardmetros
intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho) parametros desfavoraveis.

Fonte: Rankadmet.
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APENDICE III- 20 MELHORES MOLECULAS DO SITIO SFEZ-POCKET 228

D AFFINITY | RANK | PFQ | ABS | DIS | MET | EXC | TOX [PESOM| logP | HBA | HBD | LIP | QED | SC TPSA
CHEMBL3684348 2927569 0,037 0313 0563 0,833 0313 0,167 0278 466451 5584 6,000 2,000 3,000 0356 0,000 84,730
PubChem-71285782 1027948 0,038 0375 0,563 0,833 0313 0333 0250 523,594 3,876 9,000 3,000 3,000 0368 0,000 129,290
CHEMBL3684342 -8,11861 0,038 0313 0813 0667 0313 0333 0306 460,497 5314 7,000 2,000 3,000 0370 0000 93,960
CHEMBL3684366 929898 0,039 0313 0813 0,833 0313 0,167 0278 448461 5445 6,000 2,000 3,000 0376 0,000 84,730
PubChem-143141127 1043238 0,039 0250 0,750 0,500 0313 0333 0306 453,510 3,164 9,000 3,000 4000 0347 1,000 139,760
PubChem-117832109 11022622 0,040 0313 0,625 0,833 0438 0,167 0,194 493,589 4391 8000 4,000 4,000 0414 1,000 133,300
PubChem-117832166 10,4 0,040 0313 0,625 0667 0500 0,000 0,194 481,578 4,186 8000 4000 4000 0439 1,000 133,300
CHEMBL3403678 1034335 0,040 0313 0750 0,833 0313 0333 0333 462492 4915 8000 2,000 4,000 0377 1,000 126290
CHEMBL3684338 -8,41217 0,040 0313 0813 0833 0375 0333 0306 460,497 5314 7,000 2,000 3,000 0370 0,000 93,960
74898059645 -10,5 0,040 0250 0,625 0,667 0250 0333 0278 429440 2,891 7,000 3,000 4,000 0393 1,000 134,490
CSSS03546809442 10,8 0,040 0250 0,625 0,667 0250 0333 0278 429440 2,891 7,000 3,000 4000 0393 1,000 134,490
PubChem-117832112 -8,0516 0,040 0375 0,688 0500 0375 0,167 0,167 513,624 3963 10,000 4000 3,000 0400 1,000 151,120
CHEMBL3684370 826955 0,041 0313 0,750 0,833 0313 0333 0361 455481 5856 6,000 2,000 3,000 0327 0,000 89,090
PubChem-117832093 -10,9 0,041 0375 0,625 0500 0500 0,167 0,194 513,624 4,106 10,000 4,000 3,000 0398 1,000 151,120
CHEMBL3684361 955762 0,041 0313 0,750 0,833 0313 0333 0278 448461 5445 6,000 2,000 3,000 0376 0,000 84,730
CHEMBL3684341 2991255 0,041 0313 0813 0833 0375 0333 0306 444498 5614 6,000 2,000 3,000 0370 0,000 84,730
CHEMBL3658769 998634 0,042 0250 0688 0,833 0438 0333 0306 413485 3,553 5,000 4,000 4,000 0409 2,000 107,620
CHEMBL3684358 -11.50 0,043 0313 0688 0833 0375 0333 0278 474480 5034 8000 2,000 3,000 0371 0000 103,190
PubChem-118272888 11,6 0,044 025 0,688 0,667 025 0333 025 437,891 3337 6000 5000 4000 0415 0,000 134,060
PubChem-117674117 11,4 0,044 0313 0313 0,625 0833 0,563 0222 495605 4,637 8000 4000 4000 0414 1,000 133,300
Colchicina -6,9 0211 0,063 0,5 0,667 0,188 0333 0,167 399,443 2872 6,000 1,000 4000 0833 1,000 83,0
Baracitinibe -84 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 0,139 371426 1,09 7,000 1,000 4000 0,717 0,000 120,56
Paxlovid 72 0,22 025 0625 0667 0,18 0667 0028 499,534 1,097 5000 3,000 4000 0565 6,000 1314
Hidroxicloroquina 7.9 0268 0,125 0438 0333 0375 0333 025 335879 3,783 4,000 2,000 4,000 0,732 1,000 4839
Dexametasona 73 0303 0,188 0,688 0667 0,125 0833 0,139 392,467 1896 5000 3,000 4,000 0667 8000 94839
Cloroquina 7.9 0341 0,125 0,5 0333 0375 05 0222 31988 4811 3,000 1,000 4000 0,756 1,000 28,16
Monulpiravir 7 0391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194 329309 -1,137 10,000 4,000 4000 0389 4000 143,14
Remdesivir 8.8 0,414 0,625 0,563 0,5 0313 0667 0,167 602,585 2312 13,000 4,000 2,000 0,164 6,000 203,55
Anankira 7.6 0,527 0438 0313 0333 0 0,833 0,083 509,566 00917 11,000 3,000 2,000 0,114 2,000 173,51
Rutina -10,2 0,554 0938 0,18 0333 0063 0333 0111 610,521 -1,687 16,000 10,000 1,000 014 10,000 269,43
Fluvoxamina 7.6 0,693 0,188 0,5 0,667 0375 05 0,139 318339 3202 4,000 1,000 4000 0432 0,000 56,84
Nitazoxanide 7.8 0,739 0,125 0,5 0,667 0438 0,833 0444 307287 3,803 7,000 1,000 4000 0401 0,000 111,43

Classificagdo dos compostos pelo Rankadmet: compreende o ID (identificagdo da molécula), AFFINITY (afinidade em kcal/mol), RANK (média dos 49 pardmetros avaliados), PFQ (propriedades fisico-
quimicas), ABS (absorgdo), DIS (distribuigdo), MET (metabolismo), EXC (excrecéo), TOX (toxicidade), PESO M (peso molecular), LogP (Lipofilicidade), HBA (aceitadores de ligagdes de hidrogénio),
HBD (doadores de ligagdes de hidrogénio, LIP (regras de Lipinski), QED (estimativa quantitativa de semelhanga com farmacos), SC (estereocentros atomicos), TPSA (area de superficie polar
topoldgica). ID: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (vermelho); Moléculas entre 0-0,300 (verde) indicam parametros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) pardmetros
intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho) parametros desfavoraveis.

Fonte: Rankadmet.
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APENDICE IV- 20 MELHORES MOLECULAS DO SITIO S8H3E-POCKET 2

D AFFINITY| RANK | PFQ | ABS | DIS | MET | EXC | TOX |PESOM| logP | HBA | HBD | LIP | QED | SC | TPSA
CHEMBL3643301  -10,63013 0,037 0313 0688 0833 0313 0333 0361 424468 3,799 8000 3,000 4000 0439 0,000 142,500
CHEMBLA4110891  -10,00288 0,041 0250 0500 0500 0313 0333 0,194 481,560 3,782 7,000 3,000 4000 0351 2000 121,610
CHEMBL484593 -10,37889 0,042 0,125 0,688 1,000 0375 0333 0222 434521 3365 6000 2,000 4000 0514 1000 93,090

PubChem-166137957  -10,56635 0,042 0,063 0,750 0,500 0,188 0,167 0,250 413,481 2,515 6,000 4,000 4,000 0,493 0,000 113,120
PubChem-165414540 -11,5617 0,043 0,375 0,688 0,833 0,250 0,000 0,278 490,999 3,797 7,000 4,000 4,000 0,440 3,000 107,100

CHEMBL2347569 12,4 0,044 0250 0,688 0500 0313 0,167 0278 441,426 3,639 7,000 3,000 4,000 0383 0,000 117,590
ZINC000019126930  -10,44407 0,044 0,188 0813 0,833 0438 0500 0,222 439903 3,020 7,000 2,000 4,000 0465 1,000 103,650
2325875972 -10,05833 0,045 0250 0,625 0,667 0250 0,333 0278 414465 3,520 6,000 3,000 4,000 0418 1,000 96,370
PubChem-44555293 11,3784 0,046 0250 0,625 0833 0375 0333 0250 456,474 4,000 6,000 4,000 4000 0362 0,000 121,100
PubChem-11683906  -11,79201 0,046 0,125 0,750 0,833 0,500 0333 0,250 454,48 20973 5000 3,000 4,000 0562 1,000 109,420
CHEMBL2348247 -12,6 0,046 0250 0,68 0500 0313 0,167 0278 459,416 3,778 7,000 3,000 4,000 0368 0,000 117,590
PubChem-153694167 -11,8 0,046 0,188 0,563 0,667 0375 0,167 0,194 474491 2,775 6,000 4,000 4,000 0463 2,000 110,860
PubChem-135169748  -11,18547 0,048 0250 0,625 05500 0,250 0,000 0,333 502,844 3344 8000 3,000 3,000 0394 0000 120,300
CHEMBL4114812 -11 0,048 0250 0,563 0500 0313 0,167 0222 441,495 3,115 7,000 4,000 4,000 0362 2,000 142,170
PubChem-68303446 -12 0,048 0250 0,625 0,500 0250 0,000 0278 468,521 2,611 7,000 5000 4,000 0256 0,000 158,230

PubChem-146047247  -11,16099 0,048 0,375 0,500 0,500 0,375 0,000 0,361 469,553 2,749 8,000 4,000 4,000 0,352 3,000 123,750
ZINC000426496910 -10,54154 0,049 0,063 0,563 0,667 0,250 0,500 0,250 402,462 2,097 8,000 2,000 4,000 0,525 0,000 114,850
PubChem-67046986 -10,11903 0,049 0,313 0,625 0,500 0,375 0,333 0,194 501,500 1,634 9,000 5,000 3,000 0,312 1,000 191,420
PubChem-142975391  -10,28937 0,049 0,125 0,625 0,500 0,250 0,333 0,333 467,618 3,137 8,000 3,000 4,000 0,596 1,000 98,410

CHEMBL3665988 -10,54705 0,050 0250 0,683 0,500 0313 0,167 0361 428456 3,132 7,000 4,000 4,000 0,336 0,000 151,400
Colchicina 7,1 0211 0,063 0,5 0,667 0,188 0333 0,167 399,443 2872 6,000 1,000 4,000 0833 1,000 83,09
Baracitinibe 9,3 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0,833 01139 371,426 1,096 7,000 1,000 4,000 0,717 0 120,56
Paxlovid 75 0,22 0,25 0,625 0,667 0,18 0,667 0028 499,534 1,097 5000 3,000 4,000 0,565 6,000 131,4
Hidroxicloroquina 7,7 0268 0,125 0438 0333 0375 0333 025 335879 3,783 4,000 2,000 4,000 0,732 1 48,39
Dexametasona 8,2 0303 0,188 0,688 0667 01125 0833 0,139 392,467 1,896 5000 3,000 4000 0667 8000 94,839
Cloroquina -8 0341 0,125 0,5 0333 0375 0,5 0222 31988 4811 3,000 1,000 4,000 0,756 1 28,16
Monulpiravir -8 0391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194 329309 -1,137 10,000 4,000 4,000 0,389 4,000 143,14
Remdesivir 7,9 0414 0,625 0,563 0,5 0313 0,667 01167 602,585 2,312 13,000 4,000 2 0,164 6,000 203,55
Anankira 75 0,527 0438 0313 0333 0 0,833 0,083 509,566 00917 11,000 3,000 2 0,114 2 173,51
Rutina 7.3 0,554 0938 0,188 0333 0,063 0333 0111 610,521 -1,687 16,000 10,000 1 0,14 10,000 269,43
Fluvoxamina 7,6 0,693 0,188 0,5 0,667 0,375 0,5 0,139 318339 3202 4,000 1,000 4,000 0432 0 56,84
Nitazoxanide 7.8 0,739 0,125 0,5 0,667 0,438 0833 0444 307,287 3,803 7,000 1,000 4,000 0,401 0 111,43

Classificagdo dos compostos pelo Rankadmet: compreende o ID (identificagdo da molécula), AFFINITY (afinidade em kcal/mol), RANK (média dos 49 pardmetros avaliados), PFQ (propriedades fisico-
quimicas), ABS (absorgdo), DIS (distribuigdo), MET (metabolismo), EXC (excrecéo), TOX (toxicidade), PESO M (peso molecular), LogP (Lipofilicidade), HBA (aceitadores de ligagdes de hidrogénio),
HBD (doadores de ligagdes de hidrogénio, LIP (regras de Lipinski), QED (estimativa quantitativa de semelhanga com farmacos), SC (estereocentros atomicos), TPSA (area de superficie polar
topoldgica). ID: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (vermelho); Moléculas entre 0-0,300 (verde) indicam pardmetros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) pardmetros
intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho) parametros desfavoraveis.

Fonte: Rankadmet.
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APENDICE V- 20 MELHORES MOLECULAS DO SITIO S8H3E-POCKET 3

D AFFINITY| RANK | PFQ | ABS | DIS | MET | EXC | TOX [PESOM| logP | HBA | HBD | LIP | QED | SC TPSA
PubChem-66888113 779118 0,036 0313 0,750 0,833 0,438 0333 0333 491,599 5,134 7,000 3,000 3,000 0315 0,000 100,520
PubChem-90828122 9,12296 0,37 0,188 0,688 0500 0375 0333 0333 461476 4,150 7,000 3,000 4000 0523 1,000 115,620
PubChem-90878515 904526 0,037 0,188 0,688 0500 0313 0333 0333 443486 4,011 7,000 3,000 4,000 0,546 1,000 115,620
PubChem-156449596 6,10519 0038 0313 0,625 0500 0,188 0167 0306 501,566 3,686 8,000 3,000 3,000 0393 0000 95820
PubChem-156162870  -11,02746 0,038 0313 0,688 0833 0313 0,167 0389 500,578 4,510 7,000 3,000 3,000 0373 0,000 94,790
CHEMBL3687167 -8,09015 0,039 0,125 0,688 0500 0,188 0333 0278 416485 3262 8000 2,000 4,000 0637 0000 97,020
PubChem-89501223 946033 0,039 0375 0,625 0500 0250 0,167 0333 513,552 5112 7,000 2,000 2,000 0341 0,000 89,660
CHEMBL3691960 793578 0,040 0,500 0,563 0,500 0375 0,67 0306 522,535 4,069 8000 3,000 3,000 0359 4000 137,630
PubChem-91937627 793578 0,040 0,500 0,563 0,500 0375 0,67 0306 522,535 4,069 8000 3,000 3,000 0359 4000 137,630
PubChem-145006650 11,3 0,040 0250 0,625 0,667 0313 0333 0250 460,561 4,066 8000 2,000 4,000 0449 0,000 83,790
PubChem-118452081 21024108 0,041 0313 0,625 0500 0438 0333 0250 516,565 2808 7,000 4,000 3,000 0271 0,000 143,610
PubChem-67520653 888277 0,041 0313 0563 0833 0313 0167 0306 454509 5066 7,000 2,000 3,000 0394 0,000 94,790
PubChem-156163487 849239 0,041 0250 0,625 0500 0,125 0167 0278 467,577 3,880 7,000 3,000 4000 0413 0000 86,590
PubChem-90071661 11,3 0,041 0250 0500 0,500 0250 0333 0222 442523 3,789 6,000 3,000 4000 0416 0,000 97,380
ChemDiv-E543-0410 914272 0,041 0250 0,750 0833 0,563 0333 0278 466476 3,831 5000 3,000 4000 035 0,000 107,940
PubChem-89501068 -6,76987 0,041 0375 0,625 0500 0250 0,67 0361 513,552 5112 7,000 2,000 2,000 0341 0,000 89,660
PubChem-66712011 2975072 0,042 0250 0,563 0,833 0,125 0,167 0250 454,534 4110 7,000 3,000 4000 0420 0,000 92,580
PubChem-156084696 -13,1 0,042 0,188 0563 0,500 0313 0500 0,167 469,553 3,124 8000 2,000 4,000 0468 0000 115,82
PubChem-122668673 11,4 0,043 0250 0563 0,500 0,188 0,167 0278 464,524 4033 8000 3,000 4,000 0411 1,000 92,58
PubChem-155203322 12,5 0,043 0313 0563 0,500 0125 0,167 0,194 518,641 3,652 8000 3,000 3,000 0458 0,000 100,000
Colchicina 72 0211 0063 05 0,667 0,188 0333 0,167 399443 2872 6000 1,000 4000 0833 1,000 83,09
Baracitinibe 93 0,219 0 0,688 05 0,125 0833 0139 371,426 1,096 7,000 1,000 4,000 0,717 0,000 120,56
Paxlovid 7.5 0,22 025 0625 0,667 0,188 0667 0028 499534 1097 5000 3,000 4000 0565 6000 1314
Hidroxicloroquina 7.7 0268 0,125 0438 0333 0375 0333 025 335879 3,783 4,000 2,000 4,000 0,732 1 48,39
Dexametasona .82 0303 0,188 0,688 0,667 0,125 0,833 0,139 392,467 1,896 5000 3,000 4000 0,667 8000 94,839
Cloroquina 7.9 0341 0,125 05 0333 0375 05 0222 31988 4811 3000 1,000 4,000 0,756 1 28,16
Monulpiravir -8 0391 0438 05 0,5 0 0,5 0,194 329309 -1,137 10,000 4,000 4,000 0389 4,000 143,14
Remdesivir 7.8 0,414 0,625 0,563 0,5 0313 0667 0,167 602,585 2312 13,000 4,000 2 0,164 6,000 203,55
Anankira 7.5 0,527 0438 0313 0,333 0 0,833 0083 509,566 0917 11,000 3,000 2 0,114 2 173,51
Rutina -6,5 0,554 0938 0,18 0333 0063 0333 0111 610,521 -1,687 16,000 10,000 1 0,14 10,000 269,43
Fluvoxamina 7.6 0,693 018 05 0667 0375 05 0139 318339 3202 4,000 1,000 4,000 0,432 0 56,84
Nitazoxanide 7.8 0739 0,125 05 0,667 0438 0833 0444 307,287 3,803 7,000 1,000 4,000 0,401 0 111,43

Classificagdo dos compostos pelo Rankadmet: compreende o ID (identificagdo da molécula), AFFINITY (afinidade em kcal/mol), RANK (média dos 49 pardmetros avaliados), PFQ (propriedades fisico-
quimicas), ABS (absorgdo), DIS (distribuigdo), MET (metabolismo), EXC (excrecéo), TOX (toxicidade), PESO M (peso molecular), LogP (Lipofilicidade), HBA (aceitadores de ligagdes de hidrogénio),
HBD (doadores de ligagdes de hidrogénio, LIP (regras de Lipinski), QED (estimativa quantitativa de semelhanga com farmacos), SC (estereocentros atomicos), TPSA (area de superficie polar
topoldgica). ID: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (vermelho); Moléculas entre 0-0,300 (verde) indicam parametros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) pardmetros
intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho) parametros desfavoraveis.

Fonte: Rankadmet.
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APENDICE VI- 20 MELHORES MOLECULAS DO SITIO 8DRU-POCKET 1

D AFFINITY| RANK | PFQ | ABS | DIS | MET | EXC | TOX |PESOM| logp | HBA | HBD | LIP | QED | SC | TPSA

PubChem-134455450  -8,06432 0,034 0375 0,750 0,500 0375 0,167 0,250 517,619 4273 10,000 3,000 3,000 0301 0,000 143,370
PubChem-134455453  -7,41072 0,034 0375 0,750 0500 0375 0,167 0250 517,619 4273 10,000 3,000 3,000 0301 0000 143,370
PubChem-134455451  -7,74223 0,034 0375 0,750 0,500 0375 0,167 0250 517,619 4273 10,000 3,000 3,000 0301 0000 143,370
PubChem-134455611  -7,73397 0,035 0,500 0,563 0,500 0375 0333 0,222 533,618 3,593 11,000 3,000 2,000 0,298 0000 144,640
PubChem-134456299  -8,03996 0,035 0,375 0,750 05500 0375 0,167 0250 517,619 4273 10,000 3,000 3,000 0301 0000 143,370
PubChem-144752646  -9,1095 0,035 0,500 0,750 0,833 0,188 0,500 0,333 541,619 4,533 10,000 4,000 3,000 0224 0000 161,480
PubChem-126756121  -8,58354 0,035 0,500 0,750 0,833 0313 0333 0,333 541,619 4,533 10,000 4,000 3,000 0224 0000 161,480
PubChem-134456036  -8,24104 0,035 0,500 0,563 0,500 0375 0333 0250 533,618 3,593 11,000 3,000 2,000 0298 0000 144,640

71404519021 781798 0,035 0250 0,750 0,500 0313 0,333 0250 449,478 3424 9,000 1,000 4,000 0442 0,000 107,820
PubChem-56963447  -8,70126 0,035 0438 0,688 0833 0250 0333 0250 588591 3,712 9,000 4,000 3,000 0352 0000 142,630
PubChem-122512930 -11,5 0,036 0375 0,563 0,667 0,125 01167 0222 537,599 4,490 8,000 2,000 3,000 0,342 0,000 111,070
ChemDiv-F127-0539  -7.51323 0,036 0,188 0,750 0,500 0313 0,500 0278 459,535 3328 9,000 2,000 4,000 0418 0000 106,210
74262420519 9,56733 0,036 0250 0,625 0,500 0,375 0,333 0278 440,467 3,011 8,000 3,000 4,000 0394 0000 132,230
1875321673 9,56733 0,036 0250 0625 0500 0375 0,333 0278 440,467 3,011 8000 3,000 4,000 0394 0,000 132,230
CHEMBL5275152 902117 0,036 0250 0500 0500 0313 0,333 0250 470,577 3,727 8,000 2,000 4,000 0418 0,000 88,210
PubChem-164558627  -8,54381 0,036 0438 0,750 0,667 0,188 0,500 0,250 522,893 3,960 11,000 2,000 2,000 0344 0,000 116,190
PubChem-131964856 11,3 0,037 0313 0,688 0,500 0250 0333 0250 477,532 3,953 9,000 2,000 4,000 0,390 1,000 123,400
CHEMBL3648851 7,69785 0,037 0250 0625 0667 0313 0,167 0306 497,522 3,609 8000 3,000 4,000 0475 1,000 115,090
PubChem-59375752 -125 0,037 0375 0,688 0,833 0313 0333 0250 590,132 3437 10,000 3,000 3,000 0,419 0,000 121,680
PubChem-135137117 -11 0,037 0,188 0,625 0,5 0313 0333 0222 458497 3,744 7,000 1,000 4,000 0,498 0,000 97,04
Colchicina 7.8 0211 0,063 0,5 0,667 0,188 0333 0,167 399443 2872 6,000 1,000 4,000 0833 1,000 83,09
Baracitinibe -8,9 0,219 0 0,688 0,5 0,125 0833 0,139 371426 1,09 7,000 1,000 4,000 0,717 0 120,56
Paxlovid 8,5 0,22 0,25 0,625 0667 0,188 0,667 0,028 499534 1,097 5000 3,000 4,000 0565 6,000 131,4
Hidroxicloroquina 74 0268 0,125 0438 0333 0375 0333 025 335879 3,783 4,000 2,000 4,000 0,732 1 48,39
Dexametasona 8,4 0303 0,188 0,688 0,667 0,125 0833 0,139 392,467 1,896 5000 3,000 4,000 0,667 8,000 94,839
Cloroquina 71 0341 0,125 0,5 0333 0375 0,5 0222 319,88 4811 3,000 1,000 4,000 0,756 1 28,16
Monulpiravir 73 0391 0,438 0,5 0,5 0 0,5 0,194 329,309 -1,137 10,000 4,000 4,000 0389 4,000 143,14
Remdesivir 9,2 0414 0,625 0,563 0,5 0313 0667 0,167 602,585 2312 13,000 4,000 2 0,164 6,000 203,55
Anankira 83 0,527 0438 0313 0,333 0 0,833 0,083 509,566 00917 11,000 3,000 2 0,114 2 173,51
Rutina -10,4 0,554 0938 0,188 0,333 0,063 0333 0,111 610,521 -1,687 16,000 10,000 1 0,14 10,000 269,43
Fluvoxamina 7 0,693 0,188 0,5 0,667 0375 0,5 0,139 318,339 3202 4,000 1,000 4,000 0,432 0 56,84
Nitazoxanide 73 0,739 0,125 0,5 0,667 0438 0,833 0444 307287 3,803 7,000 1,000 4,000 0,401 0 111,43

Classificagdo dos compostos pelo Rankadmet: compreende o ID (identificagdo da molécula), AFFINITY (afinidade em kcal/mol), RANK (média dos 49 pardmetros avaliados), PFQ (propriedades fisico-
quimicas), ABS (absorgdo), DIS (distribuigdo), MET (metabolismo), EXC (excrecéo), TOX (toxicidade), PESO M (peso molecular), LogP (Lipofilicidade), HBA (aceitadores de ligagdes de hidrogénio),
HBD (doadores de ligagdes de hidrogénio, LIP (regras de Lipinski), QED (estimativa quantitativa de semelhanga com farmacos), SC (estereocentros atomicos), TPSA (area de superficie polar
topoldgica). ID: moléculas encontradas no trabalho (cinza); Farmacos emergenciais (vermelho); Moléculas entre 0-0,300 (verde) indicam parametros favoraveis; 0,301-0,700 (amarelo) pardmetros
intermediarios; 0,701 a 1 (vermelho) parametros desfavoraveis.

Fonte: Rankadmet.
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