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CONTRA O VIRUS SARS-COV-2

Herica Daniele Costa Araujo
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Orientador: Antonio Maia de Jesus Chaves Neto

Area de Concentracdo: Transformagcéo de Recursos Naturais

As elevadas taxas de infeccdo e mortalidade da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV-2) ou infecdo chamada COVID-19 tem causado severos impactos socio-
econémicos mundialmente. A transmissdo ocorre basicamente pelo contato com fluidos
corporais. Nas vias aéreas, por spray de goticulas e/ou aerossdis suspensos no ambiente
e/ou depositados em superficies. A eficacia do uso de mascaras eficientes na contencéo
do contagio é uma necessidade. O presente trabalho avaliou a capacidade de adsor¢éo dos
filtros contendo carvao ativado e carvéo ativado modificado durante a nanofiltragem nas
mascaras com maiores eficacias. As possiveis interacfes entre a proteina de pico e da
membrana com o carvao ativado ndo modificado com oxigénio e o carvao ativado
modificado com oxigénio foram avaliadas por docagem molecular e dindmica molecular.
Utilizou-se os softwares Autodock Vina 4.2.6 e AMBER 16 nas simulac¢Ges. Resultados
dos complexos formados entre ligante-receptor tiveram a energia de afinidade, o desvio
quadrado médio da raiz (RMSD) e a energia livre de Gibbs de ligagdo avaliados. O carvao
ativado modificado com oxigénio demostrou maior espontaneidade nas interagdes
proteicas. E, outra frente de combate ao coronavirus foi abordada neste trabalho: o
tratamento dos infectados, pois avaliou-se a agédo inibitéria dos principios ativos de
retrovirais conhecidos pela literatura, bem como novos compostos da flora brasileira
docados com as proteinas de pico (S-pro), membrana (M-pro) e envelope (E-pro). Trés
farmacos (Colchicina, Nafamostato e Selinexor) e trés compostos originados da Libidibia
ferrea ou Caesalpinia ferrea (Acido Elagico, Pauferrol A e Sitosterol) interagiram como

ligantes. E, ap0s a docagem, demonstrou-se graficamente as energias de afinidade mais



favoraveis dos sitios ativos estabelecidos entre ligantes e receptores. A docagem foi
realizada por meio do servidor SwissDock. As interagdes dos ligantes Pauferrol A e
Colchicina com as proteinas contidas na superficie viral apresentaram destaque por

estabelecerem melhores afinidades energéticas.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Carvéo ativado, Libidibia ferrea, Docagem molecular,
Din&dmica molecular.
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INTERACTIONS OF ACTIVATED CARBON, DRUGS AND LIBIDIBIA FERREA
AGAINST SARS-COV-2 VIRUS
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The high rates of infection and mortality from Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS-CoV-
2) or COVID-19 infection has caused severe socio-economic impacts worldwide. Transmission ba-
sically occurs through contact with bodily fluids. In the airways, by spraying droplets and/or aero-
sols suspended in the environment and/or deposited on surfaces. The effectiveness of using effec-
tive masks to contain contagion is a necessity. The present work evaluated the adsorption capacity
of filters containing activated carbon and modified activated carbon during nanofiltration in masks
with greater efficiency. The possible interactions between Spike (S) and membrane (M) proteins
with activated carbon oxygen non-modified and activated carbon oxygen modified were evaluated
by docking and molecular dynamics. Autodock Vina 4.2.6 and AMBER 16 software were used in
the simulations. Results of the formed ligand-receptor complexes had the affinity energy, the root-
mean-square deviation (RMSD) and the Gibbs free energy of binding evaluated. Activated carbon
oxygen modified showed greater spontaneity in protein interactions. And, another front to combat
the coronavirus was addressed in this work: the treatment of the infected, as evaluations of the
inhibitory action of the active principles of retroviral drugs known in the literature, as well as new
compounds from the Brazilian Amazon flora were docked with proteins S, M and envelope (E).
Three drugs (Colchicine, Nafamostat and Selinexor) and three compounds originated from Li-
bidibia ferrea or Caesalpinia ferrea (Elagic Acid, Pauferrol A and Sitosterol) interacted as ligands.
And, after docking, the most favorable affinity energies of the active sites established between lig-
ands and receptors were graphically demonstrated. The docking was carried out through the
SwissDock server. The interactions of the ligands Pauferrol A and Colchicine on the proteins con-

tained in the viral surface were highlighted.

Keywords: SARS-COV-2, Activated carbon, Libidibia ferrea, Molecular Docking, Molecular Dy-

namics.
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1 Introducao

A eclosdo da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2), ou COVID-19
ou coronavirus em Wuhan, China, no final do ano de 2019, atingiu proporcdes globais
muito rapidamente, e, segundo 0 site independente
(https://www.worldometers.info/coronavirus/#countries) sao aproximadamente 5,38
milhdes de 6bitos causados pelo novo virus. A taxa de mortalidade no &pice da pandemia
atingiu 4,01% (LI et al., 2020), impactando socio-economicamente o mundo também.

O primeiro surto de infeccdo por (SARS-CoV) em proporcdes considerdveis
ocorreu em 2002. Desde entdo, ocorreu a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-
CoV) em 2012, e, recentemente pelo novo coronavirus relacionado a SARS-CoV-2 em
2019 (MANFREDONIA et al., 2020).

CUI et al. (2019) classificam, de acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia, o Coronavirus como membro da subfamilia Corona virinae, da familia
Coronaviridae, e da ordem dos Nidovirales. Esta subfamilia consiste em quatro géneros:
alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus ¢ deltacoronavirus. Os
alfacoronavirus e betacoronavirus infectam apenas mamiferos. Ja4 os gammacoronavirus
e deltacoronavirus contaminam principalmente aves, podendo atingir mamiferos também.

Os alfacoronavirus e betacoronavirus geralmente causam sindromes respiratorias
graves em humanos e gastroenterite em animais. Os humanos podem ser contaminados
por outros quatro coronavirus (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 e HKU1) que sao
considerados endémicos, e causam doengas respiratdrias superiores leves em hospedeiros
imunocompetentes (bebés, criancas pequenas e idosos), com risco de gravidade (CUI et
al., 2019, ZAKl et al., 2012).

Animais domésticos e selvagens podem ser hospedeiros intermediarios.
Identificou-se a presenca de SARS-CoV primeiramente em pangolins, cavalos e civetas,
apontados como transmissores do virus aos humanos, pois, esses animais seriam
infectados por morcegos, que sao os portadores naturais do SARS-CoV (CUl et al., 2019).
Dentre os animais hospedeiros intermedidrios, pode-se citar gatos, hamsters dourados e
furdes (SHI, et al., 2020, SIA et al., 2020).

O periodo de incubagdo médio ¢ estimado por BACKER et al. (2020) em torno de

6,4 dias, embora possa variar de 2,1 a 15,5, o que justificaria a quarentena. Os dados
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publicados por LAUER et al. (2020) indicam média de 5,1 dias, com oscilagdes entre 4,5
e 15,6, o que corrobora a referéncia anterior.

Durante o periodo de incubagdo, conforme TANG et al. (2020) afirmam que
ocorre a replicacdo viral nas células vivas dos hospedeiros, e, também ocorre a
transmissdo entre humanos pelo contato (KILLINGLEY e NGUYEN, 2013) com fluidos
corporais: saliva (ABE e INCHAUSPE, 1991), sémen (TANG et al., 2020), fluido vaginal
(TANG et al., 2020), muco anal (ROYCE et al., 1997), aéreo (ISMAIL et al., 2020),
sangue de insetos hematofagos (LIU et al., 2017), residuos de comida contendo fluidos
(ACHESON e FIORE, 2004), sangue (WARD et al., 1988), mulheres gravidas aos seus
filhos recém-nascidos (TANG et al., 2020) ou até¢ mesmo contato com superficies
(JOONAKI et al., 2020) contendo biofluidos.

O virus ¢ eliminado por meio de biofluidos (saliva e urina), além das fezes. Esses
meios bioativos quando expostos aos ambientes circundantes tornam o virus adequado
para se propagar pelo ar e pelas superficies (ZHU et al., 2020; PRADHAN et al., 2020).

Nao ha necessidade de contato entre os corpos de forma tatil para ocorrer contagio,
pois as vias aéreas sdo a forma mais comum. A disseminacao do virus se da por dispersao
de spray de goticulas contaminadas, que se propagam a curto alcance e/ou a distancias
mais elevadas, através dos aerossois, denominada de transmissdo aerotransportada
(ISMAIL et al., 2020).

Dessa forma, a transmissao pode ser retardada/interrompida por maiores cuidados
preventivos. A base da prevengdo € a principal atitude contra o espalhamento do virus,
iniciada com a préatica rotineira de higieniza¢ao das maos, uso de equipamento de protecao
pessoal (EPP), como mascara adequada, protetor ocular/facial, batas, luvas e etc., além
da desinfec¢do de superficies (PRADHAN et al., 2020, TANG et al., 2020 ).

A principal dificuldade de conten¢do da infeccao aérea € controlar a propagagao
de goticulas e/ou aerossois oriundos de tosse ou espirros (COWLING et al., 2013). Dessa
forma, a nanofiltragem surge como uma barreira fisico-quimica indispensavel para o
isolamento do virus.

As goticulas, apresentam tamanho médio de 5 a 10 um que sdo aspergidas e sao
capazes de se propagar pelo ar ou aderir as superficies dos objetos inanimados ou sobre a
pele das pessoas, € 0s aerossois, sdo resultado da evaporagao de parte do biofluido liquido,

atingindo tamanho médio de 0,1 a 2,5 um (KOHANSKI et al., 2020, NAZAROFF, 2004).


https://www.nature.com/articles/ncomms2922?origin=ppub%23auth-Benjamin_J_-Cowling
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As mascaras classificadas com as melhores eficiéncias de filtragem, funcionam
basicamente sob o principio da adsor¢do durante a passagem das correntes de entrada de
ar, e, no sentido contrario, ou seja, na saida do ar. Muitas mascaras com melhores
eficiéncias utilizam filtros a base de carvao ativado.

Uma defini¢ao simploria sobre a adsor¢do ¢ defini-la como um processo interativo
fraco ou intenso, dependendo da intensidade das forgas intermoleculares pertinentes
durante a interagdo estabelecida entre adsorvente e adsorbato. E, nesse sentido, um dos
principais escopos do presente trabalho, ¢ avaliar a espontaneidade energética no ato da
modelagem da adsorcdo in silico do carvao ativado com o virus SARS-CoV-2, proposta
no presente trabalho; e, uma modificagdo ao modelo do carvao ativado com 0zdénio
descrita por LOTA et al. (2016) ¢, entdo apresentada.

A aplicacdo direta do ozbnio é destacada por MORISSON et al. (2021) no
tratamento de agua para uso domeéstico, no processamento de alimentos, na lavanderia, na
odontologia e na medicina. No entanto, 0 mecanismo de inativacdo de virus, e,
especificamente, 0 COVID-19, ainda nédo tenha sido aprofundado pela literatura.

O atual quadro da pandemia de coronavirus exige que o protocolo de combate se
estenda ndo apenas a profilaxia, mas ao tratamento com medicamentos, €, nesse sentido,
os farmacos ja utilizados para outros fins medicinais sdo adaptados contra o COVID-19.
Além dessas drogas, o investimento em substincias inovadoras derivadas da flora
nacional também tém recebido atencao dos cientistas. E, a simula¢do aparece como uma
saida de emergéncia na mitigacao dos impactos causados pelo SARS-CoV-2.

Nesse sentido, a proposta de XU et al., (2021) do uso de triagem dos
medicamentos com acdo sobre as proteinas virais ou hospedeiras envolvidas no ciclo de
reprodugado viral pode ser util como uma abordagem rapida e eficaz para combater esta
infeccdo letal. Essa estratégia de reaproveitamento oferece diversas vantagens sobre a
descoberta de novos medicamentos, incluindo um processo de desenvolvimento menos
demorado, custos e riscos reduzidos.

O presente trabalho testou in silico trés farmacos ja conhecidos: Colchicina,
Nafamostato e Selinexor interagindo com as proteinas de pico (S-pro), Matriz (M-pro) e
Envelope (E-pro) do SARS-CoV-2. Destacou-se o comportamento interativo dos
complexos formados entre os mesmos, sendo abordados em fun¢do da energética de
afinidade estabelecida nestes complexos. E, além da triagem descrita, trés componentes

de origem fitoterapica brasileira foram testados: Acido Elagico, Pauferrol A e Sitosterol,
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derivados da Libidibia ferrea ou Ceasalpinia ferrea, conhecida popularmente como
“jucd”, interagiram com as mesmas proteinas do coronavirus que os testes realizados com

farmacos .
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de interacdo do SARS-CoV-2 com o carvao ativado e carvao

ativado modificado, farmacos e compostos extraidos da Libidibia ferrea (ou Ceasalpinia

ferrea).

2.2 Objetivos especificos

Determinar o sitio ativo de intera¢do entre as proteinas S-pro e M-pro do SARS-
CoV-2, ao interagirem com o carvao ativado ndo modificado com oxigénio
(CANMO) e com o carvao ativado modificado com oxigénio (CAMO) através da
docagem molecular, por meio do software Autodock Vina (MORRIS et al., 2009).
Aplicar dindmica molecular aos quatro complexos formados apds a docagem
(proteina M-CANMO, proteina S-CANMO, proteina M-CAMO, proteina S-
CAMO), por meio do Software AMBER16 (SALOMON-FERRER et al., 2013,
CASE et al., 2005);

Indicar por meio do RMSD e da Energia Livre de Gibbs da ligagdo o complexo
(receptor/ligante) mais favoravel ao processo de adsorgao;

Realizar docagem com o software SwissDock entre as S-pro, M-pro e E-pro do
SARS-CoV-2, com trés farmacos: Colchicina, Nafamostato e Selinexor, e trés
compostos da Libidibia ferrea: Acido Elagico, Pauferrol A e Sitosterol;
Determinar o sitio ativo e a energia de afinidade pela docagem interativa por meio

do software SwissDock (GROSDIDIER et al., 2009 GROSDIDIER et al., 2011).
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3 Revisao da Literatura

3.1 SARS-CoV-2

Robert Chanock, em 1965, identificou a cultura de virus, e, com o decorrer do
tempo, se identificou diferentes cepas do virus como SARS-CoV em 2002-2003, H-CoV
NL63 em 2004, HKU1 em 2005, MERS-CoV em 2012, ¢ SARS-CoV-2 em 2019
(PRADHAN et al., 2020).

O RNA do SARS-CoV-2 possui 96% de similaridade com o genoma do
coronavirus de morcego (RaTG13), 76% com o SARS-CoV e cerca de 50% com o
MERS-CoV; (RASTOGI et al, 2020, HU et al., 2021).

Dois tercos do genoma do RNA viral sdo formados por ORF1a/b, ¢ composta por
duas poliproteinas: ppla (Nsp1-Nspll) e pplab (Nsp1-Nspl16) que codificam a maioria
das proteinas ndo estruturais (nps). O restante do genoma age sobre as proteinas auxiliares
e quatro proteinas essenciais estruturais: a S-pro, E-pro, M-pro e a nucleocapsideo (N-
pro). A S-pro, conjugada ao RNA viral e ao Nspl-Nsp 16 da N-pro, favorecem a
replicacdo do virus nas células hospedeiras (KANG et al., 2020, KHAN et al., 2021,
THOMAS, 2020). A figura 3.1 representa a estrutura proteica do SARS-CoV-2.

Quando este virus ¢ exposto a diferentes condi¢cdes de temperatura, ocorrem
interacdes iniciais da atmosfera com as proteinas estruturais (DE WIT et al. 2016,
DUBEY et al. 2013).

Figura 3.1: Estrutura do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de TANG et al., 2020, MARIANO et al., 2020.
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O tamanho do genoma, de acordo com WU et al. (2020) do SARS-CoV-2 é de
29,9 kb, assemelhando-se ao do SARS-CoV e do MERS-CoV, que conforme DE WIT et
al. (2016) é de 27,9 kb e 30,1 kb respectivamente. O tamanho médio do SARS-CoV-2
varia entre 60 a 140 nm. Cada uma das proteinas desempenha funcdes especificas em
relagdo a ligacdo com o receptor, montagem viral e liberagdo de seu genoma no
hospedeiro (PREETI et al., 2020).

A disponibilidade dessas proteases nas células-alvo determina em grande parte se
0s coronavirus entram nas células através da membrana plasmatica (LUO et al., 2018).
Considerando também que a propagacdo da doenca COVID-19 sem duvida originou
diversas pesquisas computacionais sobre estas estruturas, gerando a auséncia de visdo
consensual sobre a flexibilidade real da estrutura e sobre o sitio ativo efetivo apoiadas em
estudos de simulac¢des independentes (SU, et al., 2020).

A chamada protease principal (PILLAIYAR et al., 2016) ou M-pro catalisa a
maioria dos eventos de clivagem de maturagdo. Assim, o M-pro ¢ uma enzima essencial
para a replicagdo viral e ¢ um dos alvos de drogas mais bem caracterizadas entre os
coronavirus. A alta homologia mostrada por M-pro em diferentes coronavirus sugere que
esta familia de enzimas exibe propriedades bioquimicas e biofisicas quase idénticas

(MIRZA et al., 2020, REN, et al., 2013).

3.1.1 A Proteina de Pico ou Glicoproteina de Pico (S-pro)

E uma estrutura grande, com comprimento em torno de 9 a 12 nm (FUENTES-
ACOSTA, 2021; ZHU, 2020), esta presente na superficie viral, ligada a membrana
citoplasmatica, com aspecto de trimero proeminente, sendo cada ectodominio
monomeérico composto pelos dominios S1 e S2 (GIOIA et al., 2020, GLOWACKA, et al.,
2011, FUENTES-ACOSTA, 2021; ZHU, 2020).

CHAMBERS et al. (2020) afirmam que a S-pro é formada por aproximadamente
1.300 aminoacidos, sendo o componente estrutural que proporciona aparéncia semelhante
a uma coroa, de onde deriva 0 nome coronavirus. A organizacdo funcional da S-pro é
semelhante a proteinas de virus como hemaglutinina da influenza, e a E-pro da
imunodeficiéncia humana (HIV).

E a proteina com maior potencial de interacdo do virus, constituida por dois

dominios: S1 e S2. O dominio S1 facilita a ligacdo ou adesdo primaria as celulas do
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receptor. O dominio S2 é responsavel pela fusdo da membrana viral a célula do hospedeiro
(CHAMBERS et al., 2020, MARIANO, et al., 2020, ARUN et al., 2020, CHOU, 2009,
MOSHFEGH, 2021, BELOUZARD et al., 2009, ELFIKY, 2020, SIMMONS, 2013).

MARIANO et al., (2020) esclarecem que a S-pro tornou-se um alvo importante
para o desenvolvimento de medicamentos e vacinas. Na verdade, desde a emergéncia
repentina de SARS-CoV-2, numerosos estudos relataram a estrutura da S-pro em varios
estados (pré-fusdo, pds-fusdo e / ou em complexo com ACE2).

MARIANO et al. (2020) atribuem a atividade das proteases da célula hospedeira,
que clivam e ativam a S-pro do SARS-CoV, tornando a reagdo essencial para a
infecciosidade viral. No entanto, as identidades das proteases envolvidas nido sejam
completamente esclarecidas. Estudos pioneiros identificaram catepsinas e proteases de
serina transmembrana tipo II (TMPRSS2) como ativadores celulares de SARS-CoV e
demonstraram que varios virus emergentes podem explorar essas enzimas para promover

sua disseminagao.

3.1.2 Proteina da Membrana ou Matriz (M-pro)

MAHTARIN et al. (2020) definem a M-pro como sendo um importante
componente, pois desempenha um papel destacavel no tamanho, na forma e na
manutencdo do virus. Auxilia na formacao de outras estruturas proteicas: S-pro, E-pro e
N-pro e participa do processo de brotacdo. O Coronavirus forma complexos, que
apresentam um comportamento de virus como particula (VLP) através da interacdo de M-
pro e E-pro ou M-pro e N-pro, e a combinagdo é obrigatoria para organizagao do VLP,
bem como seu transporte e liberacdo. Além disso, a interagdo M-pro e S-pro auxilia na
fixacdo da S-pro ao virus.

Além disso, a M-pro como outras proteinas virais, exibe autoassociacdo, bem
como interacdo com outras proteinas ndo estruturais também. Essas intera¢fes proteina-
proteina podem desempenhar um papel significativo no processamento, modificacdo e
trafego das proteinas estruturais virais para organizacéo e saida de particulas virais. Entéo,
0 esquema estrutural interno critico da proteina M-SARS-CoV-2 moldam a base da
direcdo de desenvolvimento de drogas baseadas na atuacao sob a estrutura desta proteina
(MAHTARIN et al., 2020).

THOMAS (2020) ressalta ainda, que a M-pro é a mais abundante dos coronavirus,

a glicoproteina de dupla camada lipidica, com um dominio do terminal NH> curto fora do
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virus e um terminal COOH longo (dominio citoplasmaético) dentro do virus. A M-pro
pode se ligar a todas outras estruturas proteicas. A relacdo entre a M-pro com a N-pro é
auxiliar na estabilidade desta ultima, pois controla a montagem e estabilizacdo do
complexo de proteinas do N-RNA, dentro do virus. Como a M-pro opera em conjunto
com a S-pro, as mutacdes ocorridas na mesma podem influenciar a fixacdo da célula
hospedeira e na entrada do virus.

MARIANO et al. (2020) descrevem a importancia da M-pro por esta compor a
membrana do virus, atraves de trés transmembranas em formato helicoidal. Seu papel é
conduzir a estruturacdo de novos virus dentro das células hospedeiras. A M-pro do
coronavirus se oligomeriza intermediariamente ao Complexo Intermediério do Reticulo
Endoplasmatico de Golgi (ERGIC) e induz a apoptose. As S-pro, N-pro e E-pro sao,
entdo, recrutadas por meio da interacdo com a M-pro. Desse modo, considera-se que a M-
pro atua como um estrutura de sustentacdo que organiza outras proteinas estruturais e
promove a curvatura da membrana durante o brotamento do virus.

REN et al., 2020 apresentam que apoptose € um tipo predominante de morte
celular programada, sendo um mecanismo de defesa do sistema imunolégico do
hospedeiro, pois controla a infeccdo viral e regula a resposta inflamatéria. Ap6s 0s
resultados obtidos, observa-se que a proteina acessoria codificada por SARS-CoV-2

ORF3a apresenta atividade pré-apoptotica.

3.1.3 Proteina Envelope (E-pro)

SCHOEMAN e FIELDING (2019) explicam que a E-pro é uma pequena proteina
de membrana integral envolvida em varios aspectos do ciclo de vida do virus: formacéo,
brotamento, envelopamento e patogénese. A analise topogréafica estrutural de superficie
demonstrou que a mesma opera como um poro ha membrana do virus, canalizadando ions
e interagindo com as demais estruturas que compdem o virus e as células hospedeiras.
BIANCHI et al. (2020) concluem, ainda, que o SARS-CoV-2 apresenta 91% de
identidade na sequéncia proteica com 0 SARS-CoV-1.

E, conforme MARIANO et al. (2020) que identifica que a proteina E apresenta
em sua constituicdo uma transmembrana de dominio (TMD), capaz de oligomerizar
outras proteinas, interagir com outras estruturas E, formando um canal iénico. Realiza
interacdo por meio do terminal C com outra E-pro, além de interagir com a M-pro

servindo de intermédio com o Reticulo endoplasmaético de Golgi, chamado de ERGIC,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schoeman+D&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
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iniciando assim o brotamento dos virus nas células hospedeiras (SCHOEMAN e
FIELDING, 2019).

A acdo da E-pro, durante o ciclo de replicacéo viral, necessita que E-pro esteja
presente em abundancia no interior da célula do infectado, embora uma pequena porcao
é incorporada ao envelopamento do virus. A maioria da proteina é encontrada no trafego
intracelular, por meio do ERGIC, onde participa da formag&o e do brotamento do virus.
Estudos demonstraram que quantidades reduzidas de E-pro nos virus prejudica a
maturacdo viral prejudicada, ou seja, impede o espalhamento viral, provando a
importancia de E na producdo e maturacdo do virus (SCHOEMAN e FIELDING, 2019).

A E-pro é uma proteina de membrana curta e integral de 76-109 amino&cidos,
variando de 8,4 a 12 kDa de tamanho. A estrutura primaria e secundaria revela que E tem
um terminal amino hidrofilico (terminal N), carregado negativamente, curto, constituido
por 7 al2 aminodcidos, seguido por um grande dominio transmembranar hidrofébico
(TMD) extremamente hidrofobico, composto por 25 aminoécidos e uma segunda
extremidade, formada por carboxila longa (terminal C), de carga varidvel, e caracteristica
hidrofilica/hidrofébica, dependendo da carga momentanea, que compreende a maior parte
da proteina (SCHOEMAN e FIELDING, 2019).

CABRERA-GARCIA et al. (2021) analisaram o comportamento da membrana
plasmatica da E-pro do SARS-CoV-2 na membrana citoplasmatica, e, estimularam o
transporte de cations por meio de corrente elétrica, variando entdo o pH do meio. E, 0s
resultados sugerem que a E-pro forma um canal i6bnico permeével a cations monovalentes:
Na ™ Cs*e K ™. O pH ao qual a E-pro foi exposta, variou devido a variacdo da corrente.
E, observou-se que em pH variando entre 6,0 e 7,4, a E-pro se torna ativa, enquanto em
pH entre 8,0 a 9,0, a atividade de E é reduzida. Dessa forma, fatores eletrofisiolégicos,
podem se comportar como inibidores da E-pro, in vitro, sendo potenciais no tratamento
contra 0 SARS-CoV-2.

3.1.4 Proteina Nucleopsidio (N-pro)

GAO et al. (2021) destacam que a N-pro do coronavirus € uma proteina estrutural
do virus importante, detectando-se em maior abundéncia nas células infectadas pelo virus,
além de interagir com as proteinas das células do hospedeiro, é provado ser uma proteina
geneticamente estavel, e conforme WU et al. (2020) apresenta 89,1% de similaridade com
os nucleotideos do SARS-CoV que possui histérico de recombinagdo genémica.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schoeman+D&cauthor_id=31133031
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fielding+BC&cauthor_id=31133031
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KANG et al. (2020) definem a N-pro como multifunctional e que possui ligagéo
com o RNA viral, pois participa da formagdo de ribonucleoproteinas essenciais
helicoidais, atuantes durante o empacotamento do genoma do RNA, regulando e
ordenando a sintese de replicacdo/transcricdio do RNA do virus, interferindo no
metabolismo das células hospedeiras e contribuindo para a apoptose.

As fungdes da N-pro sdo ressaltadas por GAO et al. (2021), como promotora do
empacotamento do genoma encapsulado, favorecendo a replicacdo viral, atuando sobre o
transporte intracelular de proteinas, interfere na decodificacdo do DNA do hospedeiro,
causando degradacdo do mesmo e, segundo CUI et al. (2019) restringe as respostas do
sistema imunoldgico do hospedeiro.

A sequéncia completa da N-pro € apresentada conforme GAO et al. (2021) como
composta por 419 aminoacidos que apresentam similaridade de 91% com as proteinas
SARS-CoV e de 49% com MERS-CoV; peso molecular de 45,6 kDa, carregado
positivamente; concentrando-se em 69,6% no nucleo, além de se distribuir também nas
subunidades: citoplasmatica (21,7%), citoesquelético (4,3%) e vesiculas do sistema
secretor (4,3%).

A organizacdo estrutural basica da N-pro do SARS-CoV, € proposta por
CASCARINA e ROSS (2020) como consistindo em dois dominios principais
estruturados: 0 NTD e o CTD, separados por um meio ligante, denominado SR, e as
extremidades sdo formadas por estruturas desordenadas. O NTD € o principal responséavel
pela ligagdo ao RNA, embora todas as estruturas sejam capazes de se ligar ao RNA,
elevando a afinidade com o RNA. A extremidade conectada ao NTD é o meio K, e 0
terminal C- é vinculado ao CTD.

O dominio do terminal-N de ligacdo (NTD) é responsavel principalmente por
realizar as ligagcbes com o RNA, o Dominio de Terminal- C de dimerizagdo (CTD) pela
oligomerizagdo e o meio central SER/ARG (SR) por fosforilagdo primaria,
respectivamente (KANG et al., 2020).

3.1.5 Mecanismo de transmissao do virus

O principal ponto de entrada do virus nas celulas é a Angiotensina Convertase
Enzima 2 (ACE2). Ela estd localizada na superficie das células da mucosa nasal,

brénquio, pulmao, coracdo, esbfago, rim, estbmago, bexiga e ileo, entdo todos esses
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0rgdos sédo suscetiveis a0 SARS-CoV-2. ACE2 ¢ a principal receptora da S-pro do SARS-
CoV-2 (MOSHFEGH, 2021, FEKRAZAD, 2020).

O SARS-CoV-2 tem uma afinidade de 10 a 20 vezes maior ao receptor ACE2 do
que o SARS-CoV, o0 que pode estar, em parte, relacionado a glicosilacdo de proteinas
(SANDA et al., 2021).

Apos interacdo entre a S-pro e ACE2, estabelece-se a etapa de fusdo viral a
membrana citoplasmatica celular do hospedeiro, podendo ocorrer por duas vias: (i)
rompimento diretamente da membrana citoplasmatica por agentes lisossomotropicos ou
(i1) via fusdo com membranas endossdmicas (SIMMONS, et al., 2013). As figuras 3.2 e

3.3 representam os dois mecanismos de infeccdo possiveis.

Figura 3.2: Processo de transmissdo (i)-Via rompimento da membrana

citoplasmatica.
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Fonte: Adaptado de CHAMBERS et al., 2020.
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Figura 3.3: Processo de transmissao (ii) — Via fusdo com membranas endossdmicas.
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Fonte: Adaptado de CHAMBERS et al., 2020 e SIMMONS et al., 2013.

O processo de fusdo do SARS-CoV-2 mais comum e frequente, € aquele onde
ocorre a clivagem proteolitica da proteina do virus com as enzimas das células alvo,
KLEIN et al. (2018) denominam a clivagem proteolitica ou protedlise como uma hidrélise
enzimética e irreversivel das ligacOes peptidicas estabelecidas entre os peptideos ou
proteinas (substratos) por um grupo de especifico de enzimas (proteases).

A clivagem ocorre em duas etapa: A primeira ou inicializacdo e a segunda
(ativagao). CHAMBERS et a/ (2020) descrevem a etapa inicial como a combinacao da
protease furina polibdsica sobre o sitio de clivagem S1/S2. Apds esta etapa, surge a
estrutura S1°, apos a abertura desse ponto, ocorre a segunda clivagem proteolitica, na
regido de S2’, onde ndo ¢ incomum ocorrerem varios locais e pontos de clivagem.

Dependendo de qual cepa de virus e tipo de célula hospedeira combinadas,
multiplas proteinases, principalmente TMPRSS2 (serina protease transmembrana 2),
furina, catepsinas, elastase e protease semelhantes a tripsina, presentes na via aérea

humana foi descrita no processo de clivagem (CHAMBERS et al., 2020).
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A protease que atuara sobre a ativagdo é crucial para determinar o mecanismo
de passagem do genoma viral através da membrana da célula alvo. Quando a ativagédo
ocorre por TMPRSS2, presente na superficie celular hospedeira, ocorrera a entrada direta,
pelo rompimento da membrana citoplasmatica da célula alvo. E, segundo MATSUYAMA
et al. (2005) a fusdo direta é favorecida de 100 a 1.000 vezes em relagdo a entrada
endossOmica.

A entrada endossdmica requer atividade de catepsina L/B, e na sequencia,
ocorre a clivavem por furinas no rompimento da membrana viral dentro do citoplasma
da celula hospedeira. Com temperatura acima de 4° C, somente ap0s interagdo com
ACE2. A ativacdo catepsina L depende do pH, podendo esta ser bloqueada por agentes
lisossomotrdpicos, como o cloreto de amonio, por exemplo (SIMMONS et al., 2013).

A S-pro é um alvo primario para anticorpos neutralizantes que se ligam ao seu
receptor e medeia a fusdo entre a membrana e o virus que entra no corpo humano (JIAO
et al., 2021). S-pro € uma proteina de fusdo viral tipica de classe I (LI et al., 2005).
Dependendo das cepas de virus e dos tipos de células, essas proteinas CoVS podem ser
clivadas por uma ou mais proteases do hospedeiro, incluindo furina (PENG et al., 2011),
tripsina (SONG et al., 2018), catepsinas (ou protease humana semelhante a tripsina das
vias aéreas) (YUAN et al., 2017).

3.2 Prevencdo: uso de mascaras faciais/respiradores

As mascaras operam como uma barreira fisico-quimica do contato entre biofluidos
e os individuos, e, segundo (CHUA et al., 2020), tem mostrado efeito tanto na inalagao
quanto na emissao de biofluidos. As méscaras de melhor eficacia devem ser capazes de
mitigar a carga de infecgdo por COVID-19 e de restringir a dispersao de COVID-19
(PRADHAN et al., 2020).

E, segundo (LI et al, 2020), sdo classificadas em: madscaras respiratorias,
mascaras cirargicas e mascaras faciais (descartaveis e de tecido). Sendo que as melhores
eficiéncias ocorrem nos respiradores, com média de 94% para os respiradores N95, e
cerca de 80% para mascaras cirdargicas e de tecido (ANDRADE et al,, 2021).

Os denominados respiradores de filtragem facial (FFR), conforme o Instituto
Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional dos Estados Unidos (NIOSH), os classifica
em nove categorias: por substancias filtradas e eficiéncia atingida pela filtragem (em

percentagem): N95, N99, N100, P95, P99, P100, R95, R99 e R100. A inicial N refer-se a
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ndo resistente ao dleo, P a parcialmente resistente ao 6leo e R a fortemente resistente ao
6leo, enquanto os numeros 95, 99 e 100 correspondem a eficiéncia de filtragdo minima
do filtro: 95, 99, € 99,97%, respectivamente (PRADHAN et al., 2020).

A norma europeia (EN 149: 2001), os categoriza como FFP1, FFP2 ¢ FFP3 com
eficiéncias de filtracdo minimas de 80, 94 ¢ 99%. Um dos pardmetros técnicos relevante
para o uso como protecdo contra o COVID-19 ¢ a eficiéncia de filtragdo bacteriana,
realizada em percentagem (%), ja os respiradores com protecdo devem apresentar trés
camadas: FFP1, FFP2 e FFP3 contra a infecgao, pois eles filtram 99,9% de particulas de
0,3 microns (PRADHAN et al., 2020).

Além disso, algumas das méascaras comerciais equipadas com uma camada de
carvao ativado como um forte adsorvente. A capacidade de adsor¢do do carvao vegetal
depende da fonte de origem do carvao sintetizado. E, o processo de adsorcao, ¢ avaliado
tanto pelo poder de captura das particulas do virus, como pela capacidade de inativacao
dod virus contidos nos ambientes imidos contendo goticulas e/ou aerossdis (PRADHAN

et al.,2020).

3.3 Carvéo ativado e adsorc¢éao

O uso do carvdo como adsorvente é bastante antigo, datado de 3750 A.C., pelos
egipicios e sumarianos, que o utilizaram para retirar metais como cobre, zinco e minérios
de estanho para a fabricacdo de bronze (DABROWSKI, 2001, MARSH e REINOSO,
2006).

Ao longo dos anos, o carvéo ativado foi utilizado para adsor¢do em meios gasosos,
e, por volta de 1793, fora aplicado para adsorver solucGes aquosas em escala industrial.
Alcancando o &pice de aplicabilidade durante a primeira primeira Guerra Mundial, como
filtrante em mascaras contra gases venenosos langados pelos alemées contra os franceses,
britanicos e russos em diferentes frentes (INAGAKI e TASCON, 2006, MENENDEZ-
DIAZ e MARTIN-GULLON, 2006).

O carvao tem origem mineral, animal e vegetal. O carvao animal é produzido a
partir de ossos (DABROWSKI, 2001). O carvéo mineral € uma rocha sedimentar organica
que consiste em uma mistura complexa de substancias organicas e minerais, derivado de
detritos vegetais, inclusive aquaticos, depositados onde se originou, depende da natureza

dos vegetais, dos microorganismos, dos nutrientes, das condi¢des climéticas, do nivel do
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lencol freatico e do pH que determinardo o tipo de carvao gerado (MARSH e REINOSO,
2006).

E formado a partir de um processo denominado coalificacéo, no qual os detritos
organicos (nas condi¢bes ambientais descritas) sdo enterrados (podendo ser proximos a
superficie ou a quildmetros de distancia) e preservados durante o processo. O processo
pode ocorrer em milhdes de anos, em varios estagios. Os carvdes sdo estruturas ndo-
grafiticas, ou seja, nunca exibem linhas tridimensionais de raios X, mesmo apds
aquecimento superiores a 2000° C, sdo porosos e desordenados (embora nunca seja
totalmente desagregado) (MARSH e REINOSO, 2006).

A superficie do carvéo é essencialmente ndo polar, hidrofébico e organofilica. Os
atomos de carbono localizados nas arestas dos planos basais sdo insaturados; possuem um
par de elétrons desemparelhados. E, sdo esses sitios que serdo ocupados apés a ativacao
térmica, além da acdo das ligacbes com o adsorbato. A ativagdo é um tratamento
fisico/quimico dado a uma estrutura carbonosa ndo-grafitica. E usada para criar mais po-
ros e aumentar o tamanho dos poros que ja existem, elevando assim a area superficial e
consequentemente, a capacidade de adsorcdo. (INAGAKI e TASCON, 2006, ME-
NENDEZ-DIAZ e MARTIN-GULLON, 2006, RUTHVEN, 1984).

A ativacdo é definida por HAGEMANN et al. (2018) como um processo
termoquimico que objetiva otimizar a capacidade de adsorcdo. Classifica-se em ativacédo
direta (etapa unica) e ativacdo pds pirolise (multiplas etapas). A ativacdo modifica a
natureza hidrofébica do mesmo, por inserir heteroatomos na estrutura carbonosa. A
presenca de oxigénio, por exemplo, eleva a hidrofilicidade da estrutura apés a ativacao.
Na adsorcdo fisica, inclui-se as forgas de VVan Der Walls e forcas eletrostaticas (INAGAKI
e TASCON, 2006, MENENDEZ-DIAZ e MARTIN-GULLON, 2006).

A pirdlise lenta (ou carbonizacdo) € um processo que dura de minutos até dias,
ocorrendo na auséncia de oxigénio ou qualquer outro oxidante adicional. Embora a
oxidacdo parcial possa acontecer, devido ao conteudo inerente de oxigénio na biomassa
ou falta de estanqueidade a temperaturas em torno de (300 a 900 °C) (HAGEMANN et
al., 2018).

A ativacdo quimica consiste em impregnar com solucGes aquosas concentradas de
um agente de ativagéo, geralmente ZnCl>, KOH e H3PO4 (em escala industrial). Assim, o
grau de impregnacdo € determinante para a ativagdo, além da queima na ativagdo fisica.

Contudo, a qualidade da ativacdo depende da selecdo dos produtos agentes de ativacao,
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da propor¢do da mistura com o material carbonéaceo, da temperatura e do tempo de
duracédo da ativagdo subsequente. Em elevadas concentragcdes ou tempo de reacdo em
excesso, 0 volume dos poros diminui devido ao colapso fisico da estrutura carbonacea
(HAGEMANN et al., 2018).

A ativacdo fisica ou térmica € uma reacdo de oxidacdo parcial de um material
carbondceo precursor ou intermediario para aumentar sua porosidade. Em altas
temperaturas (maiores que 750°C), H20 se torna um oxidante em materiais carbonosos.
E aplicada como uma segunda etapa ap6s a carbonizagdo. A primeira etapa aumenta
principalmente a area de superficie; a segunda etapa intensifica 0 aumento de &rea
especifica superficial, criando novos microporos ou criando novas interconexdes entre 0s
poros, alterando a estrutura quimica superficial (HAGEMANN et al., 2018).

Esta alteracdo é possivel por meio da geracdo de grupos funcionais oxidados,
incluindo grupos fenolicos, cetonicos e carboxilicos na superficie aromética do material
carbonéceo. O grau de ativacgdo fisica pode ser caracterizado pela queima, ou seja, pela
perda de massa durante a ativa¢do. Em geral, quanto maior a queima, maior a porosidade
do produto. Contudo, queima acima de 40-50% pode resultar em uma destruicdo liquida
da porosidade (HAGEMANN et al., 2018).

A porosidade do carvao ativado depende de multiplos fatores: matéria-prima,
temperatura, duracdo do processo de ativacdo e escolha do oxidante. Oxidacdo com CO-
primeiro resulta na abertura de novos poros. A ativacdo com vapor, no entanto, aumenta
a quantidade de microporos com rapidez. Além de H20, CO- e O, cloro, amdnia, enxofre
e dioxido de enxofre também sdo usados raramente como agentes de ativacgdo fisica. A
utilizacdo de aménia ou dioxido de enxofre sdo tratados como agentes de modificagéo ou
de funcionalizagdo (HAGEMANN et al., 2018).

A ativagdo térmica de biomassa ¢ possivel por dois meios: pela ativacao
térmica/fisica, que ocorre em duas etapas: a carbonizagdo, em temperatura média (de 500°
C) com auséncia de oxigénio, seguida de ativagdo em alta temperatura (1000°C) na
presenca de vapor de dgua ou Nz ou CO2 como agente de ativagao (DANISH et al., 2014).

Por outro lado, na ativagdao quimica, o carvao ¢ tratado com agentes de ativagao
desidratante, como H3PO4, ZnCl,, KOH e NaOH, antes da pirdlise. Na maioria dos casos
relatados se obtém maior porosidade nos carvdes ativados resultantes; sendo preferida,

pois a ativacao fisica gera rendimentos menores quando comparados os processos, devido
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a oxidacdo da biomassa durante o processo de carbonizagdo e ativagao (DANISH et al.,
2014).

A aplicacgdo do carvao ativado de origem vegetal, ¢ apresentado por (ABDULLAH
et al., 2011) que sugere o uso do carvao ativado obtido a partir da casca de dendé para
futuramente, ser aplicado em ar condicionado de automoveis, para purificar o ar, em duas
etapas de adsor¢do, com carvao ativado. Por se tratar de uma tecnologia que visa controlar
a poluicao ambiental, também melhoram o coeficiente de rendimento do processo de
refrigeragdo em sistemas que usam refrigerantes menos eficientes € ndo agressivos a
camada de 0zonio; reduziriam, dessa forma, os gastos energéticos com a refrigeracao.

UGWU e AGUNWAMBA (2020) propuseram a remoc¢ao do cobre (II), zinco (II)
e cromo (VI) em 4guas residuais usando carvao ativado, demonstrando eficiéncia na
adsor¢do. Entretanto, ndo ¢ uma técnica econdmica em grande escala. Direcionando a
pesquisa a busca de solugdes economicas e fontes de biomassa vegetal para originar
carvao ativado para ser empregado no sequestro de ions metalicos. O trabalho aponta a
casca de amendoim e a espiga de milho por possuirem capacidades de adsorcao elevada
revelados nas isotérmicas e do pH do adsorvente.

A presenca de grupos contendo oxigénio e hidrogénio na superficie do carvdo
afetam fortemente as propriedades de adsor¢do (MENZIES et al., 1988, LUTFOR et al.,
2018). Os grupos oxigenados sdo 0s mais comuns. A origem desses grupos de superficie
pode estar na propria matéria-prima original, ou por processos de ativacdo com a
introducdo desses grupos apos a preparacao e posterior tratamento (IQBAL e ASHIQ,
2007, COONEY, 1978).

Um método para modificar a estrutura do carvdo é por meio da oxidacdo por
exposicdo ao 0z6nio. O processo de ozonizacdo leva a um aumento na concentracdo de
grupos funcionais de oxigénio, melhorando o desempenho da adsor¢do (SUTHERLAND
etal., 1996, LOTA et al, 2016).

O processo de adsorcdo, na fase liquida, gasosa ou mista ocorre devido a fixagao
da fase fluida na superficie do carvéo ativado, devido ao estabelecimento de interagdes
de natureza fisica (forcas eletrostaticas e de dispersdao) combinadas ou ndo as ligacoes
quimicas formadas entre o adsorvente e o adsorbato. Embora a area superficial seja
importante, ndo supera a importancia que os planos basais e as arestas presentes nestes
planos (INAGAKI e TASCON, 2006, MENENDEZ-DIAZ e MARTIN-GULLON,
2006).
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A entalpia resultante da adsor¢ao depende da forga de interacdo entre o adsorbato
e o adsorvente, mas a adsor¢do ¢ um processo na qual a entropia ¢ necessariamente

negativa, sendo portanto, a energia livre uma consequéncia da entropia e da entalpia

(RUTHVEN, 1984).

3.4 Adsorgdo do SARS-CoV-2 com superficies

Genomas do RNA de coronavirus sdo comparativamente grandes em relacao aos
demais virus. Para descrever a sistematica de ag¢do do coronavirus, observa-se a
importancia que a S-pro desempenha no processo de infeccao, pois a superficie externa
do coronavirus, onde esta localizada a S-pro, ¢ alvo de aten¢ao por desempenhar um papel
critico na adsor¢do de virus nas superficies solidas sob varias condigdes ambientais
(JOONAKI et al. 2020).

O estudo investigou a estabilidade do SARS-CoV-2 ¢ do SARS-CoV-1 no ar e
sobre diferentes superficies solidas, incluindo ago inoxidavel, plastico, cobre e papeldo.
Demonstrando que o SARS-CoV-2 ¢ mais estavel em superficies de plastico e aco
inoxidavel do que em pedacos de cobre e papeldo, e a presenca de virus foi detectada até
72 h em certas superficies solidas. Nenhum SARS-CoV-2 foi detectado apds 4h e 24 h
em cobre e papeldo, respectivamente. Apos 3 h, o virus ainda foi detectado em aerossois
(JOONAKI et al., 2020).

Compreender as interagdes moleculares entre os virus e as superficies solidas
externas as proteinas sd3o cruciais para controlar a transmissdo ambiental e projetar
processos de remocgao e estratégias de tratamento. Determinar a capacidade do virus de
se adsorver a uma superficie ¢ fundamental, pois o virus e a superficie precisam ser bem
caracterizados e as condigdes ambientais, tais como temperatura, umidade e pH irdo
influenciar na adsor¢cao (JOONAKI et al., 2020).

A quantidade de virus adsorvido ¢ influenciada por multiplos fatores, incluindo
caracteristicas das proteinas do virus e das superficies externas: carga superficial,
tamanho, estabilidade e conformagao estérica (DIKA et al., 2013).

Os virus se adsorvem as superficies por meio de dois mecanismos principais: Van
Der Waals (principalmente superficies minerais, conforme (FUHS et al.,1985) e,
interagdes eletrostaticas (superficies carregadas na presenca de ions em pH neutro ou ndo-

neutro (GUTIERREZ et al. 2009, JOSHI, et al., 2019, SHI e TARABARA, 2018).
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Essas duas forcas determinam a intensidade da adsor¢do do virus as superficies.
Embora as forcas de interacdo entre esses dois seja dificil de separar. Os virus tendem a
ser mais hidrofobicos do que as proteinas, (HELDT et al, 2017), portanto, eles sdo atraidos
por superficies de metal devido principalmente as interagdes de Van Der Waals, além dos
efeitos hidrofobicos (LANGLET, et al, 2008).

A capacidade de infeccdo ¢ influenciada pela umidade e temperatura, segundo
(HOSSEINI, 2020), a energia superficial das moléculas de agua desempenha um grande
papel na interacao entre uma particula de virus e uma superficie.

A adsor¢ao € notavel em superficies de metal (como ouro, ago e ago inoxidavel),
além do grupo funcional hidroxila e substratos contendo oxigénio (por exemplo, madeira,
algodao, papel e vidro), dependendo da estrutura quimica da superficie e das condi¢des
ambientais (como pH do fluido em volta, carga superficial, temperatura, etc.) (CASTANO
et al., 2020).

As ligacdes de hidrogénio desempenham um papel fundamental na adsorc¢ao de
virus as superficies contendo hidroxila, devido a presenca de uma camada de filme aquoso
(CASTANO et al., 2020), a intensidade da ligacdo a superficie seria mais elevada na
presenga de (OH-) se ligando a (-O) em ambientes de pH onde o 4cido carboxilico do
virus € desprotonado (acima de pH 4) (COOKSON, 1969).

Em pH neutro, a maioria das particulas virais t€m uma carga liquida negativa
porque tém um ponto isoelétrico abaixo de 7 (MICHEN e GAULE, 2010). No entanto,
devido ao grande tamanho das particulas de virus e sua grande variedade de proteinas na
superficie, ainda existem varias complementagdes, como de carga positiva e negativa na
faixa de pH onde os virus sdo estaveis (geralmente de pH 5 a 8) (SAKODA, et al., 1997).

Portanto, os grupos -NH», -NH3", -COOH e -COO" de aminoacidos da S-pro
direcionam a adsorcdo com superficies solidas por meio de interagdes eletrostaticas
duplas, entre superficie ionizada e as superficies com carga oposta, bem como as ligacdes
de hidrogénio com base nas caracteristicas da superficie com valores de pH, neutro
JOONAKI et al., 2020).

Os virus carregados negativamente deveriam ser menos adsorvidos com
superficies de aco inoxidavel por causa da repulsao eletrostatica (ZERDA et al., 1985)
dado que tanto o virus quanto a superficie do substrato tém cargas negativas., entretanto,
com aumento da concentragdo de cations, a repulsdo seria diminuida, (ZHUANG e JIN,

2003) e a quantidade de virus adsorvidos aumentaria.
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A figura 3.4 apresenta as potenciais interagdes moleculares entre as proteinas
virais e superficies solidas em diferentes valores de pH e estrutura quimica dos fluidos
circundante.

De acordo com a figura 3.4.a, em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico, a
carga geral do virus pode ser positiva, dado que ambos os grupos carboxilato e amina na
superficie externa sdo protons ligados, e as pontes de hidrogénio seriam formadas em
superficies contendo hidroxila, tais como madeira, algodao ou papel. Em ambientes de
pH acima do ponto isoelétrico (figura 3.4c), a superficie externa dos virus seria
desprotonada e, portanto, negativamente carregada e nao pode ser adsorvida na superficie
com a mesma carga. Entdo, em ambientes com pH mais altos a adsor¢do nas superficies
seria reduzida (JOONAKI et al., 2020).

Ao contrario disso, eles podem interagir fortemente com cations divalentes e/ou
monovalentes (GUTIERREZ et al., 2010) caso existam em uma solugdo de eletrdlito
salina. A carga e os contra-ions do eletrélito podem originar camada dupla mais fina e as
forcas de repulsdo serdo reduzidas, formando ligacdes de hidrogénio na superficie com a

hidroxila (LIPSON e STOTZKY, 1983) elevando a adsor¢ao do virus.
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Figura 3.4: Esquema representativo das forgas sobre 0 SARS-CoV-2 em escala de pH:

a) acido, b) neutro e c) basico.
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Fonte: Adaptado de JOONAKI et al. 2020.

E, conforme XIE et al. (2020) concluem que a influéncia do pH sobre a
adesdo/adsorc¢do do virus é razodvel afirmar que é notdria a repulsdo eletrostatica, sendo
intensificada com o aumento do pH, enfraguecendo a energia de adesdo. E, além do pH
outros fatores ambientais, como a temperatura e a umidade (JOONAKI et al., 2020)
afetam as interacdes intermoleculares dos coronavirus com as superficies.

XIE et al. (2020) analisaram a elevacdo da temperatura de 23 para 37 °C, e
observaram que praticamente ndo alterou a energia de adsorcdo de superficies vitreas, ja

nas superficies metélicas, o efeito foi elevar a intensidade de adesdo. Dessa forma, o
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aumento da temperatura eleva a atividade interativa entre metal e proteina viral,
favorecendo aumentando assim a energética envolvida.

Analisando as relacGes entre temperature e a energética, compreende-se que a
interacdo hidrofobica é dependente da entropia. Pois, possivelmente, ocorre rearranjo
conformacional na S-pro apds aumento de entropia, elevando a capacidade da mesma de
aderir a superficies que estabelecem interacdes dessa natureza. E, dessa forma fatores
ambientais contribuem para a capacidade de adsorcao, sendo favorecidas em meios acidos
e em temperaturas mais altas (XIE et al., 2020).

De acordo (XIE et al., 2020)., as forgas interativas de adeséo proteica viral séo
muito fracas em superficies inorganicass hidrofilicas (por exemplo, vidro) devido a falta
de ligacdes de hidrogénio, relativamente alto em superficies de metal por causa das
interacdes de eletrostaticas fortes e muito forte em polimeros hidrofébicos (por exemplo,
poliestireno (PS), politetrafluoroetileno (PTFE), plasticos e equipamento de protecdo
pessoal (EPP), atribuido a interacéo hidrofébicas.

A transmissividade do coronavirus se baseia na funcionalidade proposta pelas
c¢lulas hospedeiras e das distintas condigdes ambientes citadas, como a umidade, que
provoca diferentes cinéticas de ativagao/inativacao viral (CASANOVA et al., 2010).

E, de acordo com (JOONAKI et al., 2020) relacionar a umidade a estabilidade das
interacdes superficiais € crucial. Moléculas de dgua na fase liquida condensadas a partir
da fase vapor em vérias superficies (por exemplo, entre as particulas de virus e substratos
solidos) sdo capazes de criar interagdes. A fase liquida origina uma curvatura, que esta
relacionada com a umidade relativa, expressa pela equacao de Kelvin (ALONSO et al.,
2013):

Vi
*=[mnm @

Onde:
y € a tensdo superficial da agua, Vm € 0 volume molar da agua, R é a constante universal
dos gases, T é a temperatura ambiente em Kelvin, h é a espessura da pelicula de agua, r é
o raio do circulo da &gua, que retém o virus, podendo tender pro infinito quando a umidade
relativa é de 100%.

Nas superficies hidratadas, as particulas de virus estabelecem fortes interacdes
com a superficie hidrofilica na presenca de uma fina camada de &gua, principalmente
através das ligagdes de hidrogénio entre a 4gua e as moléculas da proteina viral. As
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moléculas de 4gua também podem preencher as lacunas entre as particulas de virus que
sdo espacadas, aproximando-os, devido a umidade relativa. Em superficies hidrofobicas,
r se expande menos. Portanto, uma pelicula de agua pode ser originada em torno do virus,
inclusive aproximando duas particulas de virus, por ocupar o espacamento entre ambos
(JOONAKI et al., 2020).

A presenca de cations monovalentes ou bivalentes na fase liquida (ligados pela
formacéo de complexos catidnicos com os grupos hidroxila das superficies solidas) pode
resultar na substituicdo da metade da interface de ligacdo de 4gua em cations mono ou
bivalentes pela hidroxila e grupos funcionais carboxilatos da superficie viral, elevando a
quantidade de virus adsorvidos pela superficie catidnica (PHAM et al., 2009).

3.5 Tratamento: inibidores contra o SARS-CoV-2

As S-pro e M-pro (também chamada de 3CL-pro) sdo os dois locais principais
para o desenvolvimento de medicamentos para SARS-CoV-2, pois a M-pro desempenha
um papel fundamental na mediacdo para a replicacdo viral e na transcricdo onde existem
11 locais de clivagem. Inibindo a atividade da enzima receptora humana, ocorreria o
bloqueio direto da replicacéo viral (BADAVATH et al., 2020).

A Colchicina se liga aos microtibulos com pH de 6,7 a 6,8, apresentando fraca
interacdo com microtubulos com outros valores de pH. A Colchicina diminui o pH
intracelular por um curto periodo, e, apos a liga¢do aos microtibulos, ocorre aumento do
pH intracelular, e, a medida que o pH aumenta, a ligagcdo da Colchicina ao microttubulos
diminui (CURE et al., 2020).

DHAR e ROY (2020) realizaram a docagem da colchina e outras drogas as
proteinas M-pro e S-pro do SARS-CoV-2, mostrando os valores mais elevados de energia
de afinidade com a M-pro do que com a S-pro, 0 que sugere melhor desempenho em
interagir nos meios intracelulares.

A reutilizacdo de medicamentos contra o COVID-19 exige que a afinidade de
ligacdo e a estabilidade com TMPRSS2. No presente estudo, realizou-se a docagem
molecular e a simulacdo com dindmica molecular do Nafamostato, Leupeptina e
Camostato. Resultados da docagem revelaram que a molécula de Leupeptina se liga mais
fortemente a proteina TMPRSS2 do que as outras duas moléculas de drogas. Os valores
RMSD e RMSF da simulagdo com dindmica molecular confirmam que a leupeptina é
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mais estdvel, embora o Nafamostato tenha revelado estabilidade intermediaria
(RAMAKRISHNAN et al., 2021).

NELAKUDITI e SHRIVASTAVA (2021) realizaram simula¢es com diversas
Drogas e as M-pro e S-pro do SARS-CoV 2, destacando-se o Selinexor, que respondeu
positivamente como inibidor ao interagir com as proteinas citadas. A docagem foi
realizada com Autodock Vina. E, concluiram que a proxima etapa devem ser testes in
vitro sobre a eficacia do Selinexor e das demais drogas ao inibirem a acdo de infec¢édo por
COVID-19.

Por outro lado, o uso de substancias naturais antimicrobianas, antioxidantes e
antiinflamatdrias obtidas de matérias-primas vegetais podem ser utilizadas na cicatrizacéo
e na protecdo de feridas contra agressdes externas (SUNTAR et al., 2011). Conhecida
popurlamente como "jucd”, a Libidibia ferrea ou Caesalpinia ferrea é uma planta da flora
brasileira, bastante utilizada na Amazonia. Diversos estudos tém sido realizados para
comprovar as propriedades medicinais atribuidas a planta (KOBAYASHI et al., 2015).

Os principios ativos da planta sdo extraidos com metanol, e 0s caracterizaram com
acao antifangica e antibacteriana (principalmente das vias orais) (SAMPAIO et al., 2009).
Outras pesquisas mostraram que o extrato aquoso bruto de plantas desta familia tem efeito
antiinflamatdrio e analgésico (BACCHI et al., 1995).

3.6 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

O DFT é um dos métodos quimicos quanticos, que permite calcular uma gama de
propriedades por apresentar resultados tedricos proximos aos experimentais € muitas
vezes permite compreender sobre a geometria, propriedades eletrbnicas e
espectroscopicas dos sistemas em analise, levando aos calculos de propriedades
moleculares (ORIO et al., 2009).

O B3LYP, que é um funcional hibrido da DFT, com um sofisticado conjunto de
bases 6-311++g(d,p) apresentando bom desempenho na obtencdo de propriedades de
moléculas formadas por carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O) e hidrogénio (H), e foi
utilizado por NETO (2018), para determinar as propriedades termodindmicas do géas
natural, com base na termodinamica estatistica, com o conjunto de bases 6-311++g (d,p),

estimando entdo a Energia Interna, a Entalpia, a Energia livre de Gibbs e a Entropia.
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A otimizacdo de geometria das espécies em estudo é o primeiro passo na maioria
dos estudos tedricos/computacionais, e a utilizagdo do DFT para tal proposito, é confiavel,
pois ha uma concordancia com resultados obtidos experimentalmente (ORIO et al., 2009).

Outra razdo para a escolha é a capacidade de convergéncia, dependendo do
tamanho do conjunto, o que torna a otimizagdo de geometria bastante econdmica.
Exemplo, € o caso do grande nimero de proteinas é comum, e, por conta de protonagéo e
hidratacdo é necessario otimiza-la por GGA/BP86 (ORIO et al., 2009).

3.7 Método de Hartree e Fock (HF)

Hartree e Fock em 1920 (SZABO e OSTLUND, 1989) concentraram-se na
solucdo da equacdo da onda, e devido a essa abordagem, originou-se inimeras tentativas
de fornecer solucBes aproximadas a equacao de Schrodinger, que é a equacdo fundamental
de mecénica quéantica para descrever qualquer resposta com base em sistemas quimicos,
tornando-o pioneiro nessa abordagem.

O método HF € entdo utilizado com ponto de partida ou ab initio, ou seja, é
combinado a outros métodos de interacdo de configuracdo devido as limitacGes do HF
puro, o que tém originado funcéo de onda proximas da solucdo exata. Embora, Métodos
de HF acoplado apresentem dificuldades em sua aplicagédo para sistemas bioinorganicos
e bioldgicos, pois o custo computacional se eleva com moléculas contendo mais de 20
atomos (ORIO et al., 2009).

SANTOS et al. (2014) apresenta a metodologia adotada para melhorar esses
custos: o uso de bases conjugadas ao método de HF tradicional, e as classifica em: (HF/3-
21G*, HF/3-21G**, HF/6-31G, HF/6-31G*, HF/6-31G** e HF/6-311G), sendo
empregado para otimizar a geometria com a determinagdo da energia e outras
propriedades moleculares de um sistema, e, as bases se utilizam de calculos mais
sofisticados. A resposta da aplicacdo do metodo depende do conjunto de bases adotado,

que deve deter o maximo de informac6es a respeito do sistema em estudo.

3.8 Docagem molecular

A docagem molecular € um método que faz uso de linguagem computacional para
estimar comportamento molecular, tanto estruturalmente, quanto nas possibilidades de se
estabelecer ligacdes, com base na afinidade de ligacdo, sendo esta energeticamente

favoravel. Dessa forma, € capaz de simular a interacdo molecular e prediz a forma de
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ligacdo e a afinidade entre receptores e ligantes, denominando-se como acoplamento
molecular. E uma técnica utilizada para simular a conformagio ideal de acordo com a
complementaridade e pré-organizacao, que poderia prever e obter a afinidade de ligacao
e 0 modo interativo entre o ligante e o receptor (MORRIS e LIM-WILBY, 2008, FAN et
al., 2019)

No entanto, o verdadeiro processo de acoplamento é téo flexivel que os receptores
e ligantes precisam mudar sua conformacdo para se encaixarem bem. Baseada na
complementaridade geométrica, a complementaridade energética e a pré-organizacao
garantem que receptores e ligantes obtenham a estrutura mais estavel de forma a
minimizar a energia livre (AUDIE e SCARLATA, 2007).

BADAVATH et al., 2020 utilizaram (PDB-6LU7) da M-pro (também chamada
de 3CL pro), do SARS-CoV-2 para determinar o sitio ativo da M-pro, capaz de inibir a
acdo do virus, realizaram a docagem molecular para testar 118 compostos, contendo 16
compostos com base em oxidiazdis e por¢des de isatina , conhecidos por serem usados
como anticancer, antiparasitario e utilidade similares, além de 5 compostos naturais e 8
drogas ja aplicadas. E, ap6s a docagem, a interacdo entre os compostos e M-pro é
realizada pela dindmica molecular.

O sitio ativo da M-pro esta localizado em uma lacuna entre uma diade catalitica
histidina/cisteina. Em M-pro, Cys145 atua como um nucleofilo durante o primeiro estagio
da reacdo de hidrolise assistida por His 41 como um catalisador basico (CONNOLLY,
1993).

3.9 Dindmica molecular

Propriedades macroscépicas mensuradas experimentalmente sdo médias sobre
bilhGes de moléeculas, representadas por mecanica estatistica. Esse calculo tem profundas
implicacdes tedricas, que sdo abordadas em grande detalhe pela literatura (ALLEN e
TILDESLEY, 1989, FRENKEL e SMIT, 2001).

A simulacdo faz-se necessaria na auséncia do experimental. E, assim como o
experimental, a simulacdo de comportamento de substancias, € embasada em obtencéo de
dados dos sistemas, composto por individuos quando expandidos gerem um conjunto
representativo do mesmo, considerando o equilibrio termodindmico, na leitura de
parametros fisicos, por se tratar de um sistema, e nado trajetorias atbmicas individuais
(LINDAHL, 2008).
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As metodologias consideradas confidveis de se obter dados no equilibrio séo a
docagem molecular e a dindmica molecular; sendo que a Ultima possui vantagem de
reproduzir com precisdo cinética as propriedades mesmo que nao estejam em equilibrio
termodinamico, como difusdo ou dobramento. A simulacéo do equilibrio é forcada pela
aplicacdo de forcas de intensidade elevada, sobre o sistema, quando necessério, para
atingi-lo. Geralmente, é necessario a minimizacdo de energia do sistema antes da
simulacdo de dindmica molecular (LINDAHL, 2008).

A simulacdo por meio de aproximac@es é mais ou menos empirica, pois utiliza os
campos de forga para calcular as interagdes e avaliar a energia potencial do sistema como
uma funcédo de coordenada atdmica pontual. Um campo de forca consiste de um conjunto
de equacdes usadas para calcular a energia potencial e as forcas atuantes nas coordenadas
das particulas, bem como uma colecao de pardmetros usados nas equactes (KAMINSKI
et al., 2001, MACKERELL, et al., 1998, OOSTENBRINK et al., 2004, WANG et al.,
2000).

As equacOes nas quais a dindmica molecular se baseia sao:

azri

at? (2)

Fi = mja; = m;

ov
Fi=—-2" )

Onde :
mi é a massa, ai é a aceleracdo, Fié a forca em que a particula i esta sujeita e ri sdo as suas
coordenadas, V é a energia potencial de interacdo e t é o tempo.

A dindmica molecular observa a evolugdo temporal do sistema em estudo através
da determinacédo do deslocamento das particulas que o compdem. O equilibrio mecénico
e o térmico sdo atingidos através das interacOes entre as particulas. E, caso ocorram
perturbacgdes externas o sistema pode atingir uma nova configuracdo de equilibrio. Em
dindmica molecular, a trajetoria das particulas do sistema é calculada por Newton-
Hamilton (COSTA, 2015).

Inicia-se os célculos com dados conhecidos das coordenadas e da velocidade em
um dado tempo, entdo, com as solucBes das equacdes classicas do movimento para N
particulas que interagem através do potencial conhecido podendo ser quéantico, classico
ou misto (classico e quéntico), como em potenciais do tipo QM/MM, tornam possivel

conhecer todas as configuragcdes para uma seqiiéncia de tempos posteriores.
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O Hamiltoniano do sistema é dado pela seguinte equacéo:

2
H(ry, . Ty e, D1y o Pr) = Zzp_r;i +U(ry, ... 1) €))

onde r, P e m, sdo, respectivamente, a posicdo, momento e massa da particula, e U € a
energia potencial entre particulas.

A dindmica molecular é baseada na integracdo numérica das equacdes do
movimento. Desde que o sistema em estudo seja conservador, determina-se a forca em

cada particula do sistema a partir da energia potencial, de acordo com a equacao:

Fy=-vu@"™) )

onde F; e U(rN) éaforca e a energia potencial intermolecular de um sistema constituido

de N particulas, respectivamente, e é dado pela seguinte equacéo.

ue™) =X u(r;) (6)

onde u(r;;) € um potencial efetivo que inclui o efeito da contribui¢ao média de N corpos.

Um tipico potencial efetivo para sistemas simples ¢ o potencial de Lennard-Jones:

ue =4 [(7)" - ()] U

onde & ¢ a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e repulsiva, e ¢ €
aproximadamente o didmetro molecular. Esse potencial pode também ser chamado
potencial de Van Der Waals.
A aceleragdo a; da particula de massa m; € determinada diretamente pela equagédo
(2), por integragéo de a;:
Fi(t) = m;a; (3)

As integracdes das equacgdes do movimento séo realizadas por meio de algoritmos,
como o Verlet, Velocity Verlet, Leap-Frog, entre outros. Esses algoritmos geram a
simulacdo de dindmica molecular. A energia cinetica E,. de um sistema de N particulas
com massa m é dada pela equagéo:

1gn pf

i=1 ©)

E.=
C 2 ;
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3.9.1 Propriedades termodinamicas calculadas

A primeira lei da termodindmica estabelece que a energia total de um sistema é a
soma das energias cinética e potencial que atuam sobre 0 mesmo, € a defini¢do de energia
mecanica. Se o sistema for conservativo, a energia mecanica total é conservada e definida
como uma constante de movimento. A expressao que estabelece a relacdo entre energia
mecanica, cinética e potencial é dada por:

Er = Ecin + Epor (10)

A energia que um corpo em movimento possui devido, exclusivamente, a sua

velocidade de deslocamento, denomina-se energia cinética e pode ser calculada por:

mV?

Ecin = 2 (11)

E, esta pode também ser relacionada com a temperatura absoluta pela expressao:
Ecin = kain situ (12)

Esta expressdao mostra que a razdo ke tem valor caracteristico de acordo com o
sistema estudado ou simulado. Ecin representa a energia cinética do sistema e Tinsitu € @
temperatura local em que o sistema se encontra. A equacdo (12) mostra que a razéo da
energia cinética de um sistema pela temperatura local, em que o sistema apresenta aquela
energia, dd como resultado uma constante.

Para o caso da entropia, tem-se que:

AS = 2 (13)

Tiocal

onde:
Tiocal € a temperatura local do sistema e Et é a energia total .

Todos os campos de forca comuns subdividem fungfes potenciais em duas
classes: As interacdes de ligacao e as interacGes de ndo-ligacdo. As de ligacao se referem
a ligacdo covalente, flexdo em angulo, potenciais de tor¢éo, rotacéo e tor¢do impropria
fora do plano. As interagdes de ndo ligacdo abrangem repulsdo Lennard-Jones e disperséo
eletrostatica Coulombiana (LINDAHL, 2008).

Para minimizar a energia, o algoritmo de steepest descent desloca cada atomo por
uma curta distancia na direcdo de diminuicao de energia, enquanto a dinamica molecular

é realizada pela integracdo de equacgdes de Newton do movimento (CHANDLER, 1987).
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Simulagdes biomoleculares tipicas usam condi¢des de contorno periodicas para
evitar falsa superficie, de modo que uma molécula de agua que sai para a direita reaparece
a esquerda. Se a caixa é suficientemente grande, as moléculas nédo interagirdo
significativamente com suas copias periodicas. Isso esta intimamente relacionada as
interacOes ndo ligadas, que idealmente deveriam ser somadas a todos os vizinhos no
sistema periddico infinito resultante (LINDAHL, 2008).

A malha de particulas de Ewald (PME) para calcular as interacdes eletrostaticas
infinitas, dividindo a soma em curto e longo alcance em partes (ESSMAN et al., 1995).
Para PME, o corte determina apenas o equilibrio entre as duas partes, e a parte de longo
alcance é tratada atribuindo cargas a uma grade que é resolvida em espago por meio das

transformadas de Fourier.
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4 Metodologia da pesquisa

4.1 Preparacdo para simulacgdo: Interagéo entre proteinas do SARS-CoV-2 e carvéo
ativado

As estruturas modeladas M-pro e S-pro (PDB ID: 6lu7 e 6vxx) respectivamente
(SU et al, 2020, WALLS et al., 2020), foram recuperadas do repositorio Protein Data
Bank (PDB) (BERMAN et al., 2003). O tamanho da S-pro ¢ de 12 nm e da M-pro ¢ de 5
nm. Cada estrutura foi minimizada se utilizando do campo de forca CHARMM36 ¢
AMBER({f14sb (WANG et al., 2004). As estruturas das proteinas estdo representadas na
figura 4.1.

Figura 4.1: Estrutura Molecular em 3-D: a) M-pro e b) S-pro.

Fonte: Protein Data Bank.

As estruturas dos carvoes ativados foram originadas no GaussView e submetidas
a calculos de otimizagdo geométrica (BOFILL, 1985) usando o método de Hartree-Fock
HF/6-311G (CRUZ et al., 2018) no software Gaussian 09W (FRISCH et al., 2009)
seguindo o protocolo de Single Optimized Gaussian Basis (SINGS) (MACHADO et al.,

2009). Duas estruturas de carvao ativado foram obtidas: uma nao modificada com
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oxigénio (CANMO) e outra modificado com oxigénio (CAMO), com tamanhos em torno

de 1,5 nm e 1,6 nm, respectivamente, conforme figuras (4.2.a) e (4.2.b).

Figura 4.2: Estrutura molecular do carvao ativado: (a) ndo — modificado com oxigénio
(CANMO) e (b) modificado com oxigénio (CAMO).

@ Carbon

4.2 Docagem molecular: Interacéo entre proteinas do SARS-CoV-2 e carvao ativado

Ap0s os processos de minimizacdo do receptores e optimizacdo dos ligantes, o
acoplamento molecular foi realizado usando o pacote de software Autodock Vina 4.2.6
(ADV) (MORRIS et al., 2009) e Autodock Tools (ADT) (HUEY et al., 2007). O software
¢ Autodock Vina 4.2.6 € um conjunto de ferramentas de docagem molecular
automatizado. E projetado para prever como pequenas moléculas (ligantes) se ligam a um
receptor de estruturas de biomacromoléculas-alvo, produzindo resultados com acurécia
média nas previsfes do modo de ligacdo, realizando interface grafica com o Autodock
Tools quase instantaneamente.

Os termos empiricos baseados na mecanica molecular sdo multiplicados por
coeficientes que sdo determinados por analise de regressdo linear dos complexos com
estruturas em 3D e energias livres de ligacdo conhecidas.

Termo referente a Van Der Waals:

AGyaw = Wyaw (14)
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Termo referente a ligacao de hidrogénio:

AGligagﬁo—H = Wligagéo—H Zi,j E(t) (1_1_2 T + Eligagéo—H
1 1]

Termo referente a Lei de Coulomb (eletrostatico):

_ a4,
AGelec = Welec Zi,j (ripry

Termo referente a torsdo:
AGior = WiorNior

onde:

(15)

(16)

(17)

Nior € 0 nimero de todas os angulos de rotagdo, exceto ligagdes de guanidina e amido.

Termo referente a dessolvatagao:
2.
_U
AGgessory = Waessotw Zi,j(SiVj + SjVi)eZch
onde:
Si = a; + klql

1,.2

iy
AGdessOlv = Wdessolvz. '(CliVj + qulll/} + ajVi + qulel-)ezgz
LJ

Da definigcéode dessolvatacao:
AGdessolv = AGdessolv,precalc + AGdessolv,lig
Substituindo a eq. (20) na eq. (18):

r2

ij

— E 2

AGdessolv,precalc - Wdessolv . .(aiv}' + ajVi + lejlvi)eza
i,j

Definindo-se:

2

Tij
AGdessolv,lig = Wdessolkai,j(Mile)ez”z

(18)

(19)

(20)

€2y

(22)

(23)
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AGgessolv,ligmap = Wdessolv (24)
Substituindo a eq. (23) na eq. (24):
AGgessorw,iig = Waessow| il AGaessow,ligmap (25)
A Energia livre de Gibbs total é dada por:
AG = AGyaw + AGyigagao-n + AGetec + AGtor + AGgessoww (26)
onde os coeficientes da energia livre de Gibbs

Wyaw, Wiigagio—t» Weleer Wror€ Wessolv $30 calculados pelo AutoDock 4.

Todos os angulos de tor¢ao nos ligantes foram relaxados, permitindo a execugao
da docagem molecular flexivel, enquanto os receptores permaneceram rigidos durante
todo o processo. Com os hidrogénios polares adicionados aos receptores, o modelo de
carga parcial dos 4tomos unidos de Kollman (BAYLY et al., 1993), foi atribuido aos
ligantes e receptores.

Aplicou-se a carga e selecionou-se de hidrogénios polares (CORSEUIL e
WEBER, 1994) no receptor e ligantes onde consideramos liga¢gdes de hidrogénio usuais
e incomuns (SILVERSTEIN ef al., 1998). Parametrizou-se a grade da caixa seguindo o
potencial de Lennard-Jones (ASL ef al., 2012), com fatores eletrostaticos e fornecendo
valores para todos os atomos do receptor. A grade da caixa para as simulagdes continha
as seguintes dimensdes: 60 A x 48 A x 43 A, para M-pro e 62 A x 56 A x 49 A para S-
pro, para as diregdes X, y € z respectivamente no local de ligacdo de cada uma das duas
biomacromoléculas.

Durante a docagem molecular, a probabilidade inicial de acoplar um receptor a
um ligante ¢ estimada por uma fun¢do de pontuacdo eficiente e os coeficientes de
compatibilidade sdo atribuidos de acordo com a condig@o coexistente de duas ligacdes de
hidrogénio (YANG et al, 2015). Apdés o acoplamento da ligacdo de hidrogénio, a
complementaridade geométrica dos sitios doadores e aceitadores durante a interagdo €
levada em consideracao para o deslocamento do ligante (SERGEY e BAIDAKOYV, 2016).

A partir de entdo, ocorre a reducdo a um problema de otimizagdo para calcular as
matrizes ideais de translagdo e rotacdo que minimizam a raiz do desvio médio quadratico

entre dois conjuntos de pontos. Além da interagdo de Van Der Waals, a contribuicao das
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ligagdes de hidrogénio intermoleculares (SERGEY e BAIDAKOV, 2016) em um
complexo ¢ incluida na fun¢do de pontuacdo para avaliar a qualidade do encaixe.

A funcao empirica de energia livre e o algoritmo genético Lamarckiano (LGA)
foram utilizados para as simula¢des de docagem molecular adotando os parametros mais
utilizados. A partir dos resultados obtidos da docagem molecular, 20 conformagdes
principais foram selecionadas usando-se o software AutoDock Vina para cada sistema
ligante-receptor. Para cada sistema molecular, selecionou-se a conformagado de energia de
afinidade (EA) com ligagdes quimicamente razoaveis (comprimentos adequados para
ligagdes quimicas).

Posteriormente, essas poses foram utilizadas como conformagdes iniciais em
simulagdes no processo de dindmica molecular. Além disso, uma visualizagdo em 3D e
resultados salvos no formato PDBQT foram obtidos usando o software Discovery Studio

Visualizer 3.5 (BIOVIA, 2017).

4.3 Dindmica molecular: Interacdo entre proteinas do SARS-CoV-2 e carvao ativado

Apds o procedimento de docagem molecular, os arquivos de topologia dos
complexos foram preparados para o Campo de Forca AMBER {f14SB e o Campo de
Forca Geral Amber (GAFF) (MACHIREDDY et al., 2017, CASE et al., 2005). Nessa
perspectiva, foram criadas trés caixas octaédricas, com espacamento de 10 A entre o
soluto com cada face do octaedro, com aproximadamente 16.188 moléculas de agua
TIP3P (MICHEAL et al., 2014, MAO e ZHANG, 2012) solvatacao dos sistemas. Entao,
para garantir a carga neutra dos sistemas, 8 ions Na ™ foram adicionados para neutralizar
os terminais de aminoacidos.

Tal processo de solvatagdo também forneceu for¢as de Van Der Walls, bem como
forgas eletrostaticas iniciais para os sistemas. Condi¢des de contorno periddicas usando o
método da malha de particulas de Ewald (PME) (NETO et al., 2013, DI PIERRO et al.,
2015) foram realizadas para garantir que o soluto (ligante-receptor) ¢ imerso no solvente
durante ndo apenas a minimizag¢ao, mas também durante a dindmica molecular.

A PME cria réplicas do sistema central em cada face do octaedro fazendo com que
qualquer molécula que se mova no sistema da mesma forma seja replicada nas nas células,
bem como se qualquer molécula cruzar os limites do octaedro, replicando-o retornaré para

o sistema central (ELFIKY e AZZAM, 2020, AMMAR et al., 2020).
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Como os residuos adicionados ndo receberam inicialmente influéncia eletrostatica
do soluto, ha grandes chances de ocorrerem lacunas, "espagos vazios", entre o soluto e o
solvente, o que pode ser uma possivel fonte de instabilidade nas etapas seguintes. Para
reduzir a possibilidade de ocorréncia de tais anomalias, ¢ necessario proceder as duas
fases de minimizag¢do antes do inicio da aplicacdo de dindmica molecular.

Na primeira fase de minimizagdo, foi utilizado o médulo PMEMD (CASE e
CHEATHAM, 2005, LI et al., 2018), que relaxa a estrutura movendo os dtomos até que
um gradiente médio suficientemente baixo seja obtido. Os sistemas sdao mantidos fixos
com restri¢des de posi¢do de 209 kJ/mol.A?, com um corte de 10 A para truncar interacdes
de Van Der Waals de longo alcance, com volume constante através do conjunto NVT,
(KNYAZEV E LASHUK, 2008, MAHARAIJ E SOLIMAN, 2013).

Assim, isso garante condi¢des de contorno periddicas, e, apenas o solvente, assim
como os ions, sdo otimizados para 20.000 ciclos, sendo 10.000 ciclos pelo algoritmo de
descida mais ingreme e 10.000 ciclos pelo algoritmo do gradiente conjugado (KNYAZEV
e LASHUK, 2008).

A segunda fase de otimiza¢do ¢ minimizar todo o sistema usando uma combinacao
de métodos de descida mais ingremes e um gradiente conjugado. Neste caso, 30.000
ciclos de minimizagdo foram realizados sem a restri¢do das posi¢des atomicas do sistema
devido a vibra¢do molecular, dos quais 15.000 ciclos estdo usando o algoritmo de descida
mais ingreme e os 15.000 ciclos restantes usando o gradiente do algoritmo combinado
com o resultante da energia do sistema como um todo, em kcal/mol.

As etapas de minimizagdo sdo um procedimento que antecedem a dindmica
molecular para fornecer um sistema soluto-solvente (complexos, ions e moléculas de
agua) com a energia global minima necessdria para a convergéncia na dinamica
molecular.

O sistema foi aquecido de 10K a 315K devido a temperatura média do corpo, com
restri¢des vibracionais para o soluto (Complexo-ligante-ions) com uma forca constante
de 83,60 kJ/mol.A? e o solvente (moléculas de 4gua) sem restricdes (MAHARAIJ e
SOLIMAN, 2013). Os comprimentos de ligagdo dos atomos de hidrogénio foram
restritos, com um corte de 10 A para truncar as interacdes Van Der Walls. Posteriormente,
os complexos foram submetidos ao equilibrio do sistema, a uma temperatura constante de

300 K, por um tempo de 100 ps para que suas informagdes pudessem ser analisadas.
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O sistema receptor-ligante foi construido com o médulo tLEaP (DEVANATHAN
et al., 2016). Todos os receptores foram descritos pelo campo de forca ff14SB. Em
seguida, na fase de equilibrio do sistema, realizada em seis etapas, os sistemas foram
submetidos a uma simulagdo com duracao de 100 ps a uma pressao constante de 1 bar
mantendo uma temperatura de 300K dentro do conjunto isotérmico (NPT) (SANTOS et
al., 2015).

O método PME foi aplicado para calcular as interagdes eletrostaticas e o algoritmo
SHAKE para restringir ligacdes covalentes envolvendo hidrogénio. Utilizando a
ferramenta CPPTRAJ (ZHEN et al., 2017), foi possivel extrair as informagdes necessarias
para a criagdo de graficos RMSD e tabelas de energia livre de Gibbs (CRUZ, et al., 2018,
JASZ et al., 2017), tudo em fung¢do do tempo.

4.3.1 Desvio Quadrado Médio da Raiz (RMSD)

O Desvio Quadrado Médio da Raiz(RMSD) indica o quanto a estrutura da
proteina muda durante uma simula¢do, sendo a estrutura inicial, geralmente
cristalografica. Por meio do modulo do programa CPPTRAJ, foram extraidas as
informagdes necessarias para a criagdo dos graficos dos valores RMSD em fungdo do
tempo. Esses valores indicam os desvios das estruturas geradas durante a simulacdo em
relagdo a estrutura inicial obtida através da docagem molecular, ou seja, a estabilidade e

equilibrio do sistema considerando a dimensao do tempo. A equagdo que o rege €:

TN o[m; (X;—Y;)?]

RMSD =
M

27)

onde:

N ¢ o numero de atomos, mi é a massa do atomo 1i;

Xi € o vetor coordenado para o 4&tomo alvo 1i;

Yi € o vetor coordenado para o atomo de referéncia i € M ¢ a massa total do sistema.
Caso o RMSD nao possua peso em massa, considera-se que todos mj=1e M =N.

O RMSD corresponde as conformagdes de um determinado conjunto de pontos ja
obtidos, fornecendo uma medida da diferenga na posicdo inicial desses mesmos
conjuntos. O objetivo deste calculo ¢ validar se as estruturas geradas com a dinamica
molecular estdo em equilibrio, fazendo uma comparagao entre todas as estruturas obtidas

durante o processo de dindmica molecular, e suas posi¢des em relagdo ao receptor.
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4.3.2 Energia Livre de Gibbs

A energia livre define as afinidades de ligagdo das interacdes proteina-proteina e
proteina-ligante, e a eficiéncia das ligacdes possiveis também quantifica muitos outros
processos importantes, como reagdes enzimaticas, transferéncia de elétrons (NOLL e
HUGHES, 2018), transporte de ions através das membranas (GUIDELLI e BECUCCI,
2011) e a solvatagdo de pequenas moléculas (LINDLEY, 1967).

O método de MM/PBGBSA ¢ utilizado para determinar a Energia livre de Gibbs,
sendo resultado da combina¢do entre a metodologia de Mecanica Molecular de area
superficial de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) com Mecanica Molecular de area
superficial generalizada de Born (MM-GBSA), sdo usados tradicionalmente em
simulagdes de biodindmica em projetos de farmacos (KERRIGAN, 2013).

Usou-se os scripts MM/PBGBSA (LOZANO e FLEMING, 2006, VALERO et al.,
2012) incluidos no AmberTools 16.0 para executar automaticamente todas as etapas
necessarias para estimar a energia de ligagao livre do complexo usando tais métodos. No
entanto, ¢ geralmente aproximado que nenhuma mudanga conformacional significativa
ocorre apos a conexao, de modo que instantaneos das trés espécies podem ser obtidos a
partir de uma Unica trajetéria (RIFAl et al., 2019).

As interacOes entre a estrutura de carvao (ligante) e as proteinas (S-pro e M-pro,

receptor) podem ser representadas da seguinte forma por CAVALHEIRO et al. (2017):

L+ R 2 LR,
onde:

Lé o ligante, R € o receptor, RL ¢ ligagdo do complexo formado entre L e R.

A energia livre de Gibbs de ligagdo do complexo solvatado, pelo método MM-
PB(SB)/SA é:

- AG?

— AGY sol,receptor (28)

0 — 0 0
AGligat,‘ao,sol - AGligagéo,vacuo + AGsol,complexo solligante

onde:
AGfgacios01 € @ energia livre de Gibbs da ligagdo do complexo solvatado;
AGfgagiovacuo € @ €nergia livre de Gibbs da ligagdo do complexo no vécuo;

AGgo) complexo© @ €nergia livre de solvatagdo do complexo;



55

AGgo)jigante € @ energia livre de solvatagdo do ligante;

AGgo) receptor € @ €nergia livre de solvatacdo do receptor.
E,
AG; s = AE}) — TAS? .1; (29)
Ligagdo,vacuo MMolecular analisenormal
Sabe-se que:
0 —
AEMMolecular - AEinterna + AEeletrostaica + AEVDW (30)

Por definicao:

0 0 0 ~ 0
AGsol,complexo - AGsol,ligante - AGsol,receptfor ~ AGsol (31)
0o _ 0 _ 0 0
AGsol - Geletrostatica,s=80 Geletrostatica,£=1 + AGhidrof()bico (32)

Sabe-se que:

Ggletrostatica,e:SO - Ggletrostatica,s:l ¢ 0 componente polar,
E,

AGiarofsnico © O cOMponente nao polar;

Define-se:

PB/GB _ 0 _ 0 _ _1 PB/GB
AG - Geletrostatica,£=80 Geletrostatica,s:l - GPB(GB) (X) - 2Zi,jex qi qjgij

(33)

AGSA = AGf?idrof()bico. (34)

E, ao se substituir as eqgs. (33) e eq. (34) na eq. (32):

AGY, = AGPB/CB + AGgp (35)
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4.4 Preparagdo para simulacdo: Interagdo entre proteinas do SARS-CoV-2 e farma-
cos e componentes da Libidibia ferrea

As proteases E-pro, M-pro e S-pro respectivamente (PDB ID: 7K3G, 6LU7,
6VSB), foram recuperadas do repositorio Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al.,
2003). As estruturas dos receptores foram otimizadas utilizando o software Chimera
1.15.6 (CHM) (YANG et al., 2012). Usou-se 0 CHM como uma funcdo de realizacdo
escalar com o proposito de otimizar para possibilitar multiplos alvos. A figura 4.3
demonstra as estruturas usadas no presente trabalho.

O campo de forca AMBERff14sb (MAIER et al., 2015) foi aplicado, para se obter
a melhor conformac¢do com base no conjunto, onde também calculamos as cargas de
potencial eletrostatico restrito (RESP) (BAYLY et al., 1993, WOODS e CHAPPELLE,
2000).

Figura 4.3: Estruturas dos receptores: a) E-pro, b) M-pro e c) S-pro.

Fonte: Protein Data Bank.

Os seis ligantes foram selecionados do banco de dados PubChem, que foram
otimizados por Gaussian 09W (FRISCH et al., 2009) usando a Teoria Funcional da
Densidade (DFT) (NETO et al., 2013, MACHADO et al., 2009) com B3LYP/6-311 ++
(d, p) (MARTINS et al., 2021, AROUCHE et al., 2021). A figura 4.4 apresenta as

estruturas dos ligantes.
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Figura 4.4: Ligantes: a) Colchicina, b) Acido Elagico, c) Nafamostato, d) Pauferrol A, €)
Selinexor e f) Sitosterol.
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4.5 Docagem molecular: Interacdo entre proteases do SARS-CoV-2 e farmacos e
componentes da Libidibia férrea

A docagem molecular foi realizada usando o servidor SwissDock (SWD)
(SANTOS, et al., 2015). Nesse céalculo, os ligantes foram considerados flexiveis,
enquanto os receptores foram tratados como uma estrutura rigida. Nessas interagdes,
consideramos a mudanca da energia de afinidade em kcal/mol.

Os seis ligantes investigados originaram 250 posigdes, que interagirem com as
macroestruturas por meio de algoritmo de docagem do SWD. A melhor posicéo para cada
sistema ligante-receptor (sistema de menor energia) foi selecionada (GROSDIDIER et
al., 2009 GROSDIDIER et al., 2011), analisando-se as conformag6es. O SWD avaliou a
energia de afinidade da ligacéo estabelecida usando uma fungdo com base no campo de
forca CHARMMZ22 (BROOKS et al., 2009, MACKERELL et al., 2000).

A energia potencial, U (R) é uma soma de termos que compdem as contribui¢es
internas com as de ndo-ligagdes, em funcdo das coordenadas atdmicas, conforme
mostrado na equacéo (36) (BROOKS et al., 2009):
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UR = Y Kb—b)?+ D Ko@—00)2+ > Kys(S—50)*+

ligacao angular Urey—Bradley

+ Z K,(1+ cos(ng —8)) + 2 K,(w—wy)?+
diedrais improprios
12

j in\ 6
Z o | (R RMn 99,
min 1 ij iqj
J T P Z U ,
' & [< Tij ) ( Tij > ]+47T€0£Tij + cmap (@, )

parnao-ligado residuos

(36)
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5 Resultados e discussao

5.1 Analise da docagem molecular: interagdo entre as proteinas do SARS-CoV-2 e 0
carvao ativado

As duas estruturas moleculares do carvao ativado foram consideradas flexiveis e
os receptores S-pro e M-pro foram tratados como corpos rigidos, € com isso, o espaco de
busca torna-se limitado, considerando apenas trés graus de liberdade de translagao e trés
graus de rotacdo para o ligante. Nesse caso, a flexibilidade da ligacdo pode ser abordada
usando um conjunto pré-calculado de conformacdes de ligagdo ou permitindo um grau de
sobreposi¢do atomo-atomo entre a proteina e o ligante.

As energias de ligacdo (BHATTACHARIEE et al., 2015) entre essas moléculas
demonstraram a formagdo de um complexo favoravel uma vez que as energias de
afinidade obtiveram valores relativamente baixos.

O estudo de docagem molecular ¢ muito importante para prever as interagdes
moleculares entre o ligante e o receptor, que podem prever a reativagdo das moléculas no
ambiente enzimatico. A investigacdo da docagem sugere que os ligantes tém potencial de
intercalagdo para formar um complexo com os dois receptores, os compostos dentro de
M-pro e S-pro formando complexos com EA negativas.

Assim, considerando tais interacdes, os resultados de docagem revelaram
interacdes com o denominado sitio de protease ativo, onde existe uma maior chance de
adesdo aos alvos moleculares em questdo. Analisando as distdncias das interagdes
interatomicas e a partir dos resultados de EA, observa-se que o modo de interagao predito
pelas posigdes do CANMO e do CAMO pode indicar que possuem alta capacidade de
adsorcao.

A posigao final em cada sistema foi escolhida com base na localizacdo da energia
de afinidade mais favoravel. Os valores obtidos para a EA originadas da estrutura do
ligante CANMO com a M-pro foi de -42,68 kJ/mol e de -46,86 kJ/mol para a S-pro,
respectivamente.

Dentre as 20 conformagdes obtidas, aquela com o menor valor de energia de
ligacdo foi a conformacgdo 1, na qual ocorreram interagdes com a protease M-pro e os

residuos CYS145, HIS41, MET165, PRO168, GLY 143, ASN142 e GLU166.
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Os principais residuos de aminoacidos ligados a S-pro sao GLU516, PHE155,
PHEA464, LYS462, PRO463, PRO426. Outro aspecto importante a ser observado ¢ que o
sitio catalitico do S-pro possui caracteristicas hidrofobicas.

E possivel se analisar as interagdes estabelecidas entre 0 CANMO e M-Pro por

meio da figura 5.1.

Figura 5.1: CANMO interagindo com M-pro.

PRO168
MET165
CYS145
| ©
-
¢
¢
GLU166
ASN142
Carbon Hydrogen Bond Pi-Anion Pi-Alky!

| Conventional Hydrogen bond Pi-donor Hydrogen bond | Pi-Pi T-shaped

A interacdo do CANMO com a S-pro ¢ observada na figura 5.2. Assim,
considerando as distancias dessas interacdes, os resultados da docagem demonstraram
quatro tipos de ligagdes com o sitio ativo da S-pro, onde pode haver maior afinidade de
interacdo. As ligacdes de hidrogénio podem induzir mudancas na estrutura do S-pro. As
principais interagcdes moleculares e EA calculados sdo os fatores utilizados para avaliar a
confiabilidade do complexo previsto, e o processo de docagem identificou uma

conformagao mais favoravel.
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Figura 5.2: CANMO interagindo com S-pro.
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Por outro lado, a energia de ligacdo mais favoravel para CAMO para os dois
receptores foi de -43,93 kJ/mol interagindo com M-pro e de -45,60 kJ/mol com S-pro,
respectivamente. A molécula de CAMO possui certo grau de liberdade translacional,
vibracional e rotacional, e, a docagem acoplou esses parametros ao sitio ativo dos
receptores estudados. Portanto, as interagdes sdo capazes de produzir alteracdes na
conformacao do ligante com a presenga de interagdes do tipo pi-anion.

Assim, essa caracteristica pode estar relacionada ao fato do CAMO possui-la, o
que favorece dipolos elétricos em sua estrutura, devido a presenca de Os. Nas figuras 5.3
e 5.4, ¢ possivel vizualizar as interacdes estabelecidas entre 0 CAMO e residuos das

proteases.
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Figura 5.3: CAMO interagindo com M-pro.
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Figura 5.4: CAMO interagindo com S-pro.
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Analisando as interagdes obtidas apds aplicagdo da metodologia, observa-se que
o modo de interacdo previsto com as posi¢cdes dos compostos selecionados desempenha
um papel crucial sobre 0 CAMO, principalmente a interagdo com a S-pro, visto que ¢
importante ressaltar que o sitio catalitico de S-pro tem caracteristicas hidrofébicas, e o
modo de ligagdo previsto pelo calculo de docagem para esta protease sugere CAMO como
um candidato potencial para adsorver esta protease. O valor da EA indica que esta
interagdo pode ser mais facil de agregar.

Os resultados da docagem demostraram que as forgas das ligagcdes de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos ARG355, GLU516, ASP428 e as for¢as de Van Der
Waals podem fortalecer a interacdo. O CAMO se liga a oito aminoacidos do M-pro,
formando ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofébicas e com S-pro,
ligagdes de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas. O CAMO pode se ligar aos sitios ativos
da interface da proteina, desempenhando um papel crucial na interagao.

As tabelas 5.1 e 5.2 apresentam as caracteristicas das interagdes como a natureza
das ligacdes interatdmicas e a distancia de interagdo das M-pro com os carvdes ativados
do tipo CANMO e CAMO respectivamente. As tabelas 5.3 e 5.4 demonstram as
interacoes das ligacdes interatomicas e a distancia de interagdo das S- com os carvoes
ativados do tipo CANMO e CAMO.

O processo de adsorcao envolve diferentes mecanismos: interacdes de Van Der
Waals, ligacdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e interacdes hidrofobicas, e,
depende da natureza do complexo formado entre ligante e receptor. Os grupos polares dos
receptores tendem a interagir com os grupos polares na superficie do carvao ativado
usando hidrogénio, dipolo permanente e ligagdes dipolo-dipolo induzidas, que sdo
processos dirigidos por entalpia, enquanto as por¢des nao polares das moléculas sao
adsorvidas na superficie basal do carvao ativado por meio de interagdes hidrofobicas,
como pode ser visto nas tabelas a seguir.

Segundo CERMAKOVA et al. (2017) apontam que a adsor¢do de residuos das
proteinas ao interagirem com o carvao ativado ocorre de forma complexa, com muitos
fatores que devem ser considerados. Observaram interacdes hidrofobicas, interacdes
eletrostaticas e ligacGes de hidrogénio. O pH do meio é apontado como responsavel por
afetar as cargas do adsorbato e do adsorvente, determinando qual das forgas interatdmicas

controla o processo. Meio basico sdo adsorvidos por cargas negativas de carbono
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controlados pelas interaces eletrostaticas. E, as interagdes hidrofobicas controlam a
adsorcédo independentemente do pH.

No presente trabalho as interacfes abordadas sdo as ligacGes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e interacbes hidrofobicas. E, varia de acordo com o conjugado
formado entre proteina e adsorvente.

As moléculas que possuem o tipo de interacdo hidrofébica estdo intimamente
justapostas. Isso ¢, energeticamente desfavoravel e resulta na associacdo maxima de
moléculas hidrofobicas em um solvente aquoso, ou seja, na formacdo de interacdes
hidrofobicas. A energia da formacao de interagdes hidrofobicas transforma aminoacidos
de cadeias laterais hidrofobicas em proteinas, na maioria dos casos; este ¢ um componente

muito importante do dobramento adequado de proteinas.

Tabela 5.1: M-pro com CANMO.

GLY143 1320 L}gagaf) (‘1e Ligacdo ‘convcznc‘:lonal de
hidrogénio hidrogénio
ASN142 1321 L}gagﬁg (_1e Ligacao de hidrogénio
hidrogénio com carbono
GLU166 2,851 Eletrostatica Pi -anion
GLU166 2.115 L}gagaf) (}e ngage}o de .hldrogenlo do
hidrogénio tipo Pi -doador
HIS41 - 3,201 Hidrofoébica Pi— Pi em formato T
PRO168 2,403 Hidrofobica Pi -alquil
PRO168 2,927 Hidrofobica Pi -alquil
MET165 3,207 Hidrofobica Pi -alquil
CYS145 3,425 Hidrofobica Pi -alquil

Ao se analisar as forgas intermoleculares atuantes sobre as interagcdes do complexo

proteina-ligante, comparando-se os resultados obtidos para 0o CANMO (tabela 5.1) aos do
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CAMO (tabela 5.2), ¢ possivel identificar um aumento na quantidade ligagdo de
hidrogénio e de interagdes eletrostaticas, além da diminui¢ao das interagdes hidrofobicas.
Atribui-se ao fato do aumento de grupos oxigenados favorecerem ligacdes com

hidrogénio.

Tabela 5.2: M-pro com CAMO.

GLY 143 1,107 Ligagdo de Ligagdo convencional de
hidrogénio hidrogénio
SER144 1,903 Ligacao de Ligacao convencional de
hidrogénio hidrogénio
CYS145 2,131 Ligacao de Ligacao convencional de
hidrogénio hidrogénio
ASN142 2,409 Ligagdo de Ligagdo convencional de
hidrogénio hidrogénio
GLU166 2,107 Eletrostatica Pi -Anion
GLU166 2,305 Eletrostatica Pi -Anion
GLU166 2,183 Ligagdo de Ligagdo de hidrogénio do
hidrogénio tipo Pi -doador
HIS41 2,003 Hidrofo6bica Pi— Pi em formato T
PRO168 2,532 Hidrofobica Pi -alquil
PRO168 1,047 Hidrofobica Pi -alquil
MET165 2,150 Hidrofobica Pi -alquil

Nesse sentido, podemos observar que a interagao do tipo ligagao de hidrogénio
sao geradas com o CAMO, em ambos os sitios cataliticos dos receptores, contribuindo
parcialmente a analise de desempenho adsortivo e a distancias de ligagdo. Por outro lado,
a superficie do carvao ativado ¢ heterogénea, composta por regides hidrofobicas e

hidrofilicas, com uma variedade de grupos funcionais que sao principalmente oxigenados.
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As tabelas 5.3 e 5.4 apresentam a natureza das forcas intermoleculares, a descri¢do
das mesmas e a distancia de ligacdo estabelecida entre a S-pro e os ligantes CANMO e o
CAMO respectivamente.

Tabela 5.3: S-pro com CANMO.

PHES15 1,069 Ligagao de hidrogénio Ligaqé(fliil(;r;;zﬁic(i)onal c
GLUS16 2,495 Ligagao de hidrogénio BB d:alrlli)c(l)rri)ogénio com
PHE464 3,970 Hidrofobica Pi — Pi em formato T
PHE464 3.101 Hidrofobica Pi — Pi em formato T
PHE464 3,951 Hidrofobica Pi— Pi em formato T
LYS462 3,363 Hidrofobica Pi -alquil
PROA463 3,994 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 3,393 Hidrofobica Pi -alquil
PRO463 2,833 Hidrofobica Pi -Alquil
PRO463 2,410 Hidrofobica Pi -alquil
PROA426 2,284 Hidrofobica Pi -alquil
PRO463 3,419 Hidrofobica Pi -alquil
PROA426 3,142 Hidrofobica Pi -alquil
PROA426 2,076 Hidrofobica Pi -alquil
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Tabela 5.4: S-pro com CAMO.

ARG355 2,072 Ligacao de Ligagdo convencional
hidrogénio de hidrogénio
ASP428 1,536 Ligacdo de Liga¢do convencional
hidrogénio de hidrogénio
GLUS16 1,790 Ligacdo de Ligagdo convencional
hidrogénio de hidrogénio
PHE464 2,184 Hidrofobica Pi— Pi em formato T
PHE464 3,090 Hidrofobica Pi— Pi em formato T
PHE464 2,283 Hidrofobica Pi— Pi em formato T
PHE464 2,205 Hidrofobica Pi— Pi em formato T
PHE464 1,397 Hidrofobica Pi—Pi em formato T
PRO463 2,107 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 2,406 Hidrofobica Pi -alquil
PRO463 1,045 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 2,923 Hidrofobica Pi -alquil
PRO463 1,198 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 2,136 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 1,225 Hidrofobica Pi -alquil
PRO426 1,999 Hidrofobica Pi -alquil

Analisando as tabelas 5.3 e 5.4 pode-se notar que as interacfes do complexo
formado entre receptor e ligante é estabelecida na auséncia de interagdes eletrostaticas, e,
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com destaque a hidrofobicidade presente, mesmo se obtendo maior nimero de hidrogénio
na adsorsao com o CAMO.

Este comportamento é relatado por XIE et al. (2020) ao observar que o principal
mecanismo de interacdo entre a S-pro e diversas superficies em meio agquoso é
considerada basicamente como interagdo do tipo hidrofébica. Embora, na auséncia de
solucdo aquosa, ou seja, em ar apenas, poderia ocorrer o controle do mecanismo através
de interacOes eletrostaticas.

Os resultados obtidos nas tabelas 5.3 e 5.4 estdo intimamente ligados ao local da
ligacdo do receptor. Neste estudo, eles podem ser aplicados para otimizar as capacidades
de adsor¢dao do carvdo modificado com ozonio. A superficie do CAMO influenciou
fortemente a capacidade geral de adsor¢do do carvao, uma vez que ambos os carvoes
possuem redes porosas idénticas, mas com diferentes funcionalidades de oxigénio,
exibiram distancias médias de ligacdo mais curtas nas simulagdes.

A presenga da modificacdo com oxigénio diminuiu a extensdo das interagdes
dispersivas devido a natureza de aceitagdo de elétrons dos grupos de superficie.
Consequentemente, o carater hidrofobico/hidrofilico do adsorvente ¢ importante, uma vez
que controla o processo de adsor¢ao.

A influéncia da estrutura quimica do adsorvente € notada ainda na existéncia do
tipo de ligacdo estabelecida, pois as interagcdes do tipo pi sdo dominantes nas
especificagdes das interacdes.

E, segundo TEHRANI e KIM (2016) definem os sistemas do tipo pi sdo interacdes
de natureza atrativa e nao covalente que surgem devido a nuvem eletronica criada pelo
spin do tipo pi existente em compostos aromaticos e proteinas, por exemplo,
estabelecendo-se ligagdes ndo-covalentes com diversos sistemas moleculares. Varios
tipos de interagdes do tipo pi incluem hidrogénio-pi, pi-cétion, pi - pi e pi — anion, dentre
outras interagdes. Nas ultimas décadas, as interagdes pi foram extensivamente estudadas
devido a aplicagdo em complexos de proteinas, embalagem de cristal, nanomateriais e
dispositivos eletronicos, dentre outros.

TOOR et al. (2021) identificaram as interagdes pertinentes entre a S-pro (SARS
CoV-2) e o ligante ACE2 como predominantemente do tipo interacao de hidrogénio, e, as
interacdes do tipo pi ocorrem em menor quantidade, formando interagdes entre o receptor

e ligante mais afastados. O que justificaria a estabilidade formada entre o complexo S-
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ACE2, pois as ligacdes do tipo pi sdo mais fracas, pois estabelecem-se a maiores

distancias.

5.2 Analise de dindmica molecular e RMSD: interacdo entre as proteinas do SARS-

CoV-2 e o carvao ativado

As simulagdes em dinamica molecular descritas permitem que os atomos do
sistema atinjam velocidades compativeis com o equilibrio térmico. Além disso, a restricao
da posicdo dos atomos dos receptores e ligantes permite que as moléculas de agua se
organizem de maneira ideal ao longo da superficie do complexo. As simulagdes de foram
concluidas quando o tempo de simulacdo atingiu 100 ns.

Os resultados obtidos da variagdo de RMSD, sao demonstrados nas figuras 5.5,
5.6,5.7 e 5.8, gerados pelo programa Xmgrace. Ao observar essa figura, podemos ver as
posic¢des dos complexos (receptor com ligante) durante 100 ns das quatro simulagdes, que
durante o tempo de simulagio nio variaram acima de 3,5 A. Em geral, os ligantes também
apresentaram comportamento diferente quando comparados os valores de RMSD.

Nas figuras 5.5, 5.6, 5.7 € 5.8, houve muitas mudancas significativas nas posi¢des
dos carvdes, dadas pela diferenca em suas estruturas. Houve uma tendéncia maior de
estabilizagdo para o CAMO no M-pro (figura 5.7), onde se nota a tendéncia de
estabilidade, diferente da figura 5.5. Para o S-pro, o comportamento ¢ semelhante ao do
crescimento RMSD para carvao sem ativacdo, e uma tendéncia para estabilidade e valores
RMSD mais baixos ao usar CAMO com alguns desvios.

O ligante foi posicionado no local ativo dos receptores na maior parte do tempo
de simula¢do. Podemos relacionar esse comportamento aos diversos hidrogénios e as
interacdes hidrofobicas que ocorreram entre o ligante e os aminoacidos da protease. As
figuras 5.5, 5.6, 5.7 € 5.8 mostram o RMSD em fun¢ao do tempo sobre a estrutura inicial
de todos os complexos.

Os complexos apresentaram tendéncia de desvio semelhante até o final da
simulacdo. A interagdo eletrostatica desempenha um papel importante na estabilidade
dinamica do complexo proteina-ligante. Variagdes no RMSD das estruturas foram usadas
para ilustrar a flutuagdo da conformacdo em torno da média e sdo uma ferramenta

poderosa para estudar a estabilidade de proteinas na simula¢do de dinamica molecular.
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Figura 5.5: RMSD versus tempo para CANMO com M-pro.
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Figura 5.6: RMSD versus tempo para CANMO com S-pro.
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Figura 5.7: RMSD versus tempo do carvdo CAMO com M-pro.
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Figura 5.8: RMSD versus tempo do carvdo CAMO com S-pro.
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5.3 Andlise de energia livre de Gibbs: interacéo entre as proteinas do SARS-CoV-2

com o carvao ativado

A energia livre de formacio de Gibbs da ligagio (AG,) gacao) de cada complexo foi
calculada pela simulagdo de dindmica molecular usando parametros previamente
determinados do software AMBER16. As trajetorias da dinamica dos complexos hidricos
explicitos foram tratadas usando os calculos MMPBSA e MMGBSA. Verificou-se que 0s
valores de entalpia de formacdo de CANMO e do CAMO pela dindmica sdo apresentados
na Tabela 5.5.

A contribui¢do de Van Der Walls, a energia eletrostatica calculada por um campo
de for¢a (EEL), representam a contribui¢do eletrostatica para a energia livre de Gibbs de

solvatagdo AGﬁgagﬁo,Solv calculada por (PB e GB)/SA ¢ a energia livre de Gibbs de ligagdo
calculada estimada (AGﬁgagﬁo) sao relatadas pela literatura em kcal/mol, com dados de

simulagdo no solvente explicito, em conjunto com MMPBSA. Dados originados na
presente pesquisa demonstram que o método de dindmica molecular fornece uma previsao
surpreendentemente boa da estabilidade da interagao.

Avaliando as vantagens e limitacoes dos calculos in silico, também seria
interessante analisar a correlagdo dos valores obtidos experimentalmente com os
calculados pela simulacdo de dinamica molecular. Os valores de (AGﬁgagao) negativo
destaca a espontaneidade da reagdo em meio aquoso. A partir da energia livre de Gibbs
de ligacdo negativa, vemos que as simulacdes do CAMO com o S-pro e o M-pro sdo

complexos proteina-ligante com menor (AGﬂgagﬁo) quando comparadas as simulagdes

com o CANMO. Este ultimo sistema indica desfavorecimento as interagdes, ja que o
carvao ativado modificado pela passagem de correntes de 0zénio (O3) potencializada as

interagdes com a dgua pura, € seus valores de AGﬁgan10 o representam.
, . 0 . . ~
A técnica de (AGyigaczosoly) fornece um pouco menos a energia de ligagdo, mas

ainda sugere que este ¢ um estado de ligacdo favoravel. As energias livre de Gibbs de
solvatacdo foram favoraveis em todos os casos. O algoritmo genético foi usado para
ajustar os valores iniciais para reproduzir as energias livres de carga medidas a partir de
simulagdes explicitas de ligante e receptor.

A Tabela 5.5 apresenta os resultados da energia Van Der Walls, potencial

eletrostatico, dentre as demais contribui¢des para o complexo, receptor-ligante € a soma
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de todos os termos, gerando (AGﬂgagéo). Os resultados mostram todos os valores
calculados de cada componente das energias de livres de Gibbs de solvatagdo molecular
e as forgas atdmicas com os conjuntos comumente usados como parametros continuos,
em kJ/mol.

O maior valor absoluto de (AGﬁgacéo) foi para o sistema M-Pro + CAMO, em tal
sistema existem intera¢des intermoleculares e trocas de calor complexas, e a relagdo entre
essas substancias e a transferéncia de calor esta relacionada a varias mudangas energéticas

ditadas por leis termodinamicas.

Tabela 5.5: Energias livre de Gibbs de ligacdo para proteases do SARS-CoV-2 com
CANMO e CAMO pelo método MM-PBGB/SA.

M-Pro +CANMO -2,4745 -524,7363 438,3189 -86,4674
S-Pro + CANMO -268,5650 -1145,0023 1149,6170 75,7248
M-Pro + CAMO -0,2859 -595,7461 517,8811 -202,8554
S-Pro + CAMO -240,5924 -810,8113 827,7570 -162,5267

Como resultado, as forcas motrizes que ditam a associa¢do entre a proteina e os
ligantes sao um resultado sintético de varias interagdes e trocas de energia entre a proteina,

o ligante, a 4gua e os ions. O (AGﬁgagéo) negativo determina a estabilidade de qualquer

um dos complexos carvao-proteina ou a afinidade de ligagao de um ligante e um receptor
em questdo. Deve-se notar que a energia livre de Gibbs ¢ fun¢do dos estados de um

sistema e, portanto, o (AGﬁgagéo) ¢ definido apenas pelos estados termodinamicos final e

inicial, independente do caminho que conecta esses dois estados.
Somente quando a mudanga na energia livre de Gibbs do sistema (ligagdo) ¢
negativa, a ligacdo proteina-ligante pode ocorrer espontancamente. Em relagdo aos

mecanismos fisico-quimicos, a diminui¢do da energia livre total de Gibbs do sistema
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proteina-ligante-solvente demonstra que a ocorréncia de ligagdo/interagdo ¢ menor quanto

mais positivo for o valor de (AG)) gacio)-

5.4 Docagem molecular: interacdo entre proteinas do SARS-CoV-2 com farmacos e

componentes da Libidibia ferrea

O estudo visa realizar a analise de docagem molecular como inibidores de
estruturas de superficie SARS-CoV-2, sequenciado pelo estudo de interacdo molecular,
para identificar quaisquer sitios de ligacdo, interacdes e energias de afinidade. Além de
fornecer aos pesquisadores informacdes sobre esses potenciais inibidores.

Os resultados originados por docagem demonstraram a interacdo de seis ligantes
com trés estruturas de superficie das proteinas dos sitios ativos do SARS-CoV-2: M-pro,
E-pro e S-pro. As estruturas dos medicamentos utilizadas foram retiradas do banco de
dados DrugBank pelo método de triagem virtual para ligantes. A docagem foi realizada
através do servidor SwissDock (SWD) onde é possivel identificar os ligantes com a

melhor energia de afinidade (EA) ao interagirem com as estruturas receptoras.

5.4.1 Analise de docagem molecular para E-pro: interacdo entre proteinas do SARS-CoV-

2 com farmacos e componentes da Libidibia ferrea

As figuras 5.9 a 5.14 mostram que a docagem molecular ocorreu no sitio catalitico
da E-pro, as interacdes sendo restritas aos aminoacidos. A interacdo da E-pro com a
Colchicina obteve seis interagdes do tipo pi-Alquil onde h4 uma interagdo da nuvem de
elétrons sobre um grupo aromatico € um conjunto de elétrons de qualquer grupo funcional
Alquila gerando ligagdes do tipo hidrofobicas. Além de uma interacdo de carbono e
hidrogénio, que ¢ uma ligagdo covalente, o que significa que o carbono compartilha seus
elétrons de valéncia externos. Isso completa ambas as camadas externas, tornando o
acoplamento estavel.

O Acido Elagico interagiu apenas com dois aminoacidos e apresentou apenas
ligagdes pi-alquila. Nafamostato mostrou 3 interagdes pi-Alquil. A interacdo com o
Pauferrol A obteve seis interagdes do tipo pi-Alquila e trés do tipo pi-cation, essas

interagdes moleculares ndo covalentes entre a face de um sistema pi, abundante de
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elétrons, origina energias de ligacdo que sdo significativas, com os valores da fase de
solugdo na mesma ordem de magnitude das ligagdes.

Semelhante a essas outras ligagdes ndo covalentes, as interacdes do tipo pi-cation
desempenham um papel importante na natureza, particularmente na estrutura das
proteinas, na recodificagdo molecular e na catalise enzimatica. Com a estrutura Selinexor,
obtivemos trés interacdes do tipo halogénio (fluor) que ocorrem quando hé evidéncia de
uma interacdo atrativa liquida entre uma regido eletrofilica associada a um atomo de
halogénio com estrutura molecular e uma regido nucleofilica em outra, ou a mesma
entidade molecular .

Obtivemos, também seis interagdes pi-Alquila e uma interagdo de metal receptor
que envolve a interacao do metal e a face de um sistema pi, neste caso, o metal, pode ser
um cation (conhecido como interagdo pi-cation) ou neutro. O Sitosterol apresentou oito
interacdes do tipo pi-Alquila. Para todas as interagdes com E-pro, tais conexdes exibiram
valores de energia mais favoraveis. Isso porque esses grupos se adaptam melhor ao sitio
ativo da proteina, facilitando a interagdo com os aminoacidos presentes. Assim, esses seis

ligantes apresentaram os menores valores de energia de afinidade.

Figura 5.9: Docagem molecular entre E-pro e a Colchicina.
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Figura 5.10: Docagem molecular entre E-pro e o Acido Elagico.
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Figura 5.12: Docagem molecular entre E-pro e o Pauferrol A.
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Figura 5.13: Docagem molecular entre E-pro e o Selinexor.
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Figura 5.14: Docagem molecular entre E-pro e o Sitosterol.
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5.4.2 Anélise de docagem molecular para M-pro: interacdo entre proteinas do SARS-

CoV-2 com farmacos e componentes da Libidibia ferrea

Colchicina, Acido Elagico, Nafamostato, Pauferrol A, Selinexor, Sitosterol
exibiram boas propriedades de bioatividade, como mostrado nas figuras 5.15 a 5.20. A
melhor posicdo de docagem molecular foi identificada para revelar os residuos mais
interativos com os sitios ativos de M-pro. Essas interagdes também podem estar
associadas a mudangas irreversiveis na estrutura do virus e redu¢ao da infec¢do. Portanto,
realizamos estudos de docagem para identificar e compreender a interagdo e afinidade de
ligagdo com M-pro. Em contraste, as interagdes de M-pro com a Colchicina envolveram
a formacdo de duas ligagdes, sendo carbono-hidrogénio e pi-cation, todas com o

aminoacido GLU: 166.

A interagdo do Acido Elagico com a M-pro foi observada uma interagéo pi-alquil,
trés interacdes convencionais de hidrogénio, duas intera¢des pi-catidnicas € uma interagao
pi—pi em forma T onde houve uma interagao entre a nuvem de elétrons com dois grupos
aromaticos, mas em forma de T, ou seja, nuvem de elétrons laterais com um anel e eixo

principal na nuvem de elétrons de outro anel. O Nafamostato obteve duas ligagdes de
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hidrogénio convencionais com os aminoacidos GLU166 e ASP187 presentes no sitio

catalitico da protease.

A interacdo com o Pauferrol-A teve o maior niumero de interagdes, cinco
interagdes eletrostaticas pi-cations demonstrando a possibilidade de uma reagdo com o
Pauferrol-A, uma ligagao de hidrogénio convencional e uma ligacdo pi-amida empilhada
cujas interagdes sdao eletrostaticamente sintonizaveis, com anéis aromaticos ricos em
elétrons proporcionando interagdes mais favoraveis. Isso demonstra a possibilidade de

interagdo e tendéncias para um projeto terapéutico.

O ligante Selinexor mostrou interacdo com os aminoacidos CYS145, HSD41,
HSD164, GLU166 e MET65 no sitio catalitico da protease, tais interagdes foram pi-alquil,
pi-cétion, receptor de metal, ligagdo de hidrogénio convencional e, novamente, ligacdes
do tipo halogénio que tém grupos de remocgao e grupos de receptores de elétrons. Além
do estudo da influéncia dos grupos retiradores de elétrons, outros aspectos também foram
analisados.

Embora atomos de halogénio freqiientemente interajam com moléculas de
eletrolito devido a carga negativa parcial do halogénio, ligacdes entre halogénios e
moléculas carregadas negativamente também podem se formar. Nossos resultados
computacionais apdiam essas afirmacdes e mostram que os halogénios sdo quase
eletrofilos. Na interagao do Sitosterol com HSD41, HSD164 e MET65 existe um elo com
o HIS164, com presenga do grupo NH, e, ao se investigar essas interacdes, notamos a
influéncia da eletronegatividade do 4tomo ligado ao hidrogénio.

As figuras 5.15 a 5.20 apresentam a interag¢@o entre a M-pro com os farmacos e

com os componentes da Libidibia ferrea ou Caesalpinia ferrea.
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Figura 5.15: Docagem molecular entre M-pro e a Colchicina.
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Figura 5.16: Docagem molecular entre M-pro e o Acido Elagico.
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Figura 5.17: Docagem molecular entre M-pro e o Nafamostato.
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Figura 5.18: Docagem molecular entre M-pro e Pauferrol A.
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Figura 5.19: Docagem molecular entre M-pro e Selinexor.
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Figura 5.20: Docagem molecular entre M-pro e Sitosterol.
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5.4.3 Anélise de docagem molecular para S-pro: interacdo entre proteinas do SARS-CoV-

2 com farmacos e componentes da Libidibia ferrea

Devido ao papel crucial da S-pro no processo de infeccao do SARS-CoV-2, este
componente estrutural pode representar um alvo para neutralizagdo mediada por
anticorpos ou pequenas moléculas, sendo que a caracterizagdo da estrutura de pré-fusao
S permite a obtencao de informagdes essenciais a partir do nivel atdmico para orientar o
projeto e o desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas.

Os aminoacidos essenciais do sitio ativo de S-pro foram comparados com os
estudos de docagem molecular para validar a selecdo do grupo de ligagdes corretas. As
estruturas dos seis ligantes mostram que a regido de ligagdo do complexo S1-RBD SARS-
CoV-2 ¢ cercada pelos residuos de aminoacidos ARG346, THR345, ALA344, GLU340,
THR430, ASP438, GLU516, LEU518, ALA348, ASN460, LYS485 , GLN474, ARG355,
ARG346, VAL341, GLU340, ASN354, GLY476 e LYS458.

As figuras 5.21 a 5.26 mostram as interagdes entre os ligantes e a S-pro. Com a
Colchicina, a qual teve interacdes dos tipos pi-alquil, pi-céation e ligagdes de hidrogénio
convencionais. Da interacdo entre o receptor e os ligantes, levando em consideragao tais
interacdes, os resultados da docagem molecular revelaram interagdes com o chamado sitio
ativo da S-pro, onde hd uma maior chance de ligacdo anexada aos alvos moleculares em
questao.

Analisando as distancias das interacdes interatdmicas, € a partir dos resultados da
EA, observa-se que o modo de interagdo predito pelas posi¢cdes pode indicar que possui
alta capacidade de interagdo. O Acido Elagico apresentou trés ligagdes pi-catiénicas, duas
ligag¢des de hidrogénio convencionais e duas liga¢cdes metal receptor, tais ligacdes podem
induzir alteragdes no S-pro.

O Nafamostato gerou trés ligagdes pi-alquil e uma ligacao pi-cation. O Pauferrol
A, estabeleceu pi-alquil e ligagdes de hidrogénio, entre todas as moléculas testadas no M-
pro, Selinexor teve a maior quantidade de ligagdes, como hidrogénio, tipo pi-alquila e
metal receptor, hidrogénio e halogénio. O Sitosterol teve interagdes pi-alquil e hidrogénio.

As principais interagdes de ligacao molecular e a energia de afinidade calculada
foram usadas para avaliar a confiabilidade do complexo previsto, o processo de docagem

foi capaz de identificar uma conformagdo promissora. Algum dos aminodcidos entre os
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residuos foram destacados como principais, tais como: GLUS516, PHE155, PHE464,
LYS462, PRO463 e PRO426.

Outro aspecto importante a ser observado € que o sitio catalitico S-pro possui
caracteristicas hidrofobicas. O Pauferrol A possui grupos doadores de elétrons, o que
também pode estar relacionado a formagdo de for¢as de London nesta posigcdo. A
formagdo da ligacdo pi-pi em forma T, uma interagdo entre o anel aromatico e LEU287
foi observada, tornando esta interacdo importante na organizacdo de moléculas e
acoplamentos de ligantes, como dobramento de proteinas e reconhecimento molecular.

Uma descri¢do detalhada das ligagdes pi e de hidrogénio estd de acordo com a
analise de acoplamento, verificou-se que existe afinidade da liga¢do, o que pode indicar
um grau de influéncia deste tipo de interag@o para a energia de afinidade. A formacao de
ligagdes de hidrogénio em quase todas as interagdes, exceto o Nafasostato com S-pro, foi
observada em todos os ligantes, embora as for¢as de London s3o formadas com grupos
alifaticos.

Como as ligagdes sdo muito proximas e possuem caracteristicas atrativas, eles,
portanto, podem relacionar que tais interagdes com estruturas macromoleculares que
contribuiram para a formagdo de melhores associagdes, explorando as diferencas de
eletronegatividade entre os 4tomos.

As posicdes assumidas pelos ligantes no sitio ativo permitem interagdes com os
aminodcidos presentes. Cada posi¢do tomada pode levar a associagcdes com diferentes
aminoacidos locais. Quanto melhores forem as energias de ligagdo, mais fortes serdo as
interacdes que ocorrem entre as moléculas do ligante e os aminoacidos. Dentre as
posigdes testadas, as melhores energias de ligacdo provavelmente serdo também as
posi¢des assumidas no ambiente biologico. A seguir, sera apresentada a imagem com as

posi¢des da melhor energia de interacao obtida para os ligantes além da melhor posigao.
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Figura 5.21: Docagem molecular entre S-pro e Colchicina.

Pi-Alkyl | Conventional Hydrogen Bond
I Pi-Cation

Figura 5.22: Docagem molecular entre S-pro e Acido Elagico.
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Figura 5.23: Docagem molecular entre S-pro e Nafamostato.
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Figura 5.24: Docagem molecular entre S-pro e Pauferrol A.
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Figura 5.25: Docagem molecular entre S-pro e Selinexor.
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Figura 5.26: Docagem molecular entre S-pro e Sitosterol.
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5.4.4 Energia de afinidade: interacdo entre proteinas do SARS-CoV-2 com farmacos e
componentes da Libidibia ferrea

A figura 5.27 apresenta os resultados das moléculas consideradas como ligantes
foram acopladas a M-pro, E-pro, S-pro. Os valores da energia de afinidade calculadas
foram obtidas por meio da ferramenta de ajuste, que representam os valores de energia de
afinidade de ligacdo relativa. Entre as simulacdes com os antivirais Colchicina,
Nafamostato e Selinexor, o farmaco que apresentou melhor favorecimento a docagem
molecular foi a Colchicina, que interagiu destacando-se com E-pro e M-pro.

Por outro lado, o que melhor interagiu com S-pro foi o Selinexor, originando o
menor valor de energia de afinidade. Este resultado sugere que esses compostos tém uma
estrutura de conexao mais estdvel em comparacdo com outros candidatos a farmacos.
Pode-se observar na figura 5.27 que dentre as estruturas do Libidibia ferrea ou
Caesalpinia ferrea, a que se destacou foi o Pauferrol A, obtendo valores consideraveis de

energia de afinidade para todas as macroestruturas testadas.

Figura 5.27: Energia de afinidade dos ligantes-receptores obtida por docagem

molecular.
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6 Conclusoes

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade preventiva e a posologia dos
protocolos existentes na agdo de combate contra o SARS-CoV-2. Realizou-se testes
interativos na eficiéncia das mascaras compostas por filtros de carvdo ativado. As
particulas do virus foram tomadas como adsorbato e as estruturas de carvao ativado
assumiram o papel de nanoadorventes (CANMO e CAMO). Em uma outra perspectiva,
abordou-se neste trabalho ainda, a capacidade de inibir por interagdo entre as S-pro, M-
pro e E-pro com trés farmacos (Colchicina, Nafamostato e Selinexor) e trés compostos
(Acido Eléagico, Pauferrol A e Sitosterol) retirados da Libidibia ferrea or Caesalpinia
ferrea.

Realizou-se, durante o processo de nanoadsor¢do, a docagem molecular e a
dindmica molecular entre os adsorbatos M-pro e S-pro e 0s adsorventes carvéao ativado
ndo modificado com oxigénio (CANMO) e o carvao ativado modificado (CAMO). A
docagem revelou que a interacdo entre a M-pro e 0 CAMO é mais favoravel por apresentar
melhor valor da energia de afinidade resultante. Por outro lado, a S-pro originou maior
afinidade pelo CANMO. Embora a natureza hidrofilica do CAMO justifique a menor
interacdo com a S-pro (fortemente hidrofobica), 0 mesmo nao se aplica na interacdo com
a M-pro.

Dessa forma, existe a necessidade de realizagdo da dindmica molecular para
complementar o comportamento em questdo. Pois a dinamica molecular avalia a
estabilidade e espontaneidade da intera¢do por meio do RMSD e da Energia livre de Gibbs
de formacdo das ligacOes estabelecidas. Dados obtidos da dindmica molecular
quantificam que os valores de RMSD estdo dentro do limite de estabilidade, exceto na
interacdo M-pro com 0 CANMO. Sugere-se entdo, a realizagdo de simulagdes futuras com
tempo de dindmica molecular superior a 100 ns. Os valores da Energia livre de Gibbs de
formacéo das ligagdes calculadas indicam forte tendéncia de interagGes entre 0 CAMO e
as M-pro e S-pro.

O ativos extraidos da Libidibia ferrea tiveram a acdo inibitoria antival comparada
por meio da estimativa das energias de afinidade de cada composto inibidor com as
proteinas que integram o coronavirus. Resultados foram demonstrados graficamente, e 0s
valores observados indicam que o Pauferrol-A e a Colchicina apresentaram melhor

desempenho por afinidade energética. Sugere-se entdo novas simula¢cds com o uso da
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dindmica molecular.

A utilizacdo do carvdo ativado modificado com oxigénio, de acordo com
resultados obtidos por dindmica molecular o caracterizam como nanoadsorvente eficaz
na retencdo de particulados de biofluidos contendo coronavirus. A aplicacdo de docagem
causou discordancia entre os resultados originados por CANMO e por CAMO, pois a
metodologia adotada avaliou a Energia de Afinidade dos sitios ativos estabelecidos com
maior estabilidade por ndo considerar a contribuicdo temporal.

Dessa forma, este trabalho revisou trés aspectos relevantes da ligacdo proteina-

ligante: mecanismos, modelos € métodos, que dependem do tempo de interacdo realizada.
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