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Avaliou-se a interacdo entre nano particulas e as proteinas do virus SARS-CoV-2,
utilizando ligantes como nanotubos de carbono de parede Unica (NTCPUSs) e receptores,
incluindo a proteina do envelope (E-pro), a principal protease (M-pro) e a glicoproteina
Spike (S-gly). Foram aplicadas tecnicas de modelagem molecular de docagem e
dindmica molecular. A dinamica molecular revelou o desvio quadratico médio de
posicdes atdbmicas variando de 0,5A a 3,0A. Os resultados indicaram que o nanotubo
zigzag apresentou melhor energia de afinidade, com valores de energia livre de ligacéo
de -9,48, -9,98 e -10,08 kcal/mol para E-pro, M-pro e S-gly, respectivamente. Além
disso, o desvio quadrado médio das posicdes atbmicas se manteve mais estavel para este
tipo de nanotubo, indicando alta probabilidade de ligagdo aos sitios ativos das
macromoléculas. Os acoplamentos moleculares e a energia livre de ligacdo mostraram
forte interacdo dos NTCPUs com os residuos do sitio ativo S-gly, com valores de -
112,73, -94,38 e -80,49 kcal/mol para os ligantes zigzag, quiral e armchair,
respectivamente.Numa segunda etapa, foram usados cinco pontos quéanticos de éxido de
grafeno (OG) com dimensdes inferiores a 20 nm, como ligantes, interagindo apenas
com o0s receptores das spikes de trés cepas diferentes: S-GLY-OMICRON, S-GLY-
KAPPA e S-GLY-DELTA. Comparando os dois ligantes, observou-se que a interacao
S-GLY-OMICRON/OG-E apresentou melhor afinidade com energia livre de Gibbs de -
172,2510 KJ/mol, em comparacdo com a melhor afinidade dos nanotubos de carbono,
S-gly/zig-zag, com AG de -112,73 KJ/mol. Os oito ligantes propostos tém alta
probabilidade de se ligarem aos sitios ativos das macroestruturas. Em concluséo, tanto
0s nanotubos de carbono quanto os OGs mostraram-se promissores para aplicacdo em

produtos inibidores do SARS-CoV-2, como o desenvolvimento de materiais para



fabricacdo de equipamentos de protecdo individual, sprays e solucgdes
impermeabilizantes em geral.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, oxido de grafeno, SARS-CoV-2, docking,

dindmica molecular e energia livre, COVID-19.
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The interaction between nanoparticles and SARS-CoV-2 virus proteins was evaluated
using ligands such as single-walled carbon nanotubes (NTCPUs) and receptors
including envelope protein (E-pro), major protease (M-pro) and Spike glycoprotein (S-
gly). Molecular docking modeling and molecular dynamics techniques were applied.
Molecular dynamics revealed root mean square shift of atomic positions ranging from
0.5A to 3.0A. The results indicated that the zigzag nanotube showed better affinity
energy, with binding free energy values of -9.48, -9.98 and -10.08 kcal/mol for E-pro,
M-pro and S-gly, respectively. Furthermore, the mean square deviation of the atomic
positions remained more stable for this type of nanotube, indicating a high probability
of binding to the active sites of the macromolecules. Molecular couplings and binding
free energy showed strong interaction between NTCPUs and residues of the S-gly
active site, with values of -112.73, -94.38 and -80.49 kcal/mol for zigzag, chiral and
armchair ligands, respectively. In a second step, five graphene oxide (GO) quantum dots
smaller than 20 nm were used as ligands, interacting only with the spike receptors of
three different strains: S-GLY-OMICRON, S-GLY-KAPPA and S-GLY-DELTA.
Comparing the two ligands, it was observed that the S-GLY-OMICRON/OG-E
interaction showed better affinity with Gibbs free energy of -172.2510 KJ/mol,
compared to the better affinity of carbon nanotubes, S-gly/zig-zag, with AG of -112.73
KJ/mol. The eight proposed ligands have a high probability of binding to the active sites
of the macrostructures. In conclusion, both carbon nanotubes and OG showed promise
for application in SARS-CoV-2 inhibitor products, such as the development of materials
for the manufacture of personal protective equipment, sprays and waterproofing

solutions in general.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

A motivacdo para esta pesquisa surge em resposta a descoberta do virus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV-2), um virus de &cido ribonucleico
pleomorfico que pertence a familia dos coronavirus, também conhecido como COVID-19
[1]. Esse virus teve origem em Wuhan, China, no final de 2019, e seu surto resultou em
uma pandemia global [2], gerando grande preocupacdo devido a sua alta taxa de
contaminacdo, capacidade de propagacéo e taxa de letalidade [3,4].

Um aspecto que refor¢a a importancia dessa pesquisa € 0 modo de transmissdo do
virus, que ocorre principalmente por vias aéreas e contato fisico, tanto em curtas como em
longas distancias, através dos aerossdis, caracterizando a transmissao aerotransportada [5].
Diante desse cenario, surgiu a necessidade de adotar medidas preventivas para conter a
disseminacdo do virus, como o uso adequado de maéscaras, luvas e outras medidas de
higiene, bem como a desinfeccao de superficies [6].

Esses eventos motivaram a realizacdo deste estudo com o objetivo de explorar
estratégias e solucbes preventivas contra o espalhamento do virus, contribuindo para a
mitigacdo da pandemia e a protecdo da saude publica. Atualmente, segundo o site
Wordmeters https://www.worldometers.info/coronavirus, visualizado em 24 de outubro de
2023) sobre casos e mortandade devido ao coronavirus, 0s casos totais e atuais registrados
até esta data sdo cerca de 771,41 milhdes de infectados e 6,97 milhGes de casos de mortes
no mundo. Nos primeiros lugares de casos e mortandade de COVID-19 estdo os EUA
(103,44 milhdes de infectados e 1,14 milhdes de casos de mortes), India (45,00 milhdes de
infectados e 532,01 mil casos de mortes), Franca (39,99 milhdes de infectados e 167,98 mil
casos de mortes), Alemanha (38,44 milhdes de infectados e 174,98 mil casos de mortes) e
no Brasil (37,72 milhdes de infectados e 704,66 mil casos de mortes).

Entretanto, em consonancia com o campo da prevencdo, este estudo tem como
objetivo explorar o uso de nanoparticulas como potenciais materiais para o controle eficaz
da propagacdo e deteccdo rapida do virus [7]. Nesse sentido, foram considerados os
nanotubos de carbono (NTCs), devido & sua excelente condutividade elétrica, que é
atribuida a sua estrutura eletrénica quase unidimensional [7]. Além disso, nos nanotubos de
carbono de parede unica (NTCPU) e nanotubos de carbono de parede multipla (NTCPM),
o transporte eletrénico ocorre de forma balistica ao longo dos comprimentos dos

nanotubos, permitindo o transporte de altas correntes sem aquecimento significativo. 1sso
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se deve a propriedade do carbono de ter menor resisténcia a medida que sua temperatura
aumenta [8,9].

A escolha dos NTCs também se justifica pelo fato de que, durante a interacdo com
solutos ou solventes, eles podem gerar corrente elétrica devido as ligacBes quimicas
estabelecidas durante a aproximacgao, resultando em absorgéo e emisséo de luz por meio de
saltos eletrbnicos entre as camadas com diferentes niveis energéticos [10]. Essas
propriedades dos NTCs tornam-nos relevantes para aplicacdes na detec¢do e controle
eficaz da propagacdo do virus, contribuindo para o avango das estratégias de prevencao e
combate & pandemia.

Todavia o estudo se desenvolveu em duas etapas. Sendo a primeira etapa realizada
por meio da simulacdo entre NTCPU/proteinas para fins da utilizacdo de docagem
molecular (DOC) e Dinamica molecular (DM) com o objetivo de gerar parametros de
afinidade da interacdo. Os NTCs tém sido usados para nanosistemas de distribuicdo de
drogas e no combate contra diversos virus, como por exemplo, o virus SARS-CoV-2 e suas
proteinas virais [11].

As interacdes desenvolvidas no presente trabalho refletem in silico, a qual é uma
ferramenta de investigacdo econdmica e rapida por meio de técnicas como DOC e DM que
permitem estimar a afinidade entre moléculas como proteina-ligante e proteina-proteina.
Os resultados deste estudo de simulacdo computacional devem ser acompanhados
posteriormente com o conhecimento etnofarmacoldgico aliado aos ensaios experimentais,
0s quais iram complementar a pesquisa, podendo assim auxiliar na descoberta e
desempenho de novos inibidores do virus [12, 13,14].

Na continuidade do estudo se realizou a segunda etapa por meio da simulacdo com
nanoparticulas de 6xido de grafeno (OG). Agora o objetivo visa investigar a interagdo de
OG que € o primeiro material ordenado, estritamente bidimensional, com as proteinas mais
externas do SARS-CoV-2 [7]. Sendo relevante mencionar que o grafeno adsorveu varios
tipos de moléculas com facilidade, e suas propriedades elétricas com adsorcdo podem
apresentar resultados relevantes [15,16,17,18]. Uma aplicacdo consiste em usar pequenas
folhas de grafeno para transportar moléculas fluorescentes para tumores, para permitir sua
localizacdo Optica [19,20,21,22]. Em relacdo as caracteristicas fisicas, o grafeno tem uma
boa condutibilidade elétrica assim como os NTCs, fato este que também permite uma boa
possibilidade de gerar uma corrente elétrica durante a interagdo com as proteinas.

Na sequéncia do estudo se focou o desenvolvimento de OGs de base inteiramente

molecular com o intuito de interagirem com as proteinas mais externas do virus.
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Entretanto, é sabido que durante a entrada viral, os virus interagem com varias estruturas
celulares e as utilizam para otimizar a entrega do genoma viral ao ndcleo para promover a
replicacdo viral eficiente. Uma vez que o virus esta disperso no ar, uma das principais
preocupacOes é a capacidade de detectar e inibir o virus por meio dessas interacées com
OGs [23,24,25]. Logo, é valido neutralizar por contato 0s microorganismos que aderem a
superficie, empregando agentes antimicrobianos liberados no ambiente de superficie. De
acordo com essa abordagem verificou-se que é viavel a utilizacdo do grafeno e seus
derivados, como os NTCs e os pontos quanticos de Oxido de grafeno (QDGs), como
potenciais materiais para controle efetivo da disseminacéo e detec¢do rapida de virus.

Na etapa das interacOes se utilizou o Autodock Tools e Autodock Vina [26, 27] e o
pacote de software para biomoléculas Gromacs 2020.2 [28] foi usado para as simulacdes
de DOC e DM do complexo proteina-ligante com as interacGes de proteina aproximadas
pelo campo de forca CHARMMS36 e parametros de ligante gerados usando CgenFF
(CHARMM General Force Field), o qual é utilizado para modelar e estudar as interacfes e
0s comportamentos das moléculas complexas. Sendo também utilizado para parametrizar
moléculas que ndo possuem configuracGes adequadas nos campos de forca tradicionais,
como o CHARMM. E importante mencionar que ele atribui parametros para diferentes
tipos de atomos, ligacdes quimicas, angulos de ligacdo, torcGes, interacbes de van der
Waals e interacdes eletrostaticas [29]. Além disso, foram calculados valores de energia
livre de Gibbs (AG), utilizando GMMPBSA [30] e utilizando um programa escrito em na
linguagem de programacao Python [30] para simplificar o estado final livre e mostrar os
calculos de energia usando conjuntos derivados de simulagdes DM ou Monte Carlo (MC)
[26]e avaliacdo da energia de van der Waals (VDW) [31].

Na etapa do DOC, foram obtidos dados referentes ao potencial eletrostético,
sistema de acoplamento molecular, energia de ligacéo, tipos de ligacdo e hidrofobicidade,
além da validacdo do ajuste das posicdes de ligacdo no sitio ativo dos receptores.
Posteriormente, aprofundando os estudos, foi utilizado o DM, que permitiu calculos mais
complexos como desvio quadratico médio (RMSD) [26], flutuacdo quadratico médio
(RMSF) [32], raio de giro (Rg) [26] e area de superficie acessivel ao solvente (SASA)
[25], com andlise de interagdes moleculares e possiveis mudancas estruturais para verificar
se ha alteracBes ou deformacbes significativas na sequéncia de receptores e se essas
alteracGes podem estar relacionadas ao uso dos CNTs [31,32].

Por fim e de acordo com os objetivos do estudo, mostra-se que os resultados das

interacdes tendem a proporcionar a descoberta de materiais inibidores, os quais apresentam
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grandes potenciais antivirais, a fim de prevenir contamina¢des por virus contagiosos e
virulentos. Assim sendo essas nanoparticulas podem servir de matéria-prima para a
confeccdo de equipamentos de protecdo individual (EPI), tais como maéscaras faciais e
luvas. E também na producdo de Sprays e solugbes impermeabilizantes em geral. Desta

forma os NTCs e 0os OGs vém somar no combate a COVID-19.
1.1 MOTIVACAO

A disseminacdo do virus SARS-CoV-2 é uma preocupacdo global, o que faz com
gue inUmeras pesquisas estejam sendo desenvolvidas com a finalidade de combater o virus.
Na literatura encontraram-se diversos exemplos de pesquisas envolvendo nanoparticulas
aplicadas no campo da salde. Dentre essas pesquisas de nanoparticulas a base de carbono e
que sdo biocompativeis tem mostrado um potencial significativo no combate ao virus.
Desta forma o desenvolvimento de simulacOes de interacbes entre NTCPU e OG para as
interagBes com as proteinas externas do virus, por serem materiais com excelentes
propriedades fisicas, tais com como luminescéncia e condutividade elétrica. Sob a
perspectiva de interacdo objetiva-se analisar os resultados da DOC e DM.

O objetivo central desta pesquisa trata da existéncia de potenciais NTCPU e OG
que possam inibir a acdo do virus. E na descoberta de novas tecnologias que venham a ser
desenvolvidas por meio da utilizacdo desses NTCPU e OG como matéria-prima para a

producdo de produtos ndo farmacos e inibidores do virus.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de interacdo in silico das
proteinas externas do SARS-CoV-2 com os CNTCPUs e os OGs, visando aplica-los no
combate ao contagio e disseminagdo do virus. Além disso, busca-se analisar as interacdes
moleculares e suas possiveis mudangas estruturais, a fim de verificar a existéncia de
alteracdes ou deformacdes na sequéncia de receptores. Pretende-se investigar se essas
alteracdes podem estar relacionadas as interacdes com os NTCPUs e os OGs. Com base
nos resultados obtidos, serd possivel propor possiveis aplicagdes dessas nanoparticulas na
producéo de matéria prima para a producdo de equipamentos que possam inibir a acdo do
SARS-CoV-2.
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1.2.2 Objetivos Especificos

. Realizar uma revisdo bibliografica abrangente sobre o virus SARS-CoV-2 e as
nanoparticulas quantum dots e nanotubos.

. Utilizar o software Nanotube Modeler (http://www.jcrystal.com/products/wincnt/),
geracdo de geometrias (http://www.jcrystal.com/products/wincnt/) para construir
trés tipos de NTCPU com diferentes formas de geometria (armchair, zigzag, chiral),
que serdo utilizados como ligantes.

. Construir 0os cinco tipos de OGs no software Gauss View 06
(https://gaussian.com/gaussview6/) e aperfeicoar suas estruturas no software
Gaussian 09W, garantindo a precisdo dos modelos.

. Realizar os acoplamentos e DM para avaliar a interacdo entre os ligantes
construidos e as proteinas alvo, utilizando o campo de forca CHARMMS36 no
software GROMACS. A fim de obter informacdes detalhadas sobre a ligacéo entre
os ligantes e as proteinas, fornecendo insights sobre a afinidade, estabilidade e
mecanismos de interacgéo.

. Analisar dados fundamentais para o desenvolvimento de novas ferramentas capazes
de identificar compostos promissores que podem ser otimizados e utilizados no
tratamento de doencas.

. Utilizar a simulacdo de DOC e a DM para auxiliam na compreensdo dos processos
bioguimicos e na exploracdo de interagdes moleculares complexas, contribuindo
para a compreensdo dos mecanismos biolégicos envolvidos nas doencas e
possibilitando o desenvolvimento de estratégias eficazes no combate a
disseminacdo do virus.

. Descrever detalhadamente as interagGes desenvolvidas entre os NTCPUs/proteinas
e OGs/proteinas, analisando as propriedades estruturais e energéticas resultantes.

. Construir tabelas com os valores das energias de afinidade obtidas para cada
interacdo realizada, facilitando a analise dos resultados.

. Demonstrar o potencial inibidor dos ligantes como solucdo para o combate a
disseminacdo do virus, destacando suas possiveis aplicacfes em produtos como
Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), filtros, revestimentos de superficie e

sprays.
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. Elaborar e submeter artigos cientificos, utilizando os resultados obtidos neste
estudo, para publicacdo em revistas de circulacdo internacional, compartilhando as

descobertas e contribuindo para o avanco cientifico nessa area.
1.3 ORGANIZACAO DA TESE

Esta tese fundamenta-se em simulagGes computacionais por meio de uma
abordagem DOC e DM, onde se discute resultados objetivando potenciais nanotubos e
qguantum dots que apresentem comportamentos antivirais. Sendo o trabalho disposto em
cinco capitulos e estando o contetdo de cada capitulo apresentado na seguinte sequéncia.
O capitulo 1 contém a introducdo ao tema, apresentacdo da motivacdo para o presente
estudo, juntamente com os objetivos.

No o capitulo 2 Apresenta uma fundamentacéo tedrica sobre o virus SARS-CoV-2
e sua disseminagdo, juntamente com uma abordagem sobre as nanoparticulas NTCs OGs, e
as suas possiveis aplicacdes no campo da prevencdo contra microrganismos. E no capitulo
3 é apresentado os materiais utilizados para ligantes/receptores e os métodos aplicados no
procedimento de DOC e DM, apresentando os instrumentos e equipamentos do LPCN,
onde se desenvolveu o estudo in silico.

Em continuidade o capitulo 4 apresenta os resultados obtidos em todas as
simulacdes por meio dos parametros relacionados aos campos de energia de ligacdo, MEP,
RMSD, RMSF, SASA e Rg, mostrando uma analise comportamental e comparativa. Por
fim o capitulo 5 discorre sobre as consideragdes finais relacionando os resultados obtidos
nas interacdes e o potencial dos ligantes como inibidores do virus e possiveis aplicaces

tecnoldgicas desses materiais em produtos de prevencéo.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta abordagem descreve-se a estrutura do virus e seus meios de transmissao,
juntamente com a forma que ele afeta o sistema respiratério e outras funcdes do organismo
humano. Também se menciona as caracteristicas e propriedades fisicas de nanomateriais

com potencial de interagdo com virus, por meio de DOC e DM.
2.1  Estrutura do SARS-CoV-2

Sobre a estrutura do SARS-CoV-2 sabe-se que € um virus pertencente ao género f -
coronavirus, cujo material genético é uma cadeia de acido ribonucléico (RNA). O material
genético do virus é protegido do meio ambiente por quatro proteinas estruturais principais
(Figura 1). O SARS-CoV-2 (Figura 1) apresenta-se como sendo um virus envelopado com
RNA de fita simples de sentido positivo que tem forma esférica pertencente a familia
Coronaviridae, um grupo de virus capaz de infectar animais e humanos [33, 34,35]. Ele
possui algumas subunidades proteicas que comp@e a sua estrutura como a proteina spike
(S-gly), envelope protéico (E-pro), protease (M-pro) e nucleocapsideo (N-pro). Sendo a
proteina N-pro interna a este virus. Sendo a proteina S-gly a principal facilitadora da
entrada do virus na célula hospedeira [36]. J& a M-pro, por sua vez e por meio da prote6lise
libera proteinas virais funcionais para a célula hospedeira, ou seja, € uma das enzimas

fundamentais no processo de replicacao [37].
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Figura 1. Representagdo do virus SARS-CoV-2 com as suas membranas e 0 RNA.

Fonte:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/Fimmu-11-579250-g001.jpg
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Entretanto entre todas as proteinas estruturais, ou nao estruturais do SARS-CoV-2,
a M-pro é a regido mais conservada (mais de 96%) do virus em relacdo a outros tipos de
coronavirus. Por isso, a inibicdo da M-pro se tornou objetos de varios estudos, com o
intuito do desenvolvimento de novos farmacos para o combate a COVID-19.

Entretanto por mais que a E-pro ndo seja muito utilizada para estudo, esta auxilia na
montagem, morfogénese e patogénese do coronavirus [38]. A E-pro também é um
potencial alvo antiviral. A seguir descreve-se o funcionamento das proteinas.

A proteina E-pro é uma componente transmembrana do virus, que esta envolvido
na troca de ions entre o interior da particula viral e o meio ambiente. Também esté
envolvido no processo de entrada do virus na célula hospedeira por meio de interagdes com
proteinas da membrana celular [1].

A M-pro é uma glicoproteina que funciona como a membrana da particula viral e
suporta a proteina E. A M-pro € a proteina mais abundante em particulas virais e consiste
em trés dominios transmembrana. Essa proteina € fundamental na montagem das particulas
virais, pois fornece o arcabouco que da forma e estrutura ao virus [33].

A proteina S (pico) é uma glicoproteina transmembrana que se projeta da particula
viral, tendo um ectodominio maior que 10 nm. Essa proteina é composta por até 300
moléculas organicas, cujas subunidades S1 e S2 sdo aquelas que levam a ancoragem do
virus nos receptores das células hospedeiras [1]. Existem trés estruturas cristalina de S-gly:
S-GLY-OMICRON, S-GLY-KAPPA e S-GLY-DELTA. A estrutura cristalina de S-GLY-
OMICRON possui 1144 residuos de aminoacidos, S-GLY-KAPPA 1117 residuos e S-
GLY-DELTA também possui 1146 residuos de aminoacidos.

A N-pro esté ligada ao material genético do virus, formando a "nucloecapsida”, que
protege 0 RNA do meio ambiente e € essencial para a liberagdo do RNA no citoplasma da
celula infectada [34].

O tamanho médio do SARS-CoV-2 varia entre 60 a 140nm de didmetro. E de suma
relevancia mencionar que cada uma das proteinas desempenha fungbes especificas em
relacéo a ligagdo com o receptor, montagem viral e liberagdo de seu genoma no hospedeiro
[36]. Fato que fundamenta o seu mecanismo de transmissdo na interagdo com o receptor
como se descreve a seguir. O virus também possui de 10 a 14 proteinas ndo estruturais ou
funcionais, conhecidas como ORF (estrutura de leitura aberta), cujas funcdes ainda séo
pouco conhecidas [37].

A M-pro ou 3CL pro [29] (Fig 4a) catalisa a maioria dos eventos de clivagem em

maturacdo apds a ativacdo da proteina. Assim, o M-pro é uma enzima essencial para a
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replicacéo viral e é um dos sitios proteicos receptores de drogas mais bem caracterizados
entre os coronavirus [30, 32]. A estrutura cristalina desta proteina SARS-CoV-2 €
altamente semelhante a de outros coronavirus [39]. O sitio ativo da proteina esta localizado
em uma fenda entre uma diade catalitica histidina/cisteina. Em M-pro, Cys 145 atua como
um nucleofilo durante a primeira etapa da reacdo de hidroélise assistida por His 41, que atua
como um catalisador basico [40]. A E-pro do coronavirus (Fig 4c) é uma pequena proteina
de membrana encontrada no envelope do virus. Diferentes proteinas do coronavirus
compartilham semelhancas bioquimicas e funcionais impressionantes, mas a conservacdo
da sequéncia € limitada [41]. Das diferentes proteinas virais identificadas uma das mais
relevantes é a glicoproteina de pico, reconhecida como S-gly ou glicoproteina de pico [42].
A entrada priméria do virus é premeditada pelos receptores ECA2 formando complexos
com S-gly (Fig 4b) que entdo regula processos invasivos importantes para a replicagéo

viral durante o estresse celular [43].
2.2  Mecanismo de transmissao e acdo do SARS-CoV-2 no organismo.

O virus SARS-CoV-2 causa um complexo de sintomas chamados COVID-19 por
meio de sua propagacdo em fluidos e ao entrar nas células humanas, liga-se por uma
proteina viral a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), a qual, é encontrada no
endotélio vascular em varios 6rgdos. Essa enzima tem importante papel na fisiologia
humana, regulando o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O SRAA regula
funcgdes essenciais do organismo, como a manutenc¢do da pressao arterial, balanco hidrico e
de sddio, consistindo em uma cascata de pepideos vasoativos que se refere a uma série de
eventos sequenciais envolvendo a liberacdo de diferentes pepideos para regular o fluxo
sanguineo e a pressdo arterial, intervindo assim de forma direta na fisiologia do ser
humano. Sendo que o0 ECA 2 neutraliza a ativacdo do SRAA, mas também funciona como
um receptor para 0 SARS-CoV-2 permitindo que o virus entre no interior da célula,
podendo dessa forma provocar uma sindrome respiratoria aguda grave [38].

A entrada inicial do SARS-CoV-2 na célula é observada, principalmente nos
pneumocitos do tipo Il (células arredondadas que ficam sobre a membrana basal do
epitélio alveolar), apés a ligacdo com o receptor ECA2, seguida de endocitose do
complexo viral, com feedback negativo do ECA2 na superficie, resultando na liberagdo do
RNA viral e consequentemente sua replicacdo, para o surgimento de novas particulas
virais. A ativacgdo local do SRAA pode mediar a lesdo pulmonar a vim ser provocada por
meio da infeccéo viral [44].
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Como virus SARS-CoV-2 pode ser transmitido por goticulas de respiracdo ou
tocando a superficie contaminada. De acordo com as diretrizes da OMS, a lavagem regular
das maos e a higiene podem obstruir a infec¢cdo direta do virus pela superficie contaminada
e, portanto, as mascaras faciais sdo utilizadas principalmente para reduzir a chance de
infeccdo por goticulas respiratérias produzidas pela tosse, espirro e até mesmo pela fala. A
utilizacdo de maéscaras faciais reduzira o alto risco de inalacdo dessas goticulas
respiratorias. Diante dessa narrativa surge a demanda de se criar estratégias para
descobertas de materiais que sejam eficazes no combate ao virus. Na sequéncia aborda-se
0s CNTs e suas promissoras aplicacGes no desenvolvimento de produtos voltados para o
combate ao SARS-CoV-2.

Na forma grave de infeccdo o SARS-CoV-2 resulta num aumento da secrecdo do
muco, que entope os alvéolos e impede a oxigenacdo do sangue. Sua endocitose e
replicacdo nos pulmdes geram uma resposta imune aguda e inflamagdo do tecido ao
desencadear a cascata de sinais por meio de tempestades de citocinas [21].

O virus também pode se espalhar para o sistema digestivo e outros 6rgdos vitais,
como rim e figado. Ele tem o potencial de acessar todos os tecidos que expressam o
receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2). O SARS-CoV-2 é um dos
Coronavirus humanos (HCoVs), que apresenta uma taxa de mortalidade de até 10%. [32].
Segundo (Jantien, Klinkenberg, Wallinga, 2020) [33], o periodo de incubacéo (tempo entre
a infec¢do do ser humano pelo virus e o inicio dos sintomas da doenca) estimado com
variacdo de 2,4 a 15,5 dias pode ser relevante para uma escolha conservadora de periodos
de quarentena. Entretanto o tempo médio para o surgimento dos sintomas é de
aproximadamente 6 (seis) dias.

No entanto em cidades com alta poluicdo do ar o virus SARS-CoV-2 pode
alavancar as particulas poluentes em suspensao como transportadores. Além disso, também
estabelecem uma conexao linear, destacando que esses virus viverao mais tempo e poderdo
se tornar mais hostis em um sistema imunologico ja intensificado pelos poluentes

atmosféricos [34].
2.3 Nanoparticulas como inibidores do SARS-CoV-2

A atual conjuntura pandémica provocada pelo SARS-CoV-2 desencadeou um
avango em pesquisa com o intuito de se encontrar uma solucdo a fim de combater o
agravamento do virus. Dentre os materiais pesquisados o grafeno que é uma das formas

cristalinas do carbono, assim como o diamante, o grafite, os nanotubos de carbono e
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fulerenos, logo esses derivados foram desenvolvidos como materiais promissores para
ajudar a lidar com os desafios diarios provocados pelo SARS-CoV-2 e suas mutaces.

O grafeno é o material atbmico bidimensional (2D) mais fino que o torna um
material revolucionario devido a sua alta area de superficie e juntamente com suas
propriedades mecanicas, elétricas, Opticas e térmicas. Também é considerado um dos
materiais mais interessantes e versateis ja existentes, pois apresenta leveza, flexibilidade,
condutividade e resisténcia, o que o torna mais fino, forte e leve, sendo ainda impermeéavel
a moléculas e um 6timo condutor elétrico e térmico. Devido essas propriedades Unicas,
vem se expandindo no campo das aplicacOes, que vai destes sensores a tecnologias
biomédicas [45].

Além disso, o grafeno é reconhecido como tendo propriedades antibacterianas e
antivirais devido ao movimento do elétron em direcdo as bactérias o que ira anular o seu
potencial de contaminacdo. De todos os derivados de grafeno, OG é o material com carga
mais negativa que possui maior afinidade para o virus com carga positiva. Possivelmente, a
ligacdo do grafeno destr6i a membrana, o que confirma a eficacia do grafeno contra os
virus [45].

Atualmente, estudos sobre o grafeno mostram que sua aplicabilidade pode ser
direcionada para a producéo de filtros e revestimentos. E sobre sua aplicacdo em sensores,
o grafeno ja foi usado como chip biossensor para detectar o zika virus em 2018. Os
resultados mostram que o chip biossensor de grafeno era sensivel a proteina ndo estrutural
do virus [44].

A respeito de aplicabilidade, por exemplo, se a superficie de uma maéscara for super
hidrofobica, as goticulas de respiracdo podem rolar facilmente sem ser fixada na superficie
da méscara, a capacidade de autolimpeza de maéscaras cirdrgicas comerciais pode ser
melhorada usando revestimentos porosos super hidrofébicos de grafeno. Depositou grafeno
com poucas camadas sobre mascaras comuns com o intuito de aumentar a hidrofobicidade
[34]. Se o angulo de contato de uma gota de agua de 5 pl na mascara comum € de
aproximadamente 110°, tem-seque na mascara revestida de grafeno esse angulo de contato
estatico vai ter o valor de 141°, logo verifica-se que a goticulas de agua permanecer na
superficie devido ao forte efeito super hidrofobico [34].

Portanto, o revestimento de grafeno pode aumentar consideravelmente o
desempenho de auto limpeza das mascaras contra goticulas respiratorias. Além disso, a
temperatura da superficie da mascara de grafeno pode aumentar rapidamente para mais de

80°C, devido as excelentes propriedades de absorcdo da radiacdo solar de banda larga, o
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que torna as mascaras reutilizaveis novamente apos a esterilizagdo proporcionada pela
radiacdo solar [34].

O material nanoestruturado é um tipo de material com pelo menos uma dimenséo
nanométrica (geralmente menos de 100 nm). Eles podem ser organicos, inorganicos,
baseados em biomateriais e baseados em carbono, suas propriedades fisico-quimicas como
reatividade quimica, transporte dependente do tamanho, biocompatibilidade e toxicidade
reduzida. Devido essas propriedades, a medicina torna-se um campo com crescente
atencdo na aplicacéo da nanotecnologia. Os sistemas de entrega baseados em nanoestrutura
demonstraram especificidade e biodisponibilidade melhoradas em relagdo ao sistema
tradicional. Muito do valor agregado esta relacionado as propriedades fisico-quimicas dos
nanomateriais o que incluem tamanho controlavel, grande proporcdo entre area de
superficie, massa e estrutura facilmente funcionalizavel. Logo uma variedade de
nanomateriais pode ser usada no combate a0 SARS-CoV-2 e outros virus [32]. Sabe-se que
0 estudo sobre as interacOes entre 0os nanomaterias e 0s virus reflete nas técnicas de
imobilizacdo, utilizadas com mais frequéncia, as quais se enquadram em quatro categorias:
a) adsorcdo ndo covalente (interacfes fisicas); b) fixacdo covalente (amarracdo), c)
reticulacdo de uma proteina e d) aprisionamento em um gel polimérico ou cépsula [46].

Portanto os sistemas de proteinas imobilizadas sdo de grande interesse cientifico e
comercial em uma ampla gama de aplicacGes. Porém, apesar dos avancos recentes na
compreensdo da interacdo mutua entre a proteina e as superficies de suporte, existem
algumas desvantagens que precisam ser elucidadas [46]. Os conjugados de proteinas
imobilizadas na superficie das nanoparticulas envolvem uma série de componentes, como a
proteina ou enzima, o transportador, 0s substratos, cofatores, ions, etc, onde a modificacao
de um pode resultar em uma mudanca global de todo o sistema. Embora avancos
significativos tenham sido realizados neste campo, ainda ha um grande desafio para
entender mais profundamente a interagdo mutua entre a proteina e a superficie dos
nanoparticulas de carbono [46].

Entdo em se tratando de carbono tém-se que é o quarto material em abundancia no
universo e o décimo quinto na crosta terrestre, apresentando-se em diferentes formas
alotropos, diamante e grafite sendo os mais abundantes. Porém as propriedades fisicas dos
materiais dependem dos 4&tomos que o0s constituem e o tipo de ligacdo, substancia quimica
produzida entre esses atomos. Embora avancos significativos tenham sido realizados neste
campo, ainda had um grande desafio para entender mais profundamente a interagdo mutua

entre a proteina e a superficie dos nanoparticulas de carbono [46].
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Portanto, o uso de grafeno e seus derivados, tais como os OGs aparecem como
potenciais materiais para controle eficaz da propagacao e deteccdo rapida do virus, esses
materiais podem ser efetivamente utilizados no desenvolvimento de revestimentos e
superficies antivirais, a fim de prevenir contaminagfes de virus contagiosos e virulentos
em tecidos como equipamentos de protecdo individual (EPI), méascaras faciais e luvas [32].

Os NTCs sdo nanoestruturas cilindricas [47] com comportamentos incomuns e
interessantes, que o0s tornam novos materiais valiosos, especialmente para suas aplicacfes
em novas tecnologias [48]. Além disso, a modificacdo de suas superficies por meio de
métodos quimicos ou fisicos tem sido objeto de interesse para o desenvolvimento da
ciéncia e tecnologia dos NTCs [49, 50]. Esses materiais tém sido empregados em muitas
aplicacdes, como catalise [51], sensores de gas [52], nanoeletrénica [53], transistores de
efeito de campo (TEF) dispositivos [54], biossensores [55]. Entre as diferentes aplicagdes
dos NTCs, a adsorcdo de superficie de diferentes moléculas tem sido estudada por uma
grande variedade de cientistas. Os NTCs podem ser dopados por varios heteroatomos,
como nitrogénio, boro, silicio e enxofre, para alterar suas propriedades e alcancar novas
aplicacdes. Visivelmente, os CNTs tém diferentes comportamentos de adsor¢édo [56, 57] e
essa capacidade foi utilizada em muitas aplicagcbes, como entrega de drogas [58, 59],
remocao de poluicdo (na natureza ou reagdes quimicas) e o projeto de novos sensores [60-
61].

Portanto, um grande numero de NTCs funcionalizados de superficie [62, 63] tem
sido amplamente empregado em biomedicina [64], distribuicdo de drogas [65], imagens
biomédicas, deteccdo quimica [66], desenho de drogas [67], diagndstico de cancer [68, 69]
e engenharia de tecidos [70]. Além disso, os NTCs tém sido empregados em sistemas de
entrega de drogas por causa de sua estrutura oca, que lhes permite encapsular a droga
apropriada e liberd-la nos tecidos-alvo [71, 72].

A seguir sequenciando o estudo dos nanoparticulas e suas aplicacGes, descreve-se

uma abordagem sobre 0s NTCs.
2.4 Nanotubo de carbono e seu potencial de interacdo com biomoléculas

Um NTC pode ser construido a partir de uma folha de grafeno enrolada em forma
cilindrica. Embora tenham sido feitos muitos avancos no aprimoramento dos diferentes
métodos de sintese dos NTCs, o entendimento do processo de crescimento ainda nao

atingiu um estagio em que seja possivel controlar sua estrutura [73].
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E relevante destacar que a maneira como a folha de grafeno ¢ enrolada determina a
estrutura dos NTCs, incluindo sua geometria e propriedades fisicas. Dois parametros
estruturais importantes dos NTCs sdo o diametro (dy) e o angulo quiral (6) (também
conhecido como quiralidade ou helicidade) [73].

A forca das ligagOes carbono-carbono confere aos NTCs propriedades mecéanicas
incriveis. Nenhum material anterior exibiu a combinacdo de propriedades mecanicas,
térmicas e eletronicas superlativas atribuidas a eles. Suas densidades podem ser tdo baixas
quanto 1,3 g/cm® (um sexto da densidade do aco inoxidavel) [74]. Além disso, as
propriedades eletronicas dos NTCs sdo extraordinarias podendo ser, metalicos ou
semicondutores [74].

Cada NTC podem apresentar comprimento correspondente a dezenas de
micrémetros, com diametros tdo pequenos quanto 0,7 nm. Os NTCPUs geralmente
possuem apenas 10 atomos ao redor da circunferéncia, e a espessura do tubo é de apenas
um atomo. Os NTCs também apresentam uma alta proporcdo de comprimento para
diametro (proporcdo de aspecto) de aproximadamente 1000 vezes, 0 que 0s torna estruturas
guase unidimensionais. Vale ressaltar que os NTCs séo distintos das fibras de carbono, que
ndo sdo moléculas individuais, mas sim fios compostos por folhas de grafeno em camadas
[74].

Os NTCs tém sido objeto de pesquisa por mais de 20 anos. Espelhando esse esforco
académico esta o interesse comercial mundial, levando a capacidade de produgéo de varios
milhares de toneladas de NTCs por ano. Esses desenvolvimentos abriram caminhos para
uma ampla gama de aplicacbes que segundo Marchesan e Prato [75] muitas dessas
aplicacdes destinaram-se aos sistemas CNT-proteina que atravessam Varios campos da
ciéncia, da biocatalise industrial & nanomedicina, de materiais inovadores a ferramentas
biotecnoldgicas na pesquisa em biologia molecular.

Entre as variedades de nanoparticulas adequadas, este estudo direciona-se para 0s
NTCs com o intuito de verificar sua afinidade de ligacdo por meio de DOC com 0 virus
SARS-CoV-2 por métodos computacionais. No entanto, estudos de DOC tém sido usados
de forma eficaz para calcular e analisar as posi¢des de ligacdo, ou bolsas de ligantes para
muitos receptores Stjernschantz & Ostenbrink, 2010 apud [76].

No passado recente, Krishnaraj e sua equipe estudaram a interacdo molecular entre
NTC e HIV, mostrando que o NTC possui uma alta afinidade de ligagdo com as proteinas
do HIV [77]. Ja Aasi e sua equipe utilizaram a teoria do funcional da densidade (DFT) nos

NCs decorados com NPs metalicas para analisar a adsorcdo de peroxido de hidrogénio,
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mostrando forte adsorcdo [78]. Os NTCs de carbono sdo classificados em dois tipos a
seguir: NTCPUs (nanotubos de carbono de parede Unica) e NTCMPs (nanotubos de
carbono de parede mdaltipla). Os de parede Unica sdo geralmente mais estreitos do que 0s
tubos de paredes multiplas, com didmetros tipicamente na faixa de 1-2 nm, e tendem a ser
curvos em vez de retos. Uma quantidade significativa de trabalhos foi realizada na Gltima
década para revelar as propriedades estruturais [72], eletromecanicas [73] e quimicas
exclusivas dos NTCs [74].

Para a interacdo entre NTCs e proteinas em meios biologicos pode afetar a maneira
como as células interagem, reconhecem e processam as nanoparticulas, e isso tem
implicacdes relevantes para consideragdes de seguranca [6]. Sendo que a funcionalizacéo
do NTC através de suas paredes, pontas ou por encapsulamento (os tubos de pontas abertas
possuem capilaridade) tem sido vista como uma forma de explorar o potencial dos NTCs
na nanotecnologia. Quando funcionalizados os NTCs apresentam estruturas quimicamente
modificadas podendo ser usados de forma a facilitar a interagdo com moléculas organicas e
bioldgicas e também com outros grupos quimicos como farmacos ou moléculas toxicas e,
até mesmo, com 0 SARS-CoV-2 e bactérias [74].

Os pesquisadores hoje estdo procurando nanomateriais a base de carbono para
combater ou controlar o COVID-19, que se espalhou pelo mundo. O processo de adsorgédo

é avaliado pelo poder de captura do virus, e pela capacidade de inativacdo do mesmo [79].
2.5  Propriedades e caracteristicas dos NTCs

A nanotecnologia vem despertando muito interesses nas comunidades cientificas, e
principalmente ao longo das uUltimas décadas muitos esforgos foram feitos no sentido de
atingir o tdo desejado controle em nivel atbmico e molecular sobre os processos industriais.
Com o surgimento dos materiais nanométricos, e em fungdo deles, novas técnicas de
caracterizacdo foram projetadas e implementadas [72]. Os CNTs foram preparados pela
primeira vez por Sumio lijima (1991), sendo NTCPUs e NTCPMs geralmente feitos por
descarga de arco de carbono [47], ablacdo a laser de carbono [46], ou deposi¢cdo de vapor
quimico (normalmente em particulas cataliticas) [46]. O NTC sdo nanoestruturas
cilindricas com didmetros da ordem de poucos nandmetros e comprimentos da ordem de
microns, levando a grandes razdes comprimento/diametro.

A forca das ligagdes carbono-carbono fornece aos NTCs incriveis propriedades
mecanicas. Nenhum material anterior exibiu a combinacdo de propriedades superlativas

mecanicas, térmicas e eletronicas atribuidas a eles. Suas densidades podem ser tdo baixas
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quanto 1,3 g/cm® (um sexto da do aco inoxidavel) [74]. As propriedades eletrdnicas dos
NTCs também sdo extraordinarias. Sendo importante mencionar que os NTCs podem ser
metalicos ou semicondutores [74]. Entretanto desde a primeira caracterizacdo da
fluorescéncia individual de CNTCPUs em 2002 [75]. Intensificou-se a exploracdo das
propriedades Opticas intrinsecas do NTCPU como meio de transducdo de sinal em
dispositivos bio-6pticos. [78,6].

A fotoestabilidade, combinada com os limites de sensibilidade de uma Unica
molécula e transparéncia Optica do tecido biolégico para fluorescéncia no infravermelho
préximo, comprovam o aumento do uso de NTCPUs em plataformas de deteccdo para
inimeras aplicacbes [79, 80]. Em virtude de sua natureza altamente hidrofébica, um dos
principais desafios na engenharia de materiais a base de NTCs, é superar sua tendéncia
pronunciada de se auto-associar fortemente na agua e formar espessos, insoluveis,
tornando-se agregados téxicos [75].

Todavia os NTCs demonstraram potencial com propriedade de nanocarreador nobre
e liberacdo de droga aumentada para células-alvo na terapia do cancer podendo serem
alternativas terapéuticas contra SARS-CoV-2 [36,37]. Porém os diametros de nanotubos
variam de 0,4 a 3 nm para CNTPUs e de 1,4 o pelo menos 100 nm para NTCPMs e suas
propriedades podem assim ser ajustado alterando o diametro [81]. Em relacdo a sua
condutividade elétrica, levando-se em consideracdo a estrutura eletrbnica quase
unidimensional, dos CNTPUs e NTCPMs, o transporte eletrdnico ocorre balisticamente
(ou seja, sem espalhamento) ao longo de comprimentos de nanotubos longos, permitindo
que eles transportem altas correntes essencialmente sem aquecimento [82,83].

Os NTCs apresentam propriedades eletrbnicas, Oticas e mecéanicas muito
interessantes [84]. Outra caracteristica dos NTCs é que, ao serem eletrificados, concentram
0 campo elétrico em suas extremidades e emite um grande numero de elétrons, o que
possibilitou seu uso em telas de imagens [85]. A tabela 1 mostra algumas das propriedades
de NTCs, e sua comparacao sdo mostradas com alguns outros materiais.

Desta forma, esses materiais tém sido usados na confeccdo de diferentes tipos de
dispositivos, como emissores de elétrons para mostradores, sensores de gases e sensores
bioldgicos, pontas para microscépio de forca atbmica (FAM) e, quando combinados a
outros materiais, como polimeros e fibras, servem como elementos de refor¢co formando

compdsitos com excelentes propriedades mecanicas [86].



Tabela 1. Propriedades dos NTCs [85]

Propriedades NTCPU

Comparando

Tamanho

Densidade 1.33 2 1.40 g/cm®

Resisténcia a tracéo 45x10° Pascal (Pa).

Eles podem ser dobrados
em grandes angulos e
Resiliéncia retornar ao seu estado
original sem danos.
Estimado em 10° de
Capacidade condutora  amperes por centimetro

quadrado.

Eles podem ativar
fosforos com 1 a 3 volts
Emissdo de campo se 0s eletrodos estiverem

espacados de um micron.

0,6 a 1,8 nm de diametro.

A litografia por feixe de elétrons
pode criar linhas de 50 nm de

largura.

O aluminio tem uma densidade
de 2,7 glcm®

Ligas de aco de alta resisténcia
quebram em cerca de 2x10° Pa.

Metais e fibras de carbono
fraturam sob tensoes

semelhantes.

Os fios de cobre queimam ao
conduzir 10° de amperes por

centimetro quadrado.

As pontas de molibdénio
requerem campos de 50 a 100
volts/m e tém vida Util muito

limitada.

Prevé-se que seja tdo alto O diamante quase puro transmite

Transmissao de calor quanto 6.000 W/mK,a

temperatura ambiente.

Estavel mesmo a 2.800
Estabilidade térmica  graus Celsius no vacuo e

750 ° C no ar.

3.320 W/mK

Fios metélicos em microchips
derretem entre 600 e 1000°C
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De acordo com os dados mostrados na tabela 1 os NTCs podem gerar “ondas
termelétricas” e de acordo com sua capacidade condutora podem durante uma interacéo
com um soluto ou um solvente gerar uma corrente elétrica [86]. Por exemplo, os NTCs
podem criar uma corrente simplesmente interagindo com o liquido ao seu redor. Este
liquido sendo um solvente orgénico tende a extrai elétrons dos NTCs, gerando uma
corrente que pode ser usada para impulsionar uma reacdo quimica. Entdo se deve levar em
consideracdo que uma proteina do SARS-CoV-2 fluindo por um leito do NTC durante
interacdo, possa vim a produzir um potencial eletroquimico, de forma que o virus ao
receber uma corrente elétrica seja eletrocutado.

A seguir sequenciando o estudo das nanoparticulas e suas aplicagdes, descreve-se

uma abordagem sobre 0s QDGs.
2.6 QDGs e seu potencial de interacdo com biomoléculas

Os pontos quéanticos sdo pequenas particulas semicondutoras em nanoescala que
exibem propriedades Opticas e eletrdnicas unicas devido ao seu confinamento quantico
dependente do tamanho [87]. Eles sdo normalmente compostos por um nucleo de um
material semicondutor, como o seleneto de cadmio (CdSe), que é envolto por uma casca de
outro material, como o sulfeto de zinco (ZnS). O tamanho e a composi¢do dos pontos
quanticos podem ser controlados com precisdo, como a adi¢cdo de oxigénio a sua estrutura,
0 que permite o ajuste de suas propriedades dpticas e eletronicas [88].

Os pontos quéanticos tém uma variedade de aplica¢fes potenciais, inclusive na
biomedicina, onde podem ser usados como sondas de imagem ou como biossensores em
nanoescala. Eles também sdo usados em monitores, células solares e LEDs devido a sua
capacidade de emitir luz em uma faixa de comprimento de onda estreita e dependente do
tamanho [89]. Além disso, 0s pontos quanticos foram explorados por seu potencial como
materiais fotovoltaicos e como catalisadores de rea¢Ges quimicas [90].

Os pontos quanticos de 6xido de grafeno (QDGs) sdo um tipo de pontos quanticos
feitos de OG, um material derivado do grafeno composto por uma Unica camada de atomos
de carbono com grupos funcionais contendo oxigénio. Os QDGs possuem propriedades
Opticas e eletronicas Unicas devido a combinacdo da estrutura bidimensional do OG e a
presenca de grupos funcionais contendo oxigénio.

Os QDGs tém uma gama de aplicagdes potenciais em campos como a biomedicina,
onde podem ser usados como sondas de imagem ou biossensores. Eles também tém usos

potenciais em armazenamento e conversdo de energia, cComo em supercapacitores [91] e
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baterias [92]. Além disso, os QDGs tém sido explorados por seu potencial como
catalisadores de reacfes quimicas devido a sua alta area superficial e capacidade de
adsorver e ativar reagentes.

As propriedades dos QDGs podem ser afetadas pela presenca de grupos funcionais
e pelo tamanho dos pontos, e sua sintese e caracterizacdo sdo areas de pesquisa em
andamento [93,94]. Os OGs tém vaérias vantagens, incluindo propriedades dpticas, boa
estabilidade quimica e fotoquimica. O carbono é amplamente ndo toxico. Essas
caracteristicas tornam os OGs muito desejaveis como alternativas aos pontos quanticas
semicondutores para a visualizacdo de sistemas biologicos in vitro e in vivo. Os OGs
interagiram seletivamente com macromoléculas apenas com receptores na membrana

celular.
2.7  Interacdes de biomoleculas com NTCs e OGs

Nos ultimos anos, esforcos tém sido dedicados a explorar as aplica¢fes bioldgicas
potenciais dos NTCs, motivados por seu tamanho, forma e estrutura interessantes, bem
como por propriedades Opticas e elétricas atraentes. Primeiro, com todos os atomos
expostos na superficie, os NTCPUs tém uma area de superficie ultra-alta (teoricamente
1300 m?/g) que permite o carregamento eficiente de véarias moléculas ao longo do
comprimento da parede lateral do NTC. Em segundo lugar, a ligacdo supramolecular de
moléculas aromaticas (apresentam estabilidade e propriedades especiais devido a um
circuito fechado de elétrons) pode ser facilmente alcangada - empilhando essas moléculas
na superficie poliaromética dos NTCs [74].

No entanto uma molécula sera imobilizada, somente quando seu movimento no
espaco for restringido completamente ou a uma pequena regiao limitada por ligacdo a uma
estrutura solida. Entdo de acordo com [74], os NTCs apresentam um bom suporte para a
imobilizacdo de enzimas. Os NTCs fornecem um microambiente biocompativel que ajuda
as enzimas a reter suas propriedades cataliticas. Além de proteinas, outras moléculas
biolégicas também podem ser imobilizadas em NTCs, como acidos nucléicos, antigenos,
peptideos e drogas. O tipo de biomolécula imobilizada nos NTCs leva a diferentes
aplicacdes o que confere grande versatilidade a esses conjugados de biomoléculas [74].

O diametro do NTC é um parametro crucial para garantir uma adsorcéo desejada de
proteinas pelo NTC. Idealmente, o diametro deve ser maior que 10 nm, conforme sugerido
por um conjunto crescente de evidéncias cientificas. A relagéo entre o didmetro do NTC e

a afinidade de fixacdo das proteinas tambem é um aspecto relevante a ser considerado.
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Além disso, a curvatura da superficie do NTC exerce influéncia sobre as proteinas
adsorvidas. Esses efeitos parecem estar mais relacionados a geometria curva do material do
que as propriedades quimicas especificas dos NTCs, como pode ser observado também em
outras nanoparticulas curvas, como as nanoparticulas de ouro, em maior extensdo do que
em superficies planas com estrutura quimica similar [32].

A biocompatibilidade dos pontos quanticos torna-os capazes de interagir
efetivamente com virus e bloquear a infectividade viral, como exemplificado pelos pontos
quanticos de OGs funcionalizados com &cido bordnico e/ou fungbes amina, 0s quais
interferem na entrada do virus herpes simplex tipo 1 [24]. Além disso, a adsor¢do de OGs
na superficie de células bacterianas pode levar a desativagdo bacteriana, visto que esses
OGs alteram o equilibrio de carga da superficie bacteriana e séo inseridos na membrana
bacteriana por meio de suas longas cadeias de alquil, resultando na inativagdo das bactérias
[95].

2.8 Simulacdo de DM e DOC

Com o aumento do poder de processamento dos computadores nos ultimos tempos,
os célculos de sistemas com milhares de &tomos podem ser agora realizados. Estas técnicas
séo capazes de prever o comportamento de nanoestruturas sintetizadas experimentalmente.
A metodologia permite também que o pesquisador experimental possa avaliar a priori
experimentos de dificil execucdo. Além disto, a modelagem computacional permite a
descoberta de novos materiais [74].

Tem-se como objetivo desenvolver uma simulacdo por meio da DM onde se
verifique a interacdo entre os atomos do dominio proteico (sitio ativo) de ligacdo do
SARS-CoV-2 livre com o receptor, ligante livre de um NTC. As coordenadas atbmicas do
sistema complexo de trajetorias simuladas devem ser salvas em intervalos de tempo da
ordem de ps (picosegundo) ao longo das simulagdes. Ficando o numero total de 4&tomos e
0s parametros fisicos como temperatura e pressdo mantidos iguais para cada condigédo
simulada. A simulacdo de DM se realizard com NTC, tendo o intuito de capturar o
movimento preciso do SARS-CoV-2 com a estrutura acoplada do NTC. Essas trajetorias
de movimento sdo relevantes para o calculo das energias de ligacdo e a estabilidade e o
equilibrio da estrutura complexada € garantido pelo RMSD, raio de giro e sua plotagem no
tempo [77].

O estudo de simulacdo DM também ajuda a compreender a termodindmica das
interacdes em termos de energia de ligacdo livre. Esses tipos de NTCs podem encontrar
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aplicacbes potenciais em equipamentos de protecdo individual ou Kits de diagndstico.
Também relatamos a correlacdo direta entre a energia de ligacdo e os diferentes

comprimentos de NTCs [65].
2.9  Técnica de producdo de NTCs

O NTC é um dos materiais mais forte conhecido até agora, com propriedades
mecanicas surpreendentes [86]. Ele possui uma estrutura unidimensional Unica, grande
area superficial especifica, sendo também hidrofébico [96] e oleofilico [96]. Sendo os
métodos de preparacdo mais utilizados na obtencdo de NTC a descarga por arco, ablacéo
por laser e deposicdo quimica de vapor. Métodos de descarga por arco e ablagdo por laser
sdo baseados na condensacdo de atomos de carbono gerados pela evaporagdo (sublimacao)
de carbono a partir de um precursor sélido, geralmente, grafite de alta pureza.

A temperatura de evaporacdo envolvida em tais processos aproxima-se da
temperatura de fusdo do grafite, de 3000 a 4000 °C. O método de ablacdo por laser também
tem sido utilizado na sintese de NTC, e assemelha-se em alguns aspectos ao método de
descarga por arco. Neste método, o grafite € vaporizado pela irradiacdo laser na presenca
de um gas inerte [95]. Historicamente, a ablacdo por laser foi o primeiro método utilizado
para gerar fulerenos na fase gasosa [96].

No método de ablacdo por laser o carbono é vaporizado da superficie de um bastéo
solido de grafite (d~1,25cm) em um fluxo de hélio ou argdnio de velocidade de 0,2-2 cm/s
e pressdo de 500 torr (1 mmHg = 1,000000142 Torr). O grafite é colocado no meio de um
tubo de quartzo e o tubo € levado para um forno tubular com temperatura controlada.
Depois de fechar o tubo de quartzo este € evacuado (<10 torr) e a temperatura € aumentada
para 1200 °C. O tubo, entdo, é preenchido com o gas inerte e o laser é focalizado sobre o
alvo de grafite, com o auxilio de lentes para produzir um spot de 3-6 mm. O laser varre
toda a superficie do alvo de grafite para manter uma superficie de vaporizacéo sempre lisa
e uniforme. O fluxo de gas inerte arrasta as espécies de carbono geradas, na zona de alta
temperatura, e deposita tais espécies em um coletor cénico de cobre, resfriado por agua,
localizado na extremidade oposta do tubo de quartzo [97].

Thess e colaboradores [98] propuseram o uso de dois lasers pulsados sucessivos
para minimizar a quantidade de carbono depositado como fuligem. O segundo laser
quebraria as particulas maiores produzidas pelo primeiro, alimentando o crescimento de
estruturas tubulares.

O método de ablacédo por laser também produz NTCPU e NTCPM. Os NTCPM sao
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produzidos quando grafite puro € submetido a ablacdo. Os tubos obtidos apresentam de 4 a
24 cilindros concéntricos e comprimento superior a 300nm. Quando a temperatura do
forno se reduz, as paredes dos nanotubos apresentam defeitos estruturais e para
temperaturas menores do que 200 °C, n&o se observa nanotubos. Por outro lado, os
NTCPU sé&o produzidos quando uma pequena quantidade de metal de transicdo, geralmente
Co, Ni, Fe e Y ou uma combinacéo deles, é misturada ao grafite [98].

Os NTCPUs podem ser obtidos por meio do método de descarga por arco e por
ablacdo a laser, por este método tornam-se mais puros do que aqueles produzidos por
descarga por arco (70-90 % de pureza) [98]. As impurezas encontradas sdo particulas de
grafite, carbono amorfo, fulerenos e particulas metélicas, levando a necessidade de uma
etapa de purificacéo.

E importante mencionar que o rendimento depende de varios fatores tais como: o
tipo de catalisador, poténcia e comprimento de onda do laser, temperatura do forno,
pressdo, tipo do gas e geometria do fluxo proximo do alvo de grafite. JA& 0 método de DVC
se baseia na decomposicdo de gases (ou vapores) precursores contendo atomos de carbono,
geralmente, um hidrocarboneto, sobre um metal catalisador. A decomposicdo, geralmente,
é realizada em temperaturas abaixo de 1000 °C [98].

Uma das principais barreiras para a aplicacdo industrial de NTCs esta no custo de
seus precursores carbonaceos. Varias fontes de carbono tém sido usadas para produzir
NTCs desde sua primeira descoberta por lijima em 1991 apud [75]. O uso préatico de
enzimas foi realizado em varios processos industriais e estd sendo expandido em novos
campos, como sintese quimica fina, produtos farmacéuticos, biossensores e células de
biocombustivel. A imobilizacdo enzimatica é fundamental para as tecnologias

debiorreatores e biossensores [75].
2.10 Estrutura geométrica de NTCPUs

O CNTPU, que é uma camada de folha de grafeno envolta em forma cilindrica com
um diametro de cerca de 1 nm e um comprimento de muitos micrémetros, € controlado
pela orientacdo do angulo quiral e pelo didmetro do tubo [80]. O vetor quiral Cy, é definido
na Equacdo 1.

Ch=na; + may, 1)

em que a; e a; sdo vetores de base. Um par inteiro é usado para especificar a orientagdo da

estrutura dos NTCs [76], conforme apresentado na Fig. 2.
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Figura 2. Rede hexagonal da folha de grafeno e suas orientacdes e vetores de base [82].

onde a = (3)*%a, ., é a constante de rede e a.. = 1,42 A é o comprimento da ligacio. No
caso de n=m, 0 nanotubo é chamado de estrutura de armchair, o qual é um tipo especifico
que possui estrutura cilindrica apresentando as extremidades retas que se assemelham ao
bragco de uma cadeira, sendo o0 nome armchair dado devido a semelhanca com as bordas de
uma cadeira. Se, m for igual a zero, NTCPU é chamado de estrutura em ziguezague. Em
oura forma geomerica se obtém o nanotubo quiral com estrutura geométrica helicoidal e
assimétrica nao regular, sendo sua orientacdo espiralada. A quiralidade é determinada pela
diferenga entre o nimero de subunidades hexagonais e pentagonais em uma Unica volta do
nanotubo, sendo suas propriedades eletrénicas variaveis de isolantes alta resisténcia a
condutores baixa resisténcia. A Figura 4 mostra trés possiveis orientacdes da estrutura dos
NTCPUs. As relacdes entre o &ngulo quiral e a base de vetores de rede podem ser descritas

pela equacéo 2.

—3m

0= arctag( ),0 <0 <30 2)

2n+m

O vetor quiral Cp conecta dois sitios cristalograficamente equivalentes sobre a
camada 2D do grafeno. O angulo quiral é o angulo em relagdo a direcdo zigzag. Cada par
(n,m) (Figura3a) gera um modo diferente da camada de grafite se enrolar, levando a um
nanotubo de certa quiralidade (angulo quiral). Casos limites aparecem quando n = m # 0,
formando tubos armchair e quando n # 0 e m=0, formando nanotubos tubos zigzag, os
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quais se diferenciam dos armchair pela posicdo dos atomos de carbono em sua estrutura.
Os nanotubos zigzag sdo cilindricos e apresentam uma rede hexagonal de atomos de
carbono, sendo suas extremidades formadas por bordas com orientacdo zigzag, as quais sdo
linhas retas que conectam os atomos de carbono adjacentes. Os zigzags podem ser
semicondutores ou condutores de eletricidade, dependendo da forma como sdo construidos
e também levando em consideracao seu diametro.

Ja os nanotubos quirais apresentam uma estrutura helicoidal com simetria regular, o
que os proporciona propriedades Opticas e eletrénicas, sendo importante mencionar que
podem ter diferentes angulos de torgcdo. Esses tipos de nanotubos s&o formados nas demais
combinagfes de n e m, na qual a direcdo do vetor quiral difere da quelas dos eixos de
simetria, sendo que os atomos equivalentes da cela unitaria sdo alinhados sobre uma espiral
[75].

As propriedades dos NTCPU sao fortemente influenciadas pelo seu diametro e
quiralidade, principalmente, as propriedades eletrdnicas, pois a maneira com que a camada
de grafite foi enrolada influencia diretamente na posicdo das bandas de valéncia e
conducdo das nanoestruturas. Desta maneira, 0s nanotubos apresentam comportamento
metalico ou semicondutor, dependendo da sua simetria. Todos os nanotubos armchair
apresentam caracteristicas metalicas. Os outros nanotubos zigzag e quiral sédo
semicondutores. Foi observado que para NTC semicondutores a energia do band gap
apresenta uma dependéncia com o inverso do diametro dos tubos [75].

Além disso, uma completa caracterizacdo da estrutura atdbmica dos nanotubos é
essencial para entender as propriedades medidas. A caracterizagdo estrutural também é
importante para entender os mecanismos de crescimento e estudar a influéncia das

condic@es de sintese sobre os nanotubos produzidos.
2.11 Grafeno e 0xido de grafeno (OG)

Em particular, o emprego do grafeno em compdsitos tem atraido grande interesse
da comunidade cientifica devido as suas propriedades fisicas excepcionais, fazendo dessas
nanoestruturas excelentes candidatas para uso potencial em materiais avangados nas
indUstrias eletrbnica, automotiva, mecénica, aeroespacial e para a aplicagdo em
supercapacitores [74], células solares [91], dispositivos de memoria [98] transistores [75],

biossensores [97] e distribuidores de drogas [99].
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Entretanto, avancos nesses setores dependem da habilidade de se produzir
nanofolhas de grafeno, bem como de inseri-las eficientemente em arquiteturas cada vez
mais complexas. A melhoria das propriedades fisico-quimicas desejadas para cada
dispositivo ou material depende do grau de dispersdo desses nanomateriais, por exemplo,
em sistemas de solventes e liquidos idnicos Ribeiro et al.; 2013 apud [99] ou em materiais
ceramicos Porwal et al, 2013 apud [99] Em particular, o grau de esfoliacdo e modificagdo
quimica das nanofolhas de grafeno como promotores de uma interacdo eficiente entre a
nanocarga e o agente hospedeiro também determinam as propriedades fisicas finais do
material composito produzido.

O grafeno foi teoricamente estudado na década de 60 quando, em 1962, Boehm e
colaboradores [98] separaram finas laminas de carbono por aquecimento e reducdo do
oxido de grafite. Entretanto, acreditava-se até entdo que essas nanofolhas quando isoladas
eram termodinamicamente instaveis em condigdes ambientes. Segundo (Ribeiro, 2015)
[91] em 2004, Geim e Novoselov da Universidade de Manchester produziram nanofolhas
de grafeno através do processo de micro-esfoliagdo mecanica do grafite.

Dessa maneira, o grafeno pode ser entendido como uma Unica camada grafitica
bidimensional estavel formada somente por &tomos de carbono hibridizados em sp’
dispostos em anéis hexagonais, podendo ser considerado teoricamente como um bloco
fundamental para a constru¢do dos outros solidos covalentes alotropicos do carbono
hibridizados em sp?, tais como, o grafite [91] os fulerenos [98] e 0s nanotubos de carbono
(NTC) [99].

O desenvolvimento de varios métodos de preparacdo do grafeno vem ganhando
relevancia devida esta nanoestrutura exibir excelentes propriedades mecanicas, térmicas e
elétricas, além de apresentar alta flexibilidade. Foi observado que o grafeno apresenta
grande mobilidade de cargas (200.000 cm? V"'s™"). Duas ordens de grandeza maior que o
silicio e seu transporte elétrico se da de forma balistica a temperatura ambiente. Sua
condutividade térmica é de aproximadamente 5.000 W m'K™' e apresenta elevada area
superficial (2.630 m? g—1) Stoller et al, 2008 apud (Ribeiro, 2015) [99]. Além do mais,
vale a pena ressaltar que o grafeno apresenta mddulo de elasticidade de 1,1 GPa e
resisténcia a tracdo de 125 GPa, 200 vezes maior que o aco [91].

Usando aproximacBes do modelo de elétrons fortemente ligados (Tight Binding
Model), que ndo serd abordado neste trabalho, foi verificado que o comportamento
eletrénico do grafeno é compativel a de um semicondutor de gap nulo [98]. Os orbitais 7,

responsaveis pela condutividade elétrica, se dispersam em duas bandas distintas, que se
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tocam no ponto K no nivel de Fermi. Proximos a este ponto, as energias dos elétrons séo
linearmente dependentes de seus vetores de ondas e comportam-se como particulas
relativisticas devido ao fato de apresentarem forte efeito Hall quanticas [22]. Somente os
elétrons que estdo proximos ao ponto K participam do processo de conducdo eletrénica
Fuhrer et al, 2010 apud (Ribeiro, 2015) [91]. As nanofolhas contendo duas camadas de
grafeno exibem bandas eletronicas parabdlicas, enquanto as de trés camadas apresentam
bandas eletrénicas como uma combinacao de um mono e bicamadas e tendem a sobrepor-
se.

O grafeno possui excelentes propriedades fisicas e biologicas que podem ser usadas
para detectar [10] e inibir proteinas de superficie viral. Sametband e seu grupo [25]
utilizaram o grafeno para as proteinas-alvo do HSV e usaram OG para inibir o virus pelo
blogueio de fixacdo viral. Também, foi aplicada a atividade fotocatalitica do OG para a
inibicdo de virus. Hu e colaboradores prepararam a OG com fotocatalise bem sucedida de
virus por meio de transferéncia de energia sob iluminacéao de luz visivel [100].

O OG é produzido ap6s o processo de oxidacao do grafite, seu 6xido € esfoliado em
suspensdo via ultrassom produzindo as nanofolhas de OG que geralmente podem ser
reduzidas termicamente ou na presenca de hidrazina, dimetilhidrazina, hidroquinona ou
NaBH4 Mcallister et al, 2007 apud [100].

O tamanho, a forma e a composicdo do grupo funcional dos pontos quéanticos de
grafeno (QDGs) dependem do precursor e do método de sua sintese. Os grupos funcionais
dos QDGs influenciam fortemente seus espectros de energia, em particular, o gap de
energia e, portanto, suas propriedades opticas, como fotoluminescéncia e absor¢cdo. Aqui, a
influéncia dos grupos funcionais de borda no intervalo de energia entre os orbitais
moleculares desocupados mais altos e mais baixos (HOMO E LUMO) e os espectros
vibracionais dos QDGs é investigada por meio de calculos quimicos quéanticos. Os célculos
foram realizados utilizando o meétodo Hartree-Fock levando em conta a energia de
correlacdo eletrénica por meio da teoria do funcional da densidade (DFT) implementada no
programa Firefly (Granovsky, MSU) [101].

Por outro lado, a modelagem molecular com diferentes niveis de teoria € uma
ferramenta eficaz para estudar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos
nanomateriais de carbono. Ele poderia ser utilizado para alguns dos derivados de grafeno,
como o fulereno, para testar a funcionalidade de sua superficie para aplicacGes de detec¢do
de gés (Li et. al. 2015) apud [102]. A modelagem molecular também pode ser aplicada

para estudar o efeito da modificacdo de superficie e atividade bioldgica para aplicacdes
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como inibidor de anti-protease (lbrahim et. al. 2010) apud [102]. Recentemente, as
diferentes funcionalidades dos nanomateriais de carbono foram revisadas. Percebe-se que a
substituicdo pode afetar o comportamento biologico e as propriedades eletronicas do
fulereno (Ibrahim et. al. 2017) apud [102].

Os QDGs e grafeno exibem atributos surpreendentes para a biossensoria
eletroquimica [103] atual devido a sua notavel solubilidade em vérios solventes, baixa
toxicidade intrinseca, altas caracteristicas eletronicas, forte inércia quimica, grande area de
superficie especifica, disponibilidade de locais de borda abundantes para funcionalizagéo,
biocompatibilidade significativa, baixa custo e versatilidade, bem como sua capacidade de
ser alterada com quimicas de superficie, incluindo materiais nanoestruturados. Esses QDGs
podem ser aplicados como tags de sinal ou modificadores de superficie de eletrodo para
produzir biossensor eletroquimico (Campuzano et al. 2019 ) apud [102].

Sun e colaboradores produziram pontos quéanticos de carbono fotoluminescentes
estaveis [21]. Barras e seu time relataram que pontos quanticos funcionalizados com
acidoboronico restringem a entrada do virus herpes simples tipo 1 em seu estagio inicial
[104]. As nanoestruturas de carbono derivadas fizeram a inativacdo do virus. Huang e
colaboradores [20] prepararam pontos quénticos derivados de mondmero de benzoxazina e
exerceram atividade antiviral contra doze virus semelhantes ao virus da SARS-CoV-2.

Na sequéncia abordam-se os materiais e métodos aplicados na DOC juntamente

com a DM entre ligante e receptor.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Nesta abordagem, serdo discutidos os procedimentos adotados nas duas simulagcfes
realizadas. Na primeira simulacédo, foram investigadas as interaces entre NTCPU/E-pro,
abrangendo os trés tipos de NTCPUs ligantes, e sequencialmente com as proteinas M-pro e
S-gly. Todo, foram realizadas 9 interacdes entre NTCPUs e proteinas. Ja na segunda
simulacdo, foram analisadas as interac6es entre QDGs/S-GLY-OMICRON, seguidas pelas
interacdes com S-GLY-KAPPA e S-GLY-DELTA. O objetivo principal dessas simulacfes
é compreender as interagdes envolvendo os NTCPUs e QDGs, visando aplicacGes praticas

no combate ao virus SARS-CoV-2.
3.1 Procedimento de DOC

Para a andlise das interacfes dos NTCPU e QDGs em estudo com as estruturas
externas da superficie dos SARS-CoV-2, citadas anteriormente, utilizou-se o software
AutoDock Vina 4.2.6. [39]. Este software é um conjunto de ferramentas de DOC
automatizado. E projetado para prever como pequenas moléculas (ligantes) se ligam a um
receptor de estruturas de biomacromoléculas-alvo, produzindo resultados com acuracia
média nas previsdes do modo de ligacdo, realizando interface grafica com o AutoDock
Tools quase instantaneamente. Os termos baseados na mecénica molecular s&o
multiplicados por coeficientes que sdo determinados por analise de regressao linear de

complexos com estruturas 3D e energias livres de ligacao conhecidas como:

Termo referente a VDW:
A B
N @

Termo referente a Lei de Coulomb (eletrostéatico):

AGeI =\Nel le{ﬂ} (4)

g(rij)rij

Termos referente a torgéo: AG,, =W, N,,. (5)
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onde N € 0 numero de todos os angulos de rotacdo, exceto ligagdes de guanidina e

amido, etc.

Termo referente a dessolvatacao:

onde: S,=a+klg|, e S;=a;+kl|g|,
AG,, =WdeSZ‘M(a1.vj +klg |V, +aV, +k\qj‘vi)%2,
AGdes = AGdes, pre + AGdes,lig !
AGdes,pre :Wdes Zi,j (aivj + ajvi + k ‘qj ‘V| )e%z’
AGdes,lig :Wdes Zi,j k (|q| |VJ )e %2 )

AC-:'des,ligmp :Wdes zi,j k (VJ )e %2 ’

AG W, |a,|AG

des, lig = des,ligmp

G =AG,, +AG, +AG,, +AG, +AG

tor des lig
onde as variaveis da energia livre de Gibbs s&o: Wyw, Wi, Wior, Waes € Wiig.

AG =EA

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

Os angulos de tor¢do nos ligantes permitem a execu¢do de DOC em todo o

processo parametrizado. Apos a simulacdo de DOC dos ligantes/receptores obtém-se 0s

resultados em termos de interacOes e a estabilidade atingida. Sendo que todos os angulos
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de torcdo nos ligantes foram relaxados, permitindo a execucdo da DOC flexivel, enquanto

0s receptores permaneceram rigidos durante todo o processo.
3.2 Preparacéo dos receptores

As estruturas cristalinas mostradas na figura 3 das proteinas M-pro, S-gly e a E-
pro (PDB ID: 6M2N, 7BW4 e 7K3G) foram extraidas do Protein Data Bank (PDB) (https
:IlIwww.rcsb.org) repositorio [105,106]. As estruturas foram preparadas usando o software
GaussView 6 [107] e posteriormente minimizadas usando o campo de forca de construcéo
assistida de modelo com refinamento de energia (AMBER) ff14SB [108,109].

Depois de minimizadas as estruturas foram submetidas a um processo de triagem
virtual por DOC e DM. Os ligantes foram modelados nos softwares Nanotube Modeler
(http://www.jcrystal.com/products/wincnt/), e todos os céalculos de otimizacdo de
geometria dos ligantes foram realizados usando o software Gaussian 09W [110]. As
otimizacdes de estruturas e os célculos de energias de adsor¢ao foram realizados utilizando
0 método da Teoria do funcional da densidade (DFT) [111,112], que apresentou resultados
confiaveis, em relacdo a métodos computacionalmente mais caros [113,114]. Otimizacdes
de todas as estruturas foram realizadas usando o método de célculo quéantico B3LYP que
descreve as propriedades eletronicas de um sistema molecular, por meio da TDF com a
aproximacdo do gradiente generalizado de Becke (B3) e a funcdo de troca intuitiva de Lee,
Yang e Parr [115,116].

No entanto pode-se concluir que 0 método B3LYP em combinagdo com conjuntos de
bases padrdo 6-311G disponivel no Gaussian é amplamente utilizada para célculos de
estrutura eletronica, conhecidas como funcdes de orbitais, usadas para representar 0s
orbitais eletrdnicos dos &tomos na molécula. A notacdo 6-311G tem o numero 6 indicando
o conjunto de fungdes dos orbitais internos do atomo 1s e 2s. O nimero 3 indica o conjunto
de funcGes dos orbitais valéncia do &tomo, 2p e o nimero 1 indica uma funcdo adicional,
chamada de funcdo difusa, que tem o intuito de melhorar a descricdo de elétrons em
regibes distantes do ndcleo.

A metodologia empregada foi baseada em conjuntos bésicos por causa de nossos
recursos computacionais limitados e devido ao estudo de grandes sistemas. No entanto,
calculos de efeito de ponto Unico e solvente foram feitos usando o método DFT mais
apropriado, o conjunto de base 6-311G para obter valores mais confidveis. Este método é
um dos melhores métodos DFT para estudar as interagdes intermoleculares. Todas as

simulacdes foram realizadas com base no modelo receptor + ligante [117], onde trés
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estruturas de receptores foram selecionadas (E-pro, M-pro e S-gly) do Protein Data Bank
(PDB; (www.rcsh.org / pdb) [118].

(a) (b) (©)

Figura 3. Estrutura molecular de: a) M-pro (PDB ID: 7K3G), b) S-gly (PDB ID:7BZ5)
e ¢) E-pro (PDB ID:6LU7). Fonte: Adaptado do site PDB.

Figura 4: Macroestruturas utilizadas: a) Omicron (B.1.1.529); b) Kappa (B.1.617.1); c)
Delta (B.1.617.2).
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Todas as simulacbes foram realizadas com base no modelo receptor + ligante, sendo
que para as interacdo com os OGs se utilizou como ligantes trés tipos de proteinas S-gly
mostradas na figura 4, as quais sdo: S-GLY-OMICRON (PDB-ID: 7qoq) [117], S-GLY-
KAPPA (PDB-ID:7v7g) [118] e S-GLY-DELTA (PDB-ID:7v7v) [119] estruturas do
banco de dados de proteinas (PDB) que foram selecionadas; (www.rcsb.org/pdb).

Para encontrar as condicdes ideais que satisfazem os varios receptores predefinidos,
surge uma complexidade adicional para tarefas que envolvem experimentacdo ou calculos
computacionais. Em condigOes ideais, neste sentido, utilizamos dentro da plataforma
CHGUI o campo de forca AMBERFF14SB [120] para obter a estrutura com a melhor
conformagdo baseada no conjunto de moléculas [121].

3.3  Preparagao dos ligantes NTCs e OGs

Os ligantes foram os 3 NTCs com diferentes formatos geométricos e 5 OGs. As
estruturas dos receptores de NTCs mostrados na figura 5 foram otimizadas usando-se o
software Chimera 1.15.6 (CHM) [122] para encontrar as condi¢fes ideais que
satisfizessem os varios locais predefinidos, a complexidade adicional surge para tarefas
que envolvem experimentacdo ou calculos computacionais [123].

Usamos CHM como uma realizagdo escalar de proposito geral fungdo para
otimizacdo multialvo, onde as avaliagdes sdo o fator limitante e seu desempenho foi bem
estabelecido usando diferentes algoritmos de otimizacdo de propoésito Unico.

Os resultados indicam que o CHM permite que uma ampla classe de algoritmos
de otimizacgdo encontre rapidamente as condicdes ideais, neste sentido utilizamos o campo
de forca (AMBER)ff14SB [124]. O DOC foi realizado usando o software AutoDock Vina
4.2.6 (ADV) [125]. Nesse calculo, os ligantes foram considerados flexiveis, enquanto os
receptores foram tratados como uma estrutura rigida.

Nessas interacOes, consideramos a mudanca na energia de afinidade (kcal/mol).
Porém, para os trés ligantes investigados, 30 poses ao longo das macroestruturas foram
geradas a partir do algoritmo genético do ADV que avalia a energia de afinidade de ligacéo

a proteina usando uma fun¢do de pontuacdo com base.
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Figura 5. Estruturas de NTCPUs 3D usadas no estudo in silico: a) zigzag, b) armchair e c)

chiral.
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Figura 6: Macroestruturas de OGs utilizadas: a) OG-A; b) OG-B; ¢) OG-C; d) OG-D; e)

OG-E.
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As dimensdes dos NTCPUs correspondem aos seguintes valores, 3,98 A de raio e
28,43 A de comprimento para o CNTPU zigzag, 4,00 A de raio e 28,54 A de comprimento
para 0 NTCPU armchair e por fim 4,04 A de raio e 28,65 A de comprimento para o
NTCPU chiral. Os NTCPUs obtiveram didmetro médio de 12,04 A e comprimento de
28,54 A, com variagdo percentual de 2,4% e 0,8% para o raio e o diametro
respectivamente.

Ja os cinco tipos de receptores OGs foram otimizados usando o servidor CHARM-
GUI (CHGUI), o qual é uma ferramenta da area de DM. Sua aplicacéo se da na preparagdo
e configuracdo de sistemas moleculares complexos por meio de uma interface gréfica com
intuito da realizacdo de simulacBes. Dessa forma se produz a montagem de um sistema
bioldgico com adicao de solventes e ions [126]. O algoritmo usado no CHGUI possui um
esquema de interpolacdo eficiente e sele¢cdo automética do tamanho do passo. As estruturas
tridimensionais dos ligantes foram construidas no software Gauss View 06 [127] na
complacéncia mais estavel de cada ligante que foi pesquisado conforme a Figura 6. Para a
otimizacdo das estruturas mostrada na figura 6, foi utilizado o software Gaussian 09W
[128], utilizando 0 método funcional da teoria da densidade (DFT).

O melhor conformador foi escolhido e otimizado pela abordagem DFT com o
método B3LYP / LANL2DZ (d, p) que inclui interacdes de dispersdo [129], no software
gaussiano 09W [130]. Apoés este estudo, foi realizada a otimizacdo da geometria,
encontrando o arranjo espacial mais adequado, correspondente a menor energia, para o
proposito especifico deste estudo consideramos apenas este resultado obtido do gaussiano

09W. As estruturas otimizadas de todos os OGs foram salvas no formato de arquivo pdb.
3.4  Protocolo de Ancoragem Molecular (Autodock Vina)

O principal objetivo do projeto de droga baseada em estrutura é encontrar um
ligante que se conecte ao seu sitio ativo com alta afinidade e especificidade. O
acoplamento computacional proteina-ligante ganhou popularidade no pipeline de
descoberta de drogas, pois é usado para prever conformacdes de ligacdo e energias de

ligagdo livre de ligantes de moléculas pequenas a alvos macromoleculares [131].
3.4.1 Protocolo de Ancoragem Molecular NTCs/receptor

Ap0ls o0s processos de minimizacdo dos receptores e otimizacdo dos ligantes, as

estruturas tridimensionais das proteinas foram adicionadas a plataforma DOC como
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formatos PDB. O acoplamento molecular foi realizado utilizando o pacote de software
ADV e AutoDock Tools (ADT) (http://autodock.scripps.edu/) [132], o procedimento foi
realizado utilizando um ligante em um protocolo de sitio ativo flexivel, onde o ligante foi
permitido ser flexivel, com tor¢do dentro de uma caixa de grade gue engloba a cavidade de
conexdo do ligante de cada receptor previsto pelos algoritmos. Apos cada execugao, 0
ADV forneceu um conjunto de poses de DOC para o ligante com afinidades de ligacéo
calculadas em que a pose de ajuste com a melhor afinidade foi escolhida para representar o
conjunto e submetida a analise pos-snap. A visualizacdo e analise da conformacdo do
complexo ligante-receptor foram realizadas no BIOVIA Discovery Studio (versdo 4.1)
[19].

Todos os angulos de torcdo no ligante foram relaxados, permitindo que a
ancoragem flexivel fosse realizada, enquanto os receptores permaneceram rigidos durante
todo o processo. Com os hidrogénios polares adicionados a proteina, 0 modelo de cargas
parciais dos atomos de Kollman unidos foi atribuido ao ligante e aos receptores. O Gridbox
[33], que define o potencial de Lennard-Jones com fatores eletrostaticos e fornece valores
para todos os atomos receptores, foi utilizado para as simulagGes e teve as seguintes
dimensdes: 80 A x 60 A x 48 A para M-pro, 82 A x 56 A x 42 A para S-gly e 40 A x 30 A
x 20 A para E-pro, e para as dire¢des X, y e z respectivamente para o sitio de ligacio de
cada uma das macromoléculas.

A funcdo empirica da energia livre e o algoritmo genético Lamarckiano (LGA)
foram utilizados para simulacbes de ancoragem de acordo com o0s pardmetros
recomendados [93]. Com base nos resultados obtidos no DOC, 40 conformaces principais
foram selecionadas através do software para cada sistema ligante-receptor. Para cada
sistema molecular, escolhnemos uma conformagdo com menor energia de afinidade (EA) e
com ligagbGes quimicamente razoaveis, ou seja, com comprimentos adequados para as
ligacGes quimicas. Nesta etapa, utilizamos os parametros dos sitios ativos especificados no
arquivo de entrada para 0 método de ajuste, que é aceitavel e capaz de recuperar a estrutura
e as interagdes de um complexo conhecido [86].

Assim, este processo computacional envolveu a posicdo original do ligante na
primeira simulacdo dos complexos de forma induzida, para avaliar se as posicdes e
parametros de ajuste obtidos pelos diversos programas eram capazes de recuperar a

estrutura e as interagdes de um complexo conhecido e também seu sitio ativo.
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3.4.2 Protocolo de Ancoragem Molecular OGs/ligantes

Todos os parametros necessarios foram especificados usando o Autodock Vina
Software (ADV) [133]. O espaco de busca foi especificado, os parametros da caixa de
grade foram definidos para as trés macromoléculas em seus respectivos sitios ativam como
64 A x 68 A x 62 A para incluir cada segmento das macroestruturas no espaco de busca
ADV foi selecionado para o algoritmo de busca genética de Lamarck (LGA) [134] devido
ao numero de conexdes rotativas e & magnitude dos ligantes [135].

Um protocolo de DOC tipico consistia em quatro etapas principais, que eram
executadas. Primeiro, a preparacdo do linker e do alvo (as vezes isso requer etapas
sofisticadas, dependendo da natureza do linker e/ou alvo). A estrutura cristalina de S-GLY-
OMICRON, S-GLY-KAPPA e S-GLY-DELTA em complexo com as cinco espécies de
0OGs. S-GLY-OMICRON, S-GLY-KAPPA e S-GLY-DELTA em complexo com as cinco
espécies de OGs. A estrutura cristalina de S-GLY-OMICRON possui 1144 residuos de
aminoacidos, S-GLY-KAPPA 1117 e S-GLY-DELTA também possui 1146 residuos de
aminoacidos.

Em segundo lugar, a preparacdo dos parametros de DOC e pontuacdo (0s seguintes
arquivos devem ser criados para executar o Autodock: parametros de arquivo de grade,
arquivos de configuracéo e arquivos de parametro de DOC). Em terceiro lugar, executando
0 programa de DOC usando uma interface grafica ou um terminal de interface de linha de
comando, a interface usada neste estudo foi do AutoDock Tools[128]. Em quarto lugar, a
analise e avaliacdo dos resultados de ancoragem (comparando as poses de ancoragem com
o ligante cristalizado).

A avaliacdo de energia do local de conexdo é obtida usando um procedimento de
calculo de rede com base no Grid BOX definido. Em seguida, a energia do linker é
avaliada com os valores gerados a partir dos termos de interacdo atribuidos a partir dos
calculos das grades de afinidade [136].

Na interacdo ligante/receptor a etapa final é encaixar o vinculador usando varios
algoritmos de pesquisa. Um dos padrbes e métodos eficientes para buscar a conformacéo
de ligacdo ideal dos ligantes € o LGA implementado no AutoDock. Para resultados visuais
mais coesos, utilizamos a ferramenta Discovery Studio Visualizer 2021 [137] para
manipular e visualizar complexos ligantes de proteinas, esta ferramenta possui uma

excelente relagdo com os arquivos gerados no ADV.
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3.5  Método potencial eletrostatico de superficie (MEP)

Os mapas de potencial eletrostatico permitem visualizar as distribuicdes de carga
das moléculas e as propriedades relacionadas a carga das moléculas [138]. Também nos
permite visualizar o tamanho e a forma das moléculas. O primeiro passo envolvido na
criacdo de um mapa de potencial eletrostatico é coletar um tipo muito especifico de dados:
energia potencial eletrostatica [139].

Se usou o software Gaussian 09W para calcular a energia potencial eletrostatica a
distancia do ndcleo da molécula e Gauss View 6 [140] para visualizar mapas de potencial
eletrostatico (MEP). A energia potencial eletrostatica € uma medida da forca de cargas,
nacleos e elétrons proximos em uma determinada posicdo. Para analisar com precisdo a
distribuicdo de carga de uma molécula, uma grande quantidade de valores de energia
potencial eletrostatica deve ser calculada.

A melhor maneira de transmitir esses dados é representéa-los visualmente, como um
MEP. Os dados sdo calculados em um modelo eletronico de densidade da molécula
derivado da equacdo de Schrodinger [141]. Para facilitar a interpretacdo dos dados de
energia potencial eletrostatica, um espectro de cores, com o vermelho como o0 menor valor
de energia eletrostatica e o azul como o mais alto, € empregue para transmitir as
intensidades variadas dos valores de energia potencial eletrostatica [142].

O MEP também ilustra informacdes sobre a distribuicdo de carga elétrica de uma
molécula [143] devido as propriedades do nlcleo e a natureza da energia potencial
eletrostatica [144].

Assim, um alto potencial eletrostatico mostra a relativa auséncia de elétrons
existentes, e um baixo potencial eletrostatico mostra uma abundancia de elétrons. Esta
propriedade de potenciais eletrostaticos também pode ser extrapolada para estruturas

moleculares.
3.6  Abordagem sobre DOC e DM

Apbs o processo DOC, foram utilizadas as poses como conformaces iniciais nas
simulacdes do processo de DM, ajudando a entender a predicdo da posi¢cdo em que poderia
estar o sitio ativo das macromoléculas e as interacBes essenciais para predizer a
estabilidade do ligante complexo-receptor. Para isso, foram criadas quatro caixas
octaédricas com espacamento de 10 A entre o soluto e cada face octaédrica, com

aproximadamente 14.496 moléculas de agua utilizando o modelo TIP3P para a solvatacdo
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dos sistemas [49]. Em seguida, ions, Na+ e Cl- foram adicionados para neutralizar os
terminais de aminoéacidos para garantir a carga liquida neutra dos sistemas.

As condicbes de contorno periddicas foram realizadas usando o método Particle
Mesh Ewald (PME) [34, 49] para garantir que o soluto (ligante-receptor) fosse imerso no
solvente ndo apenas durante a minimizacdo, mas também na MD. Os sistemas foram
mantidos fixos com restricdes posicionais de 50 kcal/mol.A% com um corte de 10 A para
truncar as interacGes de longo alcance de VDW, com volume constante por NVT (conjunto
candnico - moles (N) , volume (V) e temperatura (T) conservados) [88], garantindo assim
condicGes de contorno periddicas otimizadas em 20,000 ciclos, onde 10,000 ciclos foram
através do algoritmo de descida mais ingreme [145] e 10,000 ciclos por o algoritmo de
gradiente conjugado [79]. O sistema passou pela etapa de aquecimento por 10 ns com
tempo de integragdo de 2 fs utilizando o algoritmo SHAKE [37], restringindo e fixando os
comprimentos de ligacdo dos &tomos de hidrogénio. Para entender o comportamento
dindmico de todos os complexos de pontuacdo mais alta, a simulacdo DM foi empregue
usando o software GROMACS 2021.1 [96].

Os principais resultados com as melhores propriedades de energia de afinidade
foram selecionados e posteriormente analisados por simulacbes de DM usando
GROMACS 2021.1 [146]. A minimizacdo de energia dos sistemas foi realizada usando a
descida de step descendent de 5.000 passos (nimero maximo de etapas de minimizacao a
serem realizadas) para remover 0s contatos referentes a energia de VDW. A minimizagéo
de energia foi interrompida quando a for¢ca méaxima foi inferior a 1,0 kJ/mol. O sistema foi
ainda balanceado para 50 ps em volume constante e temperatura de 300 K. As simulacgdes
de DM foram executadas para 100 ns e para cada complexo proteina-ligante, onde as
coordenadas foram salvas a cada intervalo de 2 ps. As interagdes de VDW foram definidas
em 1,6 nm. O algoritmo Linear Constraint Solver (LINCS) foi aplicado para restringir
ligacbes covalentes incluindo ligacbes pesadas de atomos de hidrogénio durante
simulacdes de DM [146]. Os resultados da DM foram usados para calcular os RMSD,
RMSF, Rg e SASA, respectivamente. Finalmente, as trajetérias foram salvas para anélise
posterior usando o Xmgrace.

Simulacbes DM de OGs ligadas a macromoléculas de superficie SARS-CoV-2
foram realizadas usando o campo de forca CHARM36 [147] implementado no Gromacs
2022.2 [146] em uma solugdo aquosa explicita. A caixa foi preenchida com 12628
moléculas de dgua de carga de ponto Unico (CPU) [147], e ions de sodio e cloreto também

foram adicionados ao sistema, para torna-lo equilibrado.
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As posigdes aninhadas fornecidas pelo ADV foram usadas como estruturas iniciais
e colocadas em uma caixa dodecaédrica. As estruturas iniciais foram posteriormente
minimizadas em termos de energia com um método de descida mais ingreme [148].

Os resultados desta minimizacao produziram as estruturas iniciais para simulacdes
DM. Cada sistema continha uma média de cerca de 13.750 atomos no total. Assim as
simulacdes de DM foram entdo realizadas com um nimero constante de particulas, pressdo
e temperatura, ou seja, configuracao NPT.

O algoritmo SETTLE [149] foi usado para restringir o comprimento e o angulo de
ligagdo das moléculas de agua. As interacBGes eletrostaticas de longo alcance foram
calculadas usando o método Particle-Mesh-Ewald (PME) [150]. Uma pressao constante de
1 bar foi aplicada e moléculas de agua e ions foram acoplados separadamente a um banho a
303 K com uma constante de acoplamento de 0,1 fs [151] e a equag¢do de movimento foi
integrada a cada 2 etapas do tempo fs.

Cada simulacdo foi realizada por 200 ns e os sistemas foram balanceados nos
primeiros 20 ns. A andlise das trajetorias e estruturas simuladas foi realizada com as
ferramentas incorporadas do programa GROMACS 2022.2.

Utilizando a ferramenta CPPTRAJ [152], foi possivel extrair as informacdes
necessarias para a criacdo dos graficos RMSD e tabelas de poténcia livre, tudo de acordo
com o tempo. O RMSD mostra 0 quanto a estrutura da proteina muda durante uma
simulacgdo, e a estrutura inicial geralmente é cristalogréfica.

Através do mddulo TRICONV [153], foram extraidas as informacGes necessarias
para a criacdo de graficos de valores RMSD em funcao do tempo. Esses valores indicam os
desvios das estruturas geradas durante a simulacdo sobre a estrutura inicial obtida atraves
da ancoragem molecular, ou seja, a estabilidade e equilibrio do sistema considerando a
dimenséo do tempo.

A energia livre define as afinidades de ligacdo das interacBes proteina-proteina-
proteina e proteina-ligante, e a eficiéncia da possivel ligacdo também quantifica muitos
outros processos importantes, como reacdo enzimatica, transferéncia de elétrons, transporte
de ions através de membranas, e selecdo de moléculas pequenas. Usamos os scripts do
método MM/PBGBSA [154] para executar automaticamente todas as etapas necessarias
para estimar a energia livre da ligacdo complexa usando esses métodos.

No entanto, é geralmente estimado que nenhuma mudanca conformacional
significativa ocorre ap0s a conexdo, de modo que instantaneos das trés espécies podem ser

obtidos a partir de uma Unica trajetoria [155].
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O algoritmo MMPBSA.py é flexivel o suficiente para acomodar as necessidades da
maioria dos usudrios. Varios métodos podem ser usados para calcular a energia livre de
solvatacdo, como PB [81], GB [81] e RISM [154], neste manuscrito usaram apenas GB,
por razdes de capacidade de processamento. Além disso, ao usar um modelo GB, parte do
sistema pode ser tratada quantica.

InteracBes especificas podem ser analisadas usando varredura estrutural ou
decomposicdo de energia livre. A entropia do soluto é aproximada usando um modelo de
rotor rigido no qual as frequéncias vibracionais podem ser calculadas usando o modo
normal ou abordagens quase harmonicas. Para maior flexibilidade, as entradas de nossas
simulagbes forneceram variaveis suficientes para analise no arquivo de entrada
MMPBSA .py [155].

3.7  Desvio quadratico médio e flutuacdo quadréatica média

O RMSD é calculado com precisdo a partir de uma simulagdo. Em biologia
computacional ha a necessidade de sobrepor a estrutura de uma proteina em outra de forma
a minimizar o erro RMSD [156]. Sendo o RMSD de certos atomos em uma molécula em
relacdo a uma estrutura de referéncia calculado e essa medida de distancia entre moléculas

interagentes define-se pela equacao 16.

1 N
RMSD = |—¥'5?
NOZ : (16)

Onde Np define o numero de atomos e o é a distancia entre um atomo i e uma
adotada estrutura de referéncia. Entretanto dados dois conjuntos de n pontos v e w, 0

RMSD passa a ser definido da seguinte forma (equacédo 17).

|2

1 N
RMSD = \/Fo 2 v, = w, (17)

Entdo reescrevendo em coordenadas tem-se a equacao 18.

RMSD = \/NLog [(vix -Ww, )2 +(v, —wiy)z +(viz -w, )2] | 18)
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Entdo, descreve-se a distancia entre cada par de atomos sobrepostos. Uma matriz
também pode ser feita com 0 RMSD em funcéo do tempo, o que da uma boa interpretacdo
gréfica de uma trajetoria ocorrida.

Para realizar os célculos de RMSD e RMSF utilizou-se a ferramenta CPPTRAJ,
incluida no pacote GROMACS [157]. As informacBes necessarias foram extraidas através
do modulo do programa para a criacdo de graficos de valores de RMSD em funcdo do
tempo (100 ns). Os valores de RMSD indicam os desvios das estruturas geradas durante a
simulacdo de DM em relacdo a estrutura inicial, ou seja, a estabilidade e equilibrio do
sistema ao longo do tempo, correspondendo as conformagdes de um determinado conjunto
de pontos ja obtidos, fornecendo uma medida da diferenca na posicdo inicial desses
mesmos conjuntos, quanto maior o valor de RMSD, maior a diferenca entre as estruturas
[158]. O célculo do RMSF refere-se ao deslocamento de um determinado atomo ou grupo
de atomos em relacgdo a estrutura de referéncia, contribuindo para o entendimento da regido
do complexo ligante-receptor que esta tendo comportamento flutuado durante a simulacéo,
desta forma o resultado é o calculo da flexibilidade de cada residuo, obtendo-se assim uma
visdo da extensdo em que a ligacdo do ligante afeta a flexibilidade da proteina [158].

O RMSF mostra possiveis efeitos alostéricos, os quais sdo as alteracdes
conformacionais de uma proteina causadas pela ligacdo de uma molécula reguladora em
um local que ndo € o sitio ativo da enzima. Essas alteragdes conformacionais podem alterar
a atividade catalitica da enzima, tanto aumentando como diminuindo sua eficiéncia.

Existem dois tipos principais de efeitos alostéricos: positivo e negativo. No efeito
alostérico positivo, a ligacdo do regulador aumenta a afinidade da enzima pelo substrato,
resultando em um aumento na atividade catalitica. J4 no efeito alostérico negativo, a
ligacdo do regulador diminui a afinidade da enzima pelo substrato, resultando em uma
diminuicdo na atividade catalitica [158].

Um exemplo conhecido de um efeito alostérico é o da enzima fosfofrutoquinase-1
(PFK-1) na via glicolitica. A concentracdo de ATP, um produto da via, € um regulador
alostérico negativo da PFK-1. Quando a concentracdo de ATP ¢ alta, a ligacdo de ATP a
PFK-1 diminui sua afinidade pelo seu substrato, a frutose 6-fosfato, e consequentemente,
reduz a velocidade da via glicolitica.

Em resumo, os efeitos alostéricos sdo mecanismos importantes de regulacdo
enzimatica, permitindo que as enzimas respondam rapida e eficientemente as mudancas

nas condicdes celulares.
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3.8 Raio de giro e area de superficie acessivel ao solvente

Rg e SASA foram calculados a partir das trajetérias DM para 0s quatro sistemas
para medir a interacdo entre complexos proteina-ligante e solventes usando o software
GROMACS. [157]. O Rg mede a forca do sistema macromolecular, através da raiz
quadrada média da distancia entre o eixo de rotagdo e o centro de massa obtida na
simulacdo de DM, o parametro indica as mudancas ao longo do tempo na estrutura da
proteina, avaliando a compactacao e estabilidade do sistema [108]. A area de superficie
calculada é a area de superficie canénica SASA e inclui a area de superficie hidrofobica,
hidrofilica e total acessivel ao solvente da molécula de proteina, a extensdo em que 0s
aminoacidos interagem com o solvente e 0 nlcleo da proteina é proporcional a area de
superficie exposta ao solvente. As areas de superficie polar e ndo polar sdo frequentemente
definidas usando cargas atbmicas parciais retiradas do potencial molecular utilizado, essas
cargas parciais diferem significativamente entre os campos de forca, a opgdo de residuo do
modulo Rg e SASA do pacote GROMACS o qual é amplamente utilizado em simulacGes
de DM e também para desenvolver modelagem de sistemas moleculares. O GROMACS
permite estudar o compoetamento de sistemas moleculares ao longo do tempo de tal forma
que se possa entender como as moléculas se movem, interagem e mudam de
conformac0es.

A extensdo em que as proteinas interagem com o solvente e o nucleo da proteina é
proporcional a &rea de superficie exposta ao solvente. Existem dois modelos de solvatacdo
que podem ser utilizados para realizar simulagdes de DM de sistemas solvatados: 0 modelo
de solvatacdo explicita e 0 modelo de solvatacao implicita [159]. Na abordagem SASA, a
energia livre de solvatacdo do soluto é expressa como a soma das contribuicdes atdbmicas,
ponderada pelas suas areas expostas ao solvente [160]. O modelo de solvatacdo continuo
tem se destacado para descrever a solvatacdo eletrostatica. Nesta abordagem o soluto é

considerado como uma cavidade embebida em um meio dielétrico.
3.9  Energialivre

Para realizar automaticamente todas as etapas necessarias para estimar a energia
de ligacdo livre do complexo, usamos os scripts MM/PBGBSA (MM: Molecular
Mechanics; PB: Poisson-Boltzmann; GB: Generalized Born; SA: Surface Area) [108]
incluidos no GROMACS [157]. No entanto, geralmente espera-se que nenhuma mudanca

conformacional significativa ocorra ap6s a conexdo, entdo instantanea das trés espécies
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podem ser obtidos de uma Unica trajetoria. As energias de ligagédo livre dos complexos
complexados com os compostos de sucesso mais promissores foram calculadas usando o
método MM-GBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) [81].

Autodock Tools (ADT) e o servidor Swissdoc (SWD) realizardo a DOC para
aproximar os nanotubos (armchair, zig-zag e quiral) o maximo possivel do sitio ativo das
proteinas (S-gly, M-pro ou E-pro) do virus da SARS-CoV-2. O tamanho da populacéo e o
numero maximo de iteracGes (minimizacao em cada etapa do algoritmo) devem ser fixados
e 0 numero de poses definido. O uso da DOC é necessario para fornecer resultados mais
confiaveis.

As simulacdes da DM de NTCPUs ligado a macromoléculas de superficie do
SARS-CoV-2 serdo realizadas usando o campo de forca CHM conforme implementado no
GROMACS versao 2021.2 em uma solugdo aquosa explicita. A caixa serd preenchida com
moléculas de carga de dgua de ponto Unico. As posi¢des alinhadas em Angstroms sao
contidas em uma caixa, para E-pro, S-gly e M-pro. As simulacbes de DM entdo se
desenvolvem com um numero constante de particulas, pressdo e temperatura. Cada
simulacdo deve ser executada por 100 ns e os sistemas balanceados pelos primeiros 10 ns.
A andlise das trajetdrias e estruturas simuladas se realizara com as ferramentas integradas
do programa GROMACS. Ja para os resultados obtidos 0 RMSD mostra 0 quanto a
estrutura da proteina muda durante uma simulacdo, sendo a estrutura inicial geralmente
cristalografica. Esses valores indicam os desvios das estruturas geradas durante a
simulacéo em relagdo a estrutura inicial obtida através da ancoragem molecular, ou seja, a
estabilidade e o equilibrio do sistema considerando a dimensao do tempo. A energia livre

define as afinidades de ligacdo das interacGes proteina-ligante.
3.10  Protocolo para realizagdo da DM

Ap0s a conclusdo do processo de DOC, os arquivos de topologia dos complexos
foram separados para serem aplicados aos campos de Forca AMBER ff14SB e Geral
Amber (GAFF). Trés caixas octaédricas foram criadas com espacamento de 10 A entre o
soluto e cada face do octaedro, contendo moléculas de agua TIP3P [161]. O processo de
solvatacdo proporcionou forgcas de VDW, que séo forgas atrativas entre moléculas, &tomos
ou ions, sendo estas significativamente mais fracas do que as forcas de ligacdo covalente e
inversamente proporcionais a sétima poténcia da distancia entre os &tomos ou moléculas.
Além disso, foram consideradas forcas eletrostaticas iniciais para os sistemas. Condi¢des
de contorno periddicas foram aplicadas utilizando o método da malha de particulas de
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Ewald (PME) [162]. E relevante mencionar que essas condi¢des foram empregadas para
garantir que o soluto (ligante-receptor) fosse imerso no solvente ndo apenas durante a
minimizacdo, mas também durante a DM. O método PME cria réplicas do sistema central
em cada face do octaedro, de modo que qualquer molécula que se mova no sistema seja
replicada nas células, e, se alguma molécula cruzar os limites do octaedro, ao ser replicado
retornara ao sistema central [163].

As etapas de minimizacdo constituem um procedimento prévio a DM para obter um
sistema soluto-solvente (complexos, ions e moléculas de agua) com a energia global
minima necessaria para a convergéncia na DM. O sistema foi aquecido de 10K a 315K,
devido a temperatura média do corpo, com restricbes vibracionais aplicadas ao soluto
(Complexo-ligante-ions) com uma forca constante de 83,60 kJ/mol.A2 e o solvente
(moléculas de 4gua) sem restri¢des [164].

As interacOes eletrostéticas de longo alcance foram calculadas por meio do método
Particle-Mesh-Ewald (PME). Sob pressdo constante de 1 bar, as moléculas de agua e 0s
ions foram acoplados separadamente a um banho térmico a 303 K, com uma constante de
acoplamento de 0,1 fs [165]. A equagdo do movimento foi integrada a cada 2 etapas de
tempo fs. Cada simulacdo teve duracdo de 100 ns, com os sistemas equilibrados nos
primeiros 10 ns. A analise das trajetdrias e estruturas simuladas foi realizada utilizando as
ferramentas integradas do programa GROMACS. Por meio do programa CPPTRAJ [157],
0 qual é usado principalmente para andlise estrutural e manipulacdo das trajetdrias de
simulacdes da DM, dessa forma permite também algumas funcionalidades como calcular
propriedades estruturais de sistemas moleculares, como distancias interatdbmicas e angulos
de ligacdo [166], do CPPTRAJ foram também extraidas as informacgdes necessarias para
criar graficos do Root Mean Square Deviation (RMSD, MSD e RDG) [166] e tabelas de
energia livre em funcdo do tempo. O RMSD indica a variagdo estrutural da proteina
durante a simulacdo, sendo a estrutura inicial geralmente obtida por cristalografia.

Esses resultados revelam os desvios das estruturas geradas durante a simulacdo em
relacdo & estrutura inicial obtida por ancoragem molecular, representando a estabilidade e o
equilibrio do sistema ao longo do tempo. A energia livre define as afinidades de ligacdo
das interacdes proteina-ligante e quantifica a eficiéncia da possivel ligacdo, bem como
outros processos importantes, como reacGes enzimaticas, transferéncia de elétrons,
transporte de ions através das membranas [167] e solvatacdo de pequenas moléculas. Os
scripts do método MM/PBGBSA foram usados para automatizar todas as etapas

necessarias para estimar a energia livre de ligacdo complexa por meio desses métodos. No
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entanto, é geralmente assumido que nenhuma mudanga conformacional significativa ocorra
apos a conexao, permitindo a obtencdo de instantaneos das trés espécies a partir de uma
Unica trajetoria [168].

Uma abordagem detalhada dos resultados obtidos por meio da simulacdo é

apresentada no capitulo subsequente.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo realizadas analises e comparacdes de todos os resultados
obtidos, visando aprimorar as interacdes. Um aspecto de extrema relevancia nessa analise €

a energia livre de ligacéo.
4.1  Andlise de DOC
4.1.1 Paraos ligantes NTCs

Os NTCPUs foram considerados como ligantes flexivel e os receptores E-pro, M-
pro e S-gly foram tratados como corpos rigidos, dessa forma o espago de busca ficou
limitado ao sitio ativo dos receptores como é apresentado na Figura 7. Neste caso, a
flexibilidade do ligante pode ser abordada usando um conjunto calculado de conformacdes
do ligante ou permitindo um grau de sobreposicdo a&tomo-atomo entre a proteina e o
ligante.

As energias de afinidade (EASs) obtidas para as interacdes entre essas moléculas
demonstraram a formacdo de um complexo favoravel, uma vez que as EAs apresentaram
valores relativamente baixos como mostra a tabela 2 com os valores de EA para todas as
simulacgdes. Verifica-se que os melhores resultados apresentados sdo para a S-gly, a
glicoproteina mais externa e sequencialmente para as proteinas M-pro e E-pro, as quais sdo

mais internas.

Figura 7. Interacdo pelo processo de DOC do sitio ativo da proteina S-gly com o
NTCPU chiral. (Fonte: AutoDock Vina 4.2.6.)
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Tabela 2: Simula¢6es de pontuacdo MolDock.

Energia de Afinidade

Proteinas NTCs (kcal/mol)

zigzag -9,48
E-pro armchair -8,29
chiral -6,54
zigzag -9,98

M-pro
armchair -9,06
chiral -7,14
zigzag -10,08

S-gly
armchair -9,49
chiral -8,23

As figuras 8, 9 e 10 mostram as ligagdes das interacfes entre os NTCs e as
proteinas externas do SAR-CoV-2.

A:ILE:33
A:VAL:17 A:PHE:26
2.28A

2.84A 3.24A

337A 3.98A 2.87A

2.62A 3.84A 3.92A

ALEU:37 A:LEU:34 A:PHE:23

Alkyl

(a)
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4.35A 3.99A 3.25A 3.32A
ALEU:37 ALEU:34
Alkyl
(b)
ALEU:19 A:ILE:33
3.00A 3.65A 246A 261A
'—\_;i
/]
315A  3.20A 3.92A
A'LEU:34 ALEU:37
Alkyl [ m-Alkyl
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Figura 8. Interacdes de NTCPUs com E-pro: a) armchair, b) chiral e ¢) zigzag.

A Figura 8 mostra as interacOes entre os trés tipos de NTCPUs e a E-pro, escolhida
com base na pose final com o valor de EA mais favoravel entre as 40 conformacdes
obtidas. Na interacdo houve no minimo quatro interac6es do tipo alquila, em rosa e duas =
— Alkyl envolvendo PHE23 e PHEZ26.

Analisando as quatro interacdes dos resultados de DOC, observa-se que 0 modo de
interacdo previsto pelas poses de DOC dos compostos selecionados na inspecédo visual foi
semelhante as poses das estruturas cristalograficas no sitio de ligagdo com a estrutura
externa E-pro.
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Na sequéncia a Figura 9 mostra as interac6es entre os trés tipos de NTCPUs com a
M-pro, onde o sitio de interacdo possui, caracteristicas hidrofobicas e esse tipo de interacao
estdo presentes no composto analisado. Assim, levando em consideracéo as distancias de
tais conexdes, os resultados do DOC revelaram um total de sete interagdes para o NTCPU
armchair, cinco para o0 zigzag e sete para o chiral, interagdes da protease onde pode haver

maior ocorréncia de reacao.
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Figura 9. Interacdes de NTCPUs com M-pro: a) armchair, b) chiral e ¢) zigzag.
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A:LEU:452

3.01A 3.24A 3.96A

A:PHE:486 A:TYR:489

Alkyl [l m-sigmal

(©)
Figura 10. Interac6es de NTCPUs com S-gly: a) armchair, b) chiral e c) zigzag.

O DOC entre os NTCPUs e a S-gly obteve maior valor de EA de acordo com a
tabela 1. A figura 10 abaixo mostra os resultados das ligacdes obtidas nas interagdes: a
ligacdo « - Sigmal envolvendo PHE490 e as TYR489 LEU 452 e PHE486, foram mantidas
e foram suavemente mais préximo apés a ligacdo com os NTCPUs devido as forcas VDW.
Somente nesta interagdo foram observadas ligacGes do tipo = - Sigmal (PHE490), em roxo
na Figura 10, sendo capaz de se ligar aos bolses ativos da interface proteica.

Os NTCPUs possuiram certo grau de liberdade de translacédo, vibragéo e rotacao,
por isso o processo DOC foi posicionado no sitio ativo dos receptores. Sendo as ligacdes
gue envolvem o sistema = rico em elétrons com outro sistema z, anion, cation ou mesmo
com outras moléculas. Entre todas as interacGes m investigadas neste estudo, as ligacGes = -
Sigmal tém a forca de ligacdo mais forte devido as maiores sobreposicGes de seus orbitais s
[160].

As interacOes foram capazes de produzir mudangas na distribuicdo de carga do
ligante, o que favoreceu o aparecimento de dipolos elétricos em suas extremidades. Dados
de pesquisa do DOC sugerem que os ligantes tém potencial de intercalacdo para formar um
complexo com os trés receptores, devido a interacdo com os sitios ativos de ligacdo de

cada um.
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4.1.2 Resultados de Autodock Vina para os ligantes OGs

Para avaliar os resultados de DOC entre OGs e variantes da proteina S-gly como
ilustrado nas figuras: 11, 12 e 13, é convencional usar a melhor pontuacdo de DOC. Os

dados da Tabela 3 mostram os resultados da EA.

Estes resultados indicam que a presenca de hidroxilas na composi¢cdo dos OGs
interagindo com as estruturas externas do SARS-CoV-2, altera sua capacidade de
interacdo, sendo notavel que na estrutura OG-A onde ndo ha a presenca de hidroxila, houve

valores modulares de EA mais baixos.

Tabela 3: Energia de afinidade de ligantes interagindo com proteinas S-gly.

Energia de afinidade (Kcal/mol)

Oxido de Grafeno ~ S-GLY-OMICRON S-GLY-KAPPA S-GLY-DELTA

OG-A

-11,4 -11,0 -11,0
0OG-B 11,7 -11,1 -11,6
0G-C 11,4 -10,7 -11,4
OG-D 11,9 11,8 11,8
OG-E -12.6 -11,9 -12,0

Estes resultados indicam que a presenca de hidroxilas na composi¢cdo dos OGs
interagindo com as estruturas externas do SARS-CoV-2, altera sua capacidade de
interacdo, sendo notavel que na estrutura OG-A onde ndo ha a presenca de hidroxila, houve

valores modulares de EA mais baixos.
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Figura 11: Interacdo da proteina Spike-Omicron com: a) OG-A, b) OG-B, c) OG-C,
d) OG-D e e) OG-E.

A presenca do grupo OH aumentou a vinculagdo, o OG-E mostra maior
possibilidade de interacdo em relacdo ao OG-A e OG-C, para as trés proteinas
consideradas neste estudo. O ADT identificou automaticamente potenciais sites de ligacdo
(também chamados de pocos ou sites ativos) usando seu algoritmo de deteccdo de pocos.
Com estruturas cristalinas para complexos, o software geralmente identificou diferentes
locais de ligacao onde o menor valor de pontuacéo foi considerado o melhor resultado.

Os resultados da simulacdo de EA fornecem informacbes sobre a afinidade de
ligacdo, o modo de ligacdo e assim como energia da interacdo ligante/receptor. A saida de
um célculo de DOC normalmente inclui um conjunto de poses de ligagdo previstas para o

ligante, classificadas por sua afinidade de ligacdo prevista. A pose de classificacdo mais
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alta é considerada o melhor modo de ligacdo e normalmente é visualizada em 3D com o
receptor de proteina também.

A energia de ligacdo ou energia de afinidade de cada OG que é mostrada na tabela
3, vem a ser a medida de qudo fortemente o ligante se liga ao receptor, ou seja, maior
intensidade de interacdo. A energia de ligacdo € tipicamente expressa em termos da
variacdo da energia livre de Gibbs (AG) do processo de ligacdo, que esta relacionada com a

estabilidade termodinamica do complexo.

{d)

Figural2: Interacdo da proteina Spike-Kappa com: a) OG-A, b) OG-B, c) OG-C, d)
OG-D e e) OG-E.
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Figural3: Interacdo da proteina Spike-Delta com: a) OG-A, b) OG-B, c) OG-C, d)
OG-D ee) OG-E.

Os resultados de um céalculo de EA nem sempre séo precisos, especialmente quando
a proteina alvo possui regides flexiveis ou quando o ligante possui multiplas
conformac@es. Portanto, os resultados dos calculos de EA devem sempre ser validados
experimentalmente. Ao realizar o acoplamento de ligantes proteicos, a conformacdo do
ligante quando ligado a proteina receptora é avaliada, e a energia de ligacdo entre eles é
quantificada por meio de varias equacdes de campo de forca.

A Figura 14 mostra a ancoragem molecular das interacBes de forma restrita aos
aminodcidos. A interacdo do S-GLY-DELTA com os OGs obteve interacfes eletrostaticas
e hidrofébicas, como pode ser descritas as ligaces dos tipos Pi-Cation, Pi-Anion, Pi-Pi T-

shaped, Pi-Alkyl, Pi-Cation, ligacdo de hidrogénio convencional e poucas interagcdes Pi-
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Sigma. Sendo quatro interacfes do tipo m-Alkyl onde ha uma interacdo da nuvem
eletrdnica em um grupo aromatico e um grupo de elétrons do grupo Alkyl gerando ligagdes

do tipo hidrofébico.
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GLU:514 4280 503A

e j ARG:353
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- ¥ 421A PRO:461
5 -, }
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PRO:424 e

Pi-Cation

. Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

Figura 14: Variante Delta: a) OG-A, b) OG-B, c) OG-C, d) OG-D e e) OG-E.
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Figura 15: Variante Kappa: a) OG-A, b) OG-B, c) OG-C, d) OG-D e e) OG-E.

As interacGes do tipo Pi-Pi-T-Shaped, que sdo interacdes entre os anéis aromaticos
dos OGs, observou-se que essa interacdo € importante na organizacdo de moléculas e
acoplamentos de ligantes, como dobramento de proteinas e reconhecimento molecular.

Uma descricdo detalhada das ligagdes n e hidrogénio concorda com a anélise de



76

acoplamento, verificou-se entdo que ha afinidade de vinculo, o que pode indicar um grau
de influéncia desse tipo de interagdo para a energia de afinidade.

A Figura 15 mostra que a ancoragem molecular com, as interacdes ficaram restritas
aos aminoacidos. As interacdes do S-GLY-DELTA com os OGs se mostraram dos tipos
eletrostaticas e hidrofébicas, como mostra a interacdo com os OG, além das interacdes
amide-n-Stacked, m-alkyl e n-r-T-Shaped.

Podemos observar que em sua maioria as ligacdes sdo do tipo hidrofébico e que a
quantidade de ligagdes de hidrogénio aumentou conforme a adi¢do de grupos carbonila e
hidroxila, o que condiz com os dados de energia de afinidade demonstrados na tabela 5.
Semelhantes a essas outras ligagdes ndo covalentes, as interagdes m-cation desempenham
um papel significativo na natureza, particularmente na estrutura proteica, reconhecimento
molecular e catalise enzimatica.

A porcdo central desse ligante, assim como os ligantes anteriores, apresentou
interacdes intramoleculares favoraveis, o que se deve ao fato de que esses grupos se
adaptam de maneira mais adequada ao sitio ativo da proteina, facilitando a interacdo com
0s aminoacidos presentes. A Figura 15 ilustra as interacdes com a proteina S-gly da
variante Kappa, que ocorreram no local catalitico da protease, onde os aminoacidos VAL.:
143, LYS:154, ALA:123, GLU:156 e ASN:122 sdo predominantes. Devido ao papel
crucial da proteina S-gly no processo de infeccdo pelo SARS-CoV-2, essa componente
estrutural pode ser um alvo para a neutralizagdo mediada por anticorpos ou pequenas
moléculas. InformagBes em nivel atbmico sdo essenciais para orientar o projeto e o
desenvolvimento de agentes inibidores.

Entretanto na figura 16 que mostra as interacdes com a proteina S-gly da Variante
Omicrom o OG-A apresentou somente interacOes de ligagOes Pi-PiStacked e Pi-Alkyl.
Essas interagdes sdo caracterizadas pelo alinhamento dos orbitais pi de dois anéis
aromaticos, permitindo a formacéo de ligacdes pi-pi. Podendo resultar na estabilizacdo de
uma molécula e € uma caracteristica comum em muitas moléculas biologicas.

O OG-B mostrou ligacdes de hidrogénio, que ocorrem entre um atomo de
hidrogénio e um &tomo altamente eletronegativo, como nitrogénio, oxigénio ou fllor. Essa
ligacdo é caracterizada por uma carga parcial positiva no atomo de hidrogénio e uma carga
parcial negativa no atomo eletronegativo, resultando em uma forte atracéo eletrostatica.

O OG-C apresentou ligacdes Carbon Hydrogen Bond. Essa ligagdo covalente

ocorre entre um atomo de carbono e um atomo de hidrogénio, sendo comum em compostos
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organicos e desempenhando um papel critico na estabilidade de muitas biomoléculas,
como carboidratos, lipidios e acidos nucléicos.

No caso do OG-D, a proximidade da ligacdo de hidrogénio refere-se a distancia e
orientacdo de uma molécula ou grupo de atomos em relacdo a um potencial doador e
aceptor de ligacdo de hidrogénio. Para que uma ligacéo de hidrogénio se forme, a distancia
entre o doador (normalmente um atomo de nitrogénio, oxigénio ou enxofre) e o receptor
(normalmente um atomo de nitrogénio, oxigénio ou enxofre) deve ser proxima o suficiente,
geralmente entre 2-3 Angstroms, e 0s atomos deve estar orientado de tal forma que a carga
parcial positiva no &tomo de hidrogénio seja direcionada para a carga parcial negativa no
atomo aceptor. A proximidade de uma molécula ou grupo de atomos a uma ligacdao de
hidrogénio potencial pode afetar a estabilidade e a funcdo de uma biomolécula, como
exemplificado na estrutura de uma proteina.

O OG-E a partir da interacdo entre o receptor e os ligantes, considerando tais
interacdes, os resultados do DOC revelaram interacbes com o chamado local ativo
Glicoproteina, onde ha maior chance de ligacdo ligada aos sitios ativos moleculares em
questdo.

Analisando as distancias das interagdes interatdmicas e dos resultados do DOC,

observa-se que 0 modo de interacdo previsto pelas posi¢des pode indicar que ele tem alta

capacidade de interacdo.
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Figura 16: Variante Omicrom: a) OG-A, b) OG-B, ¢) OG-C, d) OG-D e e) OG-E.

A formacdo de ligagdes de hidrogénio em quase todas as interagdes foi observada
em todos os ligantes, enquanto as forcas londrinas (forcas dispersivas ou de VDW, surgem
da flutuacdo nas distribuicdes eletrénicas de uma molécula podendo induzir flutuacGes na
distribuicéo eletrénica da molécula vizinha) sdo formadas com grupos alifaticos (grupos de

carbono compostos por cadeias de carbono aberta).

As posigdes assumidas pelos ligantes no local ativo permitem interagdes com 0s
aminoacidos presentes. Na figura 16 se observa que cada posicdo tomada pode levar a
associacfes com diferentes aminoacidos locais. Quanto melhores as energias de ligacéo,

mais fortes sdo as interagdes que ocorrem entre as moléculas de ligantes e os aminoacidos.
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4.1.3 MEP para OG-A, OG-B, OG-C, OG-D e OG-E a nivel BALYP/LANL2DZ

A melhor pose resultante do estudo de acoplamento molecular foi selecionada para
gerar 0os mapas de potencial eletrostatico. O potencial eletrostatico molecular (MEP)
desempenha um papel fundamental na etapa inicial da conformacéo bioativa, explicando as
interacOes entre o receptor e os ligantes.

Na representacdo dos diferentes valores de potencial eletrostatico na superficie,
cores distintas sdo empregadas: o vermelho indica regiées com potencial eletrostatico mais
negativo, o azul representa regides com potencial eletrostatico mais positivo, € 0 verde
indica regides com potencial moderado.

A progressdo de cores vai de vermelho, laranja, amarelo, verde até azul. O
vermelho, verde e azul indicam o alto acimulo de carga negativa, regido neutra e regido
positivamente carregada, respectivamente, conforme exemplificado na Figura 14. A regido
negativamente carregada dos pontos centrais (PCs) e dos grupos circunvizinhos
desempenha um papel fundamental na interacdo com as macroestruturas.

O MEP de uma molécula é uma representacdo da distribuicdo de elétrons dentro
dela e pode ser utilizado para prever a reatividade e o comportamento quimico da
molécula. O MEP do GO representa a densidade de elétrons e a distribuicdo do potencial
eletrostatico na superficie do material.

O GO é uma forma de grafeno produzida pela introducdo de grupos funcionais
contendo oxigénio, como grupos carboxila e hidroxila, na superficie da folha de grafeno.
Esses grupos funcionais conferem ao GO uma superficie altamente polar, resultando em
um alto MEP na sua superficie. Esse alto MEP torna a superficie do éxido de grafeno
altamente reativa, podendo influenciar as propriedades quimicas e fisicas do material.

E importante mencionar que o MEP fornece informagdes com base em célculos de
quimica quantica ou métodos semiempiricos, onde a distribuicdo de cargas é determinada
pela solucdo da equacdo de Schrddinger, que descreve o comportamento temporal de uma
funcdo de onda, uma entidade matematica que contém informacdes probabilisticas para
encontrar uma particula em diferentes estados quanticos. A forma mais geral dessa

equacdo € em funcdo do tempo.
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Figura 17: O potencial eletrostatico molecular para cada OG estudado.

Na Figura 17.a, pode-se observar que o contorno molecular da OG-A é mais
eletropositivo devido a auséncia de hidroxilas, o que resulta em uma contribuicdo limitada
para o deslocamento eletrbnico em suas estruturas moleculares. Essa propriedade é
modificada ap6s a adicdo das hidroxilas, que atuam como bases ao aceitarem prétons
(OH+) e formarem ions hidréxidos (OH-). Além disso, a introducdo do grupo carbonila,
altamente reativo, composto por um atomo de carbono duplamente ligado a um atomo de
oxigénio (C = O) e, em conjunto com a hidroxila no mesmo carbono-COOH, pode doar um
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préton (ion H+), devido a eletronegatividade do oxigénio.

Por outro lado, observa-se que a adi¢cdo das OH e C = O causa uma altera¢do nas
regibes eletronegativas do complexo. Os elétrons, inicialmente dispostos em anéis
aromaticos, passam a ser atraidos para os protons OH+ e H+, como observado nas Figuras
17.b, 17.c, 17.d e, em maior quantidade, na Figura 17.e, devido a presen¢a de um maior
namero de OH e C = O. Verifica-se que a presenca dos grupos OH e C = O aumenta a
estabilidade do complexo por meio da energia livre de ligacao.

A confirmacgdo dessas interagcOes para 0s inibidores estudados nem sempre foi
obtida por meio da medigdo das distancias de ligagdes de hidrogénio. No entanto, 0s
resultados obtidos por meio dessas abordagens devem ser corroborados por calculos mais
avancados utilizando o funcional de densidade LANL2DZ com B3LYP, que leva em
consideracdo mais variavel eletrénica para uma melhor descricdo do complexo molecular.
Portanto, é importante realizar calculos mais sofisticados para validar as interacGes
observadas nos inibidores estudados.

Os resultados obtidos por meio das aproximacfes das distancias de ligacbes de
hidrogénio devem ser corroborados com calculos mais avangados usando o funcional de
densidade LANL2DZ com B3LYP que leva em consideracdo mais variavel eletrénica para

uma melhor descri¢cdo do complexo molecular.
4.2 Analise de DM para os ligantes NTCPUs
42.1 RMSD

Os valores Root Mean Square Deviation (RMSD) dos atomos da estrutura principal
dos receptores foram analisados com o objetivo de avaliar a estabilidade dos complexos.
Os resultados séo apresentados na Figura 18 que mostrando o RMSD em funcdo do tempo.
Inicialmente, observou-se um aumento gradual do RMSD no inicio da simulacdo de DM.
Esse comportamento era esperado, uma vez que, em geral, a interacdo do inibidor com a
proteina tende a reduzir a flexibilidade.

No entanto, foi possivel identificar uma diminuicdo na flexibilidade da regido de
ligacdo do substrato, indicando a influéncia dos inibidores com os residuos das
macroestruturas para 0s NTCPUs zigzag e armchair. Essa analise de RMSD fornece
informac@es cruciais sobre a dinamica conformacional dos complexos formados entre os

inibidores e os receptores do SARS-CoV-2.
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Figura 18: RMSD: a) E-pro, b) M-pro e c) S-gly.

A reducdo da flexibilidade na regido de ligagdo do substrato sugere uma interacéo
estabilizadora entre os inibidores e os residuos-chave do sitio ativo das proteinas, o que €
altamente relevante para o desenvolvimento de potenciais agentes inibidores. No entanto, é
importante realizar analises mais aprofundadas para confirmar e compreender plenamente
as implicacOes dessas observagdes na atividade inibitdria dos compostos em estudo.

As simulacdes de DM descritas neste estudo permitem que os atomos do sistema
atinjam velocidades consistentes com o equilibrio térmico. A interacdo eletrostatica
desempenha um papel fundamental na estabilidade dindmica temporal do complexo
ligante-proteina. Variagbes no RMSD das estruturas sdo utilizadas para ilustrar as
flutuacbes conformacionais em torno da média, tornando-se uma ferramenta essencial para
estudar a estabilidade das proteinas durante as simula¢es de DM. As simula¢es de DM
foram consideradas concluidas quando os valores dos atomos de carbono a das principais
cadeias proteicas e RMSD dos atomos ligantes, excluindo os atomos de hidrogénio.

De modo geral, o0s NTCPUs permaneceram posicionados na regido do sitio ativo
dos receptores durante a maior parte do tempo das simulagfes, apresentando
comportamentos variados quando comparados os valores de RMSD. Na simulacdo com a
proteina E-pro, ndo foram observadas alteracdes significativas nas posi¢des iniciais dos

NTCPUs em nenhum dos receptores. Entretanto, houve uma tendéncia de crescimento com
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alguns desvios para 0 NTCPU chiral, bem como algumas flutuacdes para o armchair. O
NTCPU zigzag, por sua vez, apresentou um padrdo de estabilidade melhor e manteve-se
mais estavel em relacdo a proteina S-gly ao longo do tempo. Esse comportamento pode ser
relacionado a grande quantidade de interacfes hidrogénio e interacdes hidrofébicas que
ocorreram entre o ligante e os amino&cidos das proteases.

Na conformacdo com a proteina M-pro, todos os ligantes apresentaram-se
inicialmente instaveis, com RMSD variando entre 0,5 e 2 A. A partir de 40 ns, os NTCPUs
comecaram a se estabilizar, sendo que o nanotubo chiral apresentou um aumento
significativo em sua trajetoria, o armchair manteve-se entre 1,0 e 1,5 A e houve uma
reducdo na distancia inicial do nanotubo zigzag, demonstrando maior estabilidade em
relacdo a estrutura inicial. Os complexos NTCPUs+S-gly mostraram estabilidade no inicio
da simulacdo e um potencial crescimento para os NTCPU chiral e armchair, apesar das
flutuacBes observadas. No entanto, eles permaneceram estaveis nos estagios finais,

resultando em um RMSD de 2,0 a 2,5 A durante a simulago.
4.2.2 Flutuacéo quadratica média (RMSF)

A simulacdo de DM desenvolveu-se por 100 ns para cada proteina com o intuito de
entender as mudancas conformacionais que a proteina sofre apos interagir com diferentes
ligantes. As estatisticas obtidas da trajetdria auxiliaram na investigacdo do RMSF em

funcdo do tempo mostrado na figura 19 para os nove complexos realizada.
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Figura 19: RMSF dos complexos, mostrando as variagdes produzidas nos diferentes

subdominios e os possiveis efeitos alostéricos produzidos nas proteinas: a) E-pro, b) M-pro

e c) S-gly.
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Durante a DM, as flutuacbes de RMSF dos residuos do sitio de ligagdo foram
analisadas para determinar o resultado dos ligantes na dindmica dos residuos do sitio ativo
da proteina. Na analise grafica do comportamento dos valores de RMSF, observou-se um
padrdao de comportamento dos NTCPUs com a M-pro e S-gly, mostrando claramente o
movimento dindmico que ocorre nas regides do sitio catalitico onde ha aberturas mais
significativas demonstrando assim maior flexibilidade do que a outra macroestrutura.
Durante as simulacdes, com a E-pro o RMSF possui maior instabilidade e
consequentemente menor mobilidade e flexibilidade. Os resultados da simulagdo DM para
0 complexo e para os receptores sdo analisados na escala de tempo de 100 ns para entender
0 comportamento dindmico e a estabilidade.

Sendo importante mencionar que nos espectros de RMSF combinados para o0s
complexos simulados verifica-se que os valores medem o desvio médio de uma particula
ao longo do tempo a partir de uma posi¢do de referéncia. Assim, a RMSF analisa as
porg¢des da estrutura que estdo flutuando de sua estrutura média.

Em analogia, assumimos que flutuacBes estocasticas de macroestruturas podem
facilitar a entrada dos NTCs no sitio ativo. E possivel observar que os ligantes estabilizam
rapidamente e acompanham as flutuacdes globais que a proteina sofre. Essas flutuacdes,
como serdo analisadas posteriormente em relacdo ao raio de giro, podem ser atribuidas a

um movimento de rotacdo ou "respiracdo” da proteina.
4.2.3 Raio de giro

O raio de giro nos da informacéo a respeito da evolugdo da geometria da proteina,
se esta gira ou se esta realiza movimentos periddicos de contracdo e expansao (respiracao).
Estes movimentos de giro ou de contracdo acontecem quando o raio de giro com respeito
aos eixos se cruza.

A seguir mostra-se na Figura 20 os célculos do Rg em funcdo do tempo para 0s
nove complexos ligante/receptor. Quanto mais volumosa a proteina, maior o seu Rg. Nesse

caso, pode-se dizer que quando a proteina esta desnaturando, seu Rg aumenta.
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Figura 20: Rg de NTCPUs com receptores: a) E-pro, b) M-pro e c) S-gly.

Nestas simula¢fes os complexos apresentaram grandes movimentos de dominios,
com oscilacdes e rotacdes. Porém, esses movimentos ndo sdo conclusivos, pois estamos
analisando somente 100 ns e uma Unica simulacdo de cada complexo.

Assim, ndo temos amostragens temporais suficientes para descrever uma analise
que mostre um comportamento bem mais concreto do raio de giro. Entretanto se verifica
gue o Rg para as nove simulagdes realizadas apresentou consideravel instabilidade entre
ligante-receptor, fato que leva a consideragdo de que as ligagGes de ambos 0s receptores
envolvidos tendem para o desempacotamento de suas macroestruturas, e a sua possivel

desnaturacao.
4.2.4 Analise da area de superficie acessivel a solventes (SASA)

As &reas de superficie acessiveis aos solventes (SASA) foram calculadas para trés
sistemas complexados, com o objetivo de medir a interacdo entre os complexos
proteina/ligante e os solventes em diferentes intervalos de tempo (figura 21). Esses
calculos foram realizados utilizando o pacote de software GROMACS 2021.1.

As éreas de superficie polar e ndo polar séo frequentemente definidas com base nas
cargas atbmicas parciais retiradas dos potenciais moleculares utilizados nos campos de

forca. Essas cargas atdmicas parciais diferem significativamente entre os campos de forca.
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Para evitar esta dependéncia do campo de forca, recalculamos as areas de superficie
acessiveis aos solventes polares e apolares médias, somando as contribuicbes nao de
acordo com as cargas parciais dos atomos, mas de acordo como se esses atomos pertencem
a residuos hidrofobicos ou hidrofilicos.

Observou-se que as superficies acessiveis ao solvente dos aminodcidos terminais
sdo significativamente maiores e ndo dependem dos campos de forga, indicando que eles
estdo amplamente expostos ao solvente. Por outro lado, os residuos que apresentam menor
flutuacdo quadratica média, também possuem menor &rea exposta ao solvente, pois estéo
localizados na parte mais central da estrutura dos receptores e, portanto, protegidos do
solvente.

A energia livre de solvatacdo nao polar de cada atomo em uma molécula é
proporcional ao SASA. Esse termo ndo polar é responsavel pelo rearranjo das moléculas de
solvente em torno do soluto e pela interacdo de contato entre o soluto e as moléculas de
solvente.

Esses resultados fornecem informacdes valiosas sobre a solvatacdo dos complexos
estudados, ajudando a entender melhor as interaces entre o complexo proteina/ligante e 0s
solventes em diferentes momentos durante as simulagfes de DM.

Mudangas conformacionais da proteina E-pro, foram modeladas ao longo do
periodo de simulacdo foram estimadas usando calculos de SASA. O valor de SASA médio
calculado para E-pro durante a simulacdo de 100 ns foram relativamente estaveis,
indicando que ndo houve mudancas significativas em sua estrutura, porém na interacao
com o NTCPU + zigzag houve variagdes significativas no periodo de 80 a 100 ns como
visto na Figura 14.

Os resultados confirmaram a exposic¢éo e acessibilidade dos residuos da M-pro ao
solvente. O célculo do SASA revelou que a interagdo com o NTC zigzag resultou em um
intervalo de SASA entre 10 e 40 ns, indicando maior acessibilidade da superficie do
receptor. Notavelmente, o NTCPU quiral demonstrou estabilidade no valor do SASA
durante a interagcdo. Por outro lado, para a interacdo M-pro + NTCPU armchair, o valor do
SASA aumentou entre 30 e 50 ns.

A analise da figura 16(c) mostrou que os complexos nessa simulacdo
permaneceram mais estaveis, com pouca variacdo e diminuicdo da quantidade de proteina,
indicando uma reducdo da area de superficie acessivel ao solvente e, consequentemente,
maior estabilidade da proteina. Em comparagcdo com outras interagdes, o valor do SASA da

estrutura formada pelos NTCPUs com a S-gly foi globalmente mais estavel.
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Figura 21. SASA em relagcdo com: a) E-Pro, b) M-pro e c) S-gly.

O célculo do SASA relativo permitiu prever mudancas conformacionais da proteina
apos a ligacdo dos ligantes. Observou-se que a ligacdo das macroestruturas com oS
NTCPUs induziu pequenas mudangas conformacionais nas estruturas virais, conforme
estimado pelos célculos de SASA. Esses resultados confirmaram a exposicdo e
acessibilidade dos residuos da macroestrutura ao solvente usando célculos de SASA.

4.25 Analise da energia livre de Gibbs (AG)

A energia de ligacdo livre e os desvios padrdes relativos em porcentagem de
simulacBes de sistema Unico acima de 100 ns foram calculados assumindo que o0s
complexos ligante-receptor estavam se movendo separadamente, no entanto, as simulacgdes
de sistema unico ainda eram estaveis.

A partir da AG de ligagdo negativa total, os valores indicaram uma maior
ocorréncia de interacdes. A interagdo com os receptores € amplamente controlada pela
adsorcdo que ocorre sobre eles, uma vez que a interacdo ocorre diretamente com o ligante
adsorvido. Devido a essa adsor¢do, hd& uma mudanca no AG do sistema, que diminui
durante o processo de interagdo. As interacOes eletrostaticas entre os residuos carregados
apresentados pela superficie dos receptores com os NTCPUs tém contribuicdo para o AG

negativo.
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O comportamento dinamico dos compostos selecionados é analisado para perfis de
baixa energia usando o script gMM/PBSA, que utiliza 0 método MM/PBSA, que é usado
para pds-processamento de estruturas acopladas junto com a confiabilidade da ligacdo do
composto dentro do bolso de ligacdo flexivel. Os 100 ns da simula¢do dos complexos
proteina-ligante junto com a energia livre de ligagdo do MM/PBSA sugere que as
moléculas principais se encaixam perfeitamente no local de ligacdo e sdo estruturalmente
estaveis com um perfil de baixa energia.

O gMM/PBSA fornece opcdes para usar trés modelos ndo polares alternativos. A
influéncia da escolha do modelo na energia de ligacédo foi, portanto, examinada. Os valores
ndo polares foram calculados usando esses diferentes modelos ndo polares com o0s
parametros mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Componentes de poténcia para todas as simula¢fes (média + desvio padréo

relativo %).

VDW Electrostatica soll\D/Z:::;éo soﬁ/r;(:gélo AG Ligacédo
Complexo (kJ/mol) (kJ/mol) (ki/mol) (ki/mol) (kJ/mol)
E-pro+2Zig -79,71+131 -10,18+0,68 40,93+343 -1331+1,03 -93,24+3,88
E-pro+ Arm -61,71+181 -7,16+0,71 37,04+2,03 -1531+1,03 -76,24+ 3,86
E-pro+Chi -5482+191 -512+0,79 25,23+4,02 -1531+1,03 -64,22+ 3,86
M-pro + Zig -96,92+1,79 -22,84+0,70 43,102,445 -11,08+196 -99,09 + 3,92
M-pro +Arm -84,92+145 -1793+0,64 6756+368 -9,08+0,96 -87,57 +4,96
M-pro + Chi  -65,29+5,69 -1594+3,10 60,93+257 -10,06+152 -62,73+ 3,89
S-gly +Zig -166,29 +4,68 -24,67+3,92 71,30+1,12 -10,06+1,52 -112,73+3,33
S-gly + Arm -132,29+958 -1651+2,94 63,28+3,62 -10,06+152 -94,38+3,45
S-gly+Chi -107,29+2,57 -0852+1,19 4437+299 -10,06+1,52 -80,49 £ 3,67
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A andlise da variacdo da energia VDW para essa interacdo visou investigar
propriedades estruturais dos NTCPUs. Assim, as interacbes de VDW desempenham um
papel importante nas propriedades dos sistemas nos quais interacdes dipolo-dipolo muito
mais forte estdo presentes na energia potencial no solvente. Incluindo termos vinculados,
como, angulo e energias de torgdo, bem como termos ndo vinculados, como VDW e
interacOes eletrostaticas. O segundo termo é responsavel pela dissolucdo das diferentes
espécies. E quantificado pela soma de dois termos de energia, ou seja, as energias de
solvatagdo polar e ndo polar usando um modelo de solvatacdo implicito.

Os valores para a solvatacdo apolar na tabela 4 mostram um aumento acentuado
conforme a interacdo se aproxima da superficie do SARS-CoV-2, indicando relaxamento
estrutural. Assim, assumimos que os tempos de simulacdo 100 ns foram suficientes para
amostrar sistemas equilibrados. O valor de energia apolar de solvatagdo mais alto é
encontrado para a interacdo dos NTCPU com a S-gly. Os parametros para esses modelos
foram otimizados com base em simulacfes explicitas de solvente e validados contra
energias livres de solvatacdo. A andlise grafica das energias de ligacdo em funcdo dos
complexos de interacdo ligante/proteina em solucéo é mostrada por meio dos histogramas
apresentados na Figura 22.
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Energias de ligagdes em fungdo das interagdes NTCs + estruturas externas do

SARS-CoV-2.



95

No entanto pode-se observar que a energia eletrostatica da interagdo dos NTCPUs
aumentou conforme foram testadas estruturas ligantes mais a superficie do virus, o que
pode contribuir para a interacdo nesses locais. A atracdo eletrostatica € considerada
caracteristicas comuns de todos os sistemas, dentre as simulacdes a S-gly + NTCPU zigzag
demonstrou alto valor de energia de VDW, usando as estratégias de simulag&o.

A energia potencial de VDW varia principalmente por dois fatores,
especificamente, area de superficie (geometria da molécula) e polarizabilidade elétrica,
dentre os diversos tipos de energia calculados. Podemos relacionar isso a possibilidade de
DOC em uma area mais externa da glicoproteina, além do NTCPU zigzag possuir
propriedades elétricas [93]. Sendo importante mencionar que moléculas grandes
geralmente estdo associadas a uma maior polarizabilidade elétrica.

Os NTCPUs mais estaveis sdo mais polarizaveis, pois ha uma melhor distribuicéo
de carga para deformar e interagir. Os resultados da analise energética mostrado no gréafico
da Figura 23 demonstra o comportamento dos valores de AG Ligacéo para os trés tipos de

proteinas.
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Os valores da AG Ligacdo obtidos, mostram que as contribuicbes para o
acoplamento do ligante foram os termos de solvatacéo polar, solvatacdo néo polar e VDW.
Esses inibidores identificados ndo representam quaisquer mudancas significativas em suas
energias livres de ligacdo. Dentre as interacdes se destacam as com a proteina S-gly, o0s
valores de AG apresentam a maior valor de afinidade, demonstrando a eficacia da interacéo
com os residuos da glicoproteina. A E-pro também mostra afinidade, os ligantes ndo
interagem significativamente com os residuos do local de ligacdo e também tem uma alta
instabilidade, que se traduz em um elevado valor de desvio padréo, a interagdo com a M-
pro fica com valor intermediério, mesmo assim demonstra estabilidade quando comparada
a E-pro, esse Ultimo receptor ndo é tdo adequado quando se trata de interacdo para a
inibicdo das estruturas do SARS-CoV-2, porém a interacdo dentro do sitio de ligacdo
persiste durante toda a simulagéo.

A energia potencial de VDW varia principalmente por dois fatores,
especificamente, area de superficie (geometria da molécula) e polarizabilidade elétrica
(tamanho molecular), entre os diferentes tipos de energia calculados. Moléculas grandes
estdo geralmente associadas a uma maior polarizabilidade elétrica. A energia potencial
eletrostatica e influenciada pela polaridade das moléculas que interagem que pode ser
expressa por um momento de dipolo. Quanto maior a diferenca nos valores de
eletronegatividade dos 4tomos ligados, maior o momento de dipolo elétrico. A existéncia
de heteroatomos centrais desempenha um papel significativo no aumento da polaridade da

molécula.
4.3  Analises de DM para os ligantes QDGs
4.3.1 RMSD

Os valores de RMSD forneceram informagdes sobre o equilibrio do sistema, ou
seja, 0 momento em que a estrutura converge em sua conformacdo média mais estavel. No
inicio da simulacdo, os valores tendem a aumentar acentuadamente a medida que as
estruturas tentam se equilibrar até atingirem um nivel que sugere que as estruturas
atingiram o equilibrio.

Como os valores de RMSD sdo dados em funcdo do tempo, essa analise permite
observar o periodo que as estruturas levam para se estabilizar. Aqui, a diferenca foi medida
entre os atomos da estrutura inicial retirada da simulacdo DM e cada estrutura obtida

durante os 150 quadros subsequentes da trajetoria da simulacao.
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Para validar e confirmar a estabilidade dos complexos proteina/ligante sugerida,
realizamos simulacdo DM de 150 ns para as trés macromoléculas com os OGs. O RMSD
foi calculado para cada complexo (Figura 24). O valor de RMSD pode prever a
estabilidade do complexo de ligantes de corridas de DM. Um valor de RMSD mais baixo
indica maior estabilidade do complexo proteico. Calculamos o0 RMSD dos complexos em
relacdo ao atomo de Co em relagdo ao tempo de simulacdo DM.

O OG-A com o S-GLY-KAPPA figura 24a apresentou certa distancia no inicio da
simulagdo e instabilidade entre 25 e 50 ns, a partir dos 55 ns sua trajetoria ficou mais
estavel, mas entre todos os OGs simulados, foi a que apresentou maior distancia, devido a
falta de interacGes do oxigénio, que ndo esta presente em sua estrutura. Com o S-GLY-
DELTA a figura 24b apresentada manteve o comportamento inicial da simulacdo anterior
mas obteve instabilidade ao longo do periodo simulado, demonstrando assim imprecisao
em sua posicdo ao longo do tempo. Com o S-GLY-OMICRON figura 24c o OG-A,
apresentou estabilidade entre 10 e 65 ns, mas obteve um rapido aumento em sua distancia,
devido as forcas intermoleculares dentro do sitio de conexdo.

O OG-B com o0 S-GLY-KAPPA figura 24a apresentou certa distancia no inicio da
simulacdo e instabilidade entre O e 85 ns, a partir de 90 ns sua trajetoria ficou mais estavel.
Com o0 S-GLY-DELTA figura 24b, 0 OG-B manteve o comportamento inicial de aumentar
0 RMSD da simulacéo anterior, mas obteve instabilidade ao longo do periodo, focando nos
periodos entre 60 e 90 ns onde houve queda e logo apés 91 ns houve um aumento
acentuado em suas trajetdrias ao longo do tempo. Com o S-GLY-OMICRON figura 24c o
OG-B, apresentou estabilidade entre 10 e 65 ns, mas obteve um rapido aumento em sua
distancia, devido as forcas intermoleculares dentro do sitio de conexao.

OOG-C com o S-GLY-KAPPA figura 24a apresentou certa distancia no inicio da
simulacdo, sem ficar estavel por um breve periodo, entre 20 e 35 ns, a partir dos 70 ns sua
trajetdria ficou mais instavel com um pico entre 40 e 60 ns seguindo uma trajetoria com
muitos desvios. Ja com o S-GLY-DELTA figura 24b, 0 OG-C manteve 0 comportamento
inicial de aumentar o RMSD da simulacdo anterior, mas obteve estabilidade até 60 ns, e
longos periodos de queda e capacidade de instalacdo estando entre os demais simulados no
final da simulacdo aquele que obteve menor média de RMSD. Com o0 S-GLY-OMICRON
figura 24c o OG-B, apresentou um aumento entre 10 e 60 ns, mas obteve comportamento
semelhante ao linear apresentando um pequeno pico.

O OG-D com o S-GLY-KAPPA da figura 24a, obteve o comportamento esperado

nos primeiros 20 ns de simulacdo, apresentou uma queda de 40 para 65 ns, e permaneceu
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com variacbes em sua posicdo durante a simulacdo sem grandes mudangas em sua
trajetoria, com o S-GLY-DELTA apresentou comportamento de acordo com o outro OG,
com maior variagdo no periodo de 70 a 130 ns, e com 0 S-GLY-OMICRON o OG-D

apresentou uma trajetoria mais estatica com pequenas variagoes.
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Figura 24: RMSD versus tempo de: a) S-GLY-KAPPA, b) S-GLY-DELTA ec) S-GLY-
OMICRON.

O OG-E com o0 S-GLY-KAPPA figura 24a obteve um aumento de seu RMSD entre
15 e 20 ns estabilidade parcial, aproximagdo de 40 a 60 ns, estabilidade de 60 a 120 ns
terminando com uma diminuigdo em sua estrutura, com S-GLY-DELTA apresentou
novamente como o OG anterior, maior variacdo sobre sua posicdo inicial, com saltos
maiores entre 40 e 60 ns, e com 0 S-GLY-OMICRON o comportamento foi de
incapacidade parcial ao comparar o conjunto de simulagGes, é entenderam que as
simulagGes com o OG-E foram as mais estveis, isso se deveu a sua estrutura com maior
presenca de hidroxilas se mantém, ocasionando a maior formacéo de pontes de hidrogénio.

Sendo relevante mencionar por meio de interpretacdo da figura 24a que os OGs
com interagBes mais estaveis, ou seja, com menores valores de RMSD, foram as estruturas
com maior presenca de oxigénio. Este resultado estd de acordo com os resultados previstos
nas simulacbes de DOC, pois ap0s a adicdo de grupos contendo &cidos carboxilicos
passaram a apresentar ligac6es mais fortes.

No entanto, fazendo uma analise mais detalhada da flexibilidade da estrutura OG-A
observa-se esta apresentou uma maior amplitude de movimento que ocorreu devido a
concentracdo de carga em seu interior causando uma menor interacdo com as

macroestruturas.
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Os OGs mais estaveis apresentam melhor distribuicdo de carga para deformar e
interagir. O resultado da analise energética da Figura 25 mostra os valores de AG Ligacao

para os cinco OGs.
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Figura 25: Valores da AG Ligacao para as trés proteinas variantes da S-gly.

As interacbes da proteina S-GLY-OMICRON, apresentaram maior valor de
afinidade com os ligantes de OGs, isso demonstrando a eficacia da interagdo com os
residuos da glicoproteina. A S-GLY-KAPPA também mostra afinidade, entretanto os
ligantes ndo interagem significativamente com os residuos do local de ligacdo. A interacéo
com a S-GLY-DELTA fica com valor intermediario, mesmo assim demonstra estabilidade
quando comparada a S-GLY-KAPPA, esse ultimo receptor é o menos interagente, porém a
interacdo dentro do sitio de ligacdo persiste durante toda a simulacéo.

Na figura fica evidente que o ligante de maior afinidade ¢ o OG-E, fato que se

relaciona ao maior numero de hidrogénio em sua estrutura.
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4.3.2 Energia Livre

O comportamento dindmico dos compostos selecionados é analisado para perfis de
baixa energia por meio do script G_MM/PBSA, utilizando o0 método MM/PBSA, que &
empregado para o poés-processamento de estruturas acopladas, com o intuito de avaliar a
confiabilidade da ligacdo do composto dentro do sitio ativo das proteinas. As simulagdes
de 150 ns dos complexos de ligacdo de proteinas, juntamente com os célculos de energia
livre de ligacio MM/PBSA, sugerem que as moléculas principais se encaixam
perfeitamente no sitio de ligacdo e sdo estruturalmente estaveis, apresentando um baixo
perfil de energia. Vale ressaltar que a energia de VDW é um tipo de energia de interacdo
intermolecular ndo ligada, que surge de forcas atrativas ou repulsivas entre 4&tomos ou
moléculas vizinhas.

No contexto do SARS-CoV-2, a energia de VDW da S-gly pode desempenhar um
papel crucial na determinacéo de sua estabilidade e funcédo. Ao analisar a energia de VDW,
observamos que os menores valores foram atribuidos aos OGs com pouco ou nenhum
atomo de oxigénio em sua estrutura, sendo o menor valor de -94,8062 kcal/mol para OG-A
com S-GLY-KAPPA e -159,5883 kcal/mol para OG-E com S-GLY-OMICRON. Essas
informagdes nos fornecem insights sobre as interacdes intermoleculares entre diferentes
regides da S-gly e seus efeitos na estabilidade global da molécula. Esses conhecimentos
podem ser valiosos para o desenvolvimento de medicamentos antivirais e vacinas que
visam regides especificas da S-gly.

E importante mencionar que quanto maior for a diferenca nos valores de
eletronegatividade dos atomos ligados, maior serd 0 momento de dipolo. A presenca de
heteroatomos centrais desempenha um papel significativo no aumento da polaridade da
molécula. Ao analisar a variagdo da energia VDW para essa interagdo, nosso objetivo foi
investigar as propriedades estruturais dos OGs, com o intuito de definir sua capacidade de
atuar como QDGs. Assim, as interagcbes VDW desempenham um papel crucial nas
propriedades dos sistemas em que ocorrem, especialmente quando héa interacdes dipolo-
dipolo mais fortes presentes.

As simulagdes dos complexos OGs-Macromoléculas em sua fase mais estavel sob
condi¢cdes padrdo consistem em fortes ligacGes intracamadas covalentes de grupos
carboxilicos da estrutura do OG, tornando-o0 uma geometria hexagonal plana e fraca
interacdo de VDW entre as camadas no estado bulk, conforme mostrado nas figuras 24a,
24b e 24c. Ha também interacdo eletrostatica devido a diferenca de eletronegatividade
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entre os atomos de oxigénio conforme mostra a figura 6 entre as camadas adjacentes da
superficie. Ao contrario da distribuicdo de elétrons na ligacdo C-C do grafeno, os elétrons
na ligacdo O-H se movem em direcdo aos atomos eletronegativos das proteinas, nao
ocupam os atomos O e O-H e fornecem um carater idnico parcial através da polarizacdo do
grupo funcional, fornecendo assim propriedades dos QDGs.

Os valores de energia SASA na Tabela 4 mostram um aumento acentuado a medida
que a interacdo se aproxima da superficie do SARS-CoV-2, indicando relaxamento
estrutural. Assim, assumimos que os tempos de simulagéo de 150 ns foram suficientes para
mostrar sistemas balanceados. O maior valor de energia SASA é encontrado para a
interacdo de OG-E com S-GLY-OMICRON. Vérios modelos alternativos de solvatacéo
ndo polar, juntamente com o amplamente utilizado modelo SASA, também estéo incluidos.
A energia SASA fornece informagbes sobre a exposi¢do de diferentes partes de uma
molécula ao solvente, o que € necessario para entender sua estabilidade, reatividade e
interacdes com outras moléculas.

Os valores de energia SASA com S-gly do SARS-CoV-2 apresentaram 0 mesmo
padrdo encontrado na simulagdo DM. A proteina S-gly é a principal componente do virus
responsavel pela ligagdo as células hospedeiras e pelo inicio da infeccdo. A &rea de
superficie acessivel ao solvente (SASA) da S-gly pode fornecer informacdes sobre suas
regibes expostas e acessiveis, que estdo envolvidas em interagdes com outras moléculas,
incluindo receptores do hospedeiro. A compreensdo da SASA da S-gly é notoria para o
desenvolvimento de medicamentos antivirais e vacinas, pois pode ajudar a identificar os
locais-alvo para essas terapias. No entanto, a SASA da S-gly é uma propriedade complexa
e dindmica que pode mudar com base no estado conformacional da proteina, na presenca
de outras moléculas e nas condi¢Ges do ambiente.

A energia eletrostatica molecular refere-se a energia associada a distribuicdo de
especies carregadas dentro de uma molécula. No contexto do SARS-CoV-2, a energia
eletrostatica molecular da S-gly, uma componente-chave do virus responsavel pela ligacdo
as células hospedeiras e pelo inicio da infeccdo, pode desempenhar um papel crucial na
determinacdo da estabilidade e funcdo da proteina. Ao calcular a energia eletrostatica
molecular, obtivemos informacfes sobre as interacbes entre os diferentes residuos
carregados na S-gly e seu efeito no potencial eletrostatico geral da molécula.

A andlise da energia eletrostatica da interacdo do OG mostrou um aumento
significativo com a adi¢cdo dos grupos carboxilicos, resultando em valores variando de

28,290 a 74,492 kcal/mol. A falta de mudancas nas afinidades de ligacdo indica que a
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amostragem da paisagem de energia livre usando MMPBSA é amplamente afetada pelos
movimentos de dominio observados. Em todos os casos, os valores presentes em termos
eletrostaticos sdo compensados, resultando em mudancas minimas na estrutura. A atracédo
eletrostatica é considerada caracteristicas comuns a todos 0s sistemas i6nicos, empregando
ambas as estratégias de simulag&o.

A AG de ligagdo dos OGs foi utilizada para avaliar a estabilidade do OG em
contato direto com macroestruturas, sendo utilizado para estudar a reatividade do grafeno e
suas interacOes. A energia livre de Gibbs é uma propriedade termodindmica importante do
grafeno e suas interagbes com outros materiais, e uma compreensdo abrangente do grafeno
requer a consideracao de muitos outros fatores também.

Os valores de AG de ligacdo obtidos com os OGs, devido as suas propriedades
superiores adequadas para uma ampla gama de aplicagbes, foram demonstrados pelos
valores de AG na tabela 4 caracteristicas de hidrofilicidade do OG, que podem ser
ajustadas diminuindo ou aumentando o tamanho das particulas de OG para a escala de
poucos nanémetros, QDGs sdo candidatos promissores para aplicacGes biomédicas devido
a sua falta de toxicidade, bem como sua hidrofilicidade e alta eficiéncia de emissdo de luz
que se originam de confinamento quantico e efeitos de borda associados a seus grupos
funcionais contendo oxigénio.

Sendo AG de ligacdo (kJ/mol) predominantemente responsavel pela interacdo e
validagdo das simulagdes obtidas em cada sistema. Os resultados da analise energética dos
complexos fornecidos na Tabela 5 mostram que os OGs identificados representaram
grandes mudancas em suas energias de ligacéo livre quando houve uma mudanca em sua
estrutura.

O OG-E possui um tamanho maior e maior quantidade de oxigénio, tornando assim
mais aceitavel sua interacdo e seus resultados de componentes de energia, indicando
também que o tamanho do OG influencia em sua interacdo ja que ha uma disparidade de

tamanho em relacdo aos outros OGs.



Tabela 5: Componentes de Energia OGs com cinco S-glys.
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VDW

Electrostatica

SASA

Macromolecula OG (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) AGyigagao(kJ/mol)
OG-A -94,80622 +/- 28,290 +/- 211,584 +/- -65,41629 +/-
6,544 1,955 1,723 4,108
0GB -100,3700 +/- 29,950 +/- -14,710 +/- -69,25530 +/-
6,933 2,077 3,845 6,009
-121,3682 +/- 36,216 +/- -18,078 +/- -83,74406 +/-
S-GLY-KAPPA  0G-C 8,372 2,509 1.247 3,226
0G.D -124,2896 +/- 37,088 +/- -19,045 +/- -85,75982 +/-
8,581 2,568 2,568 4,108
OG.E -157,0058 +/- 46,850 +/- 21,222 +I- -108,3340 +/-
10,833 3,235 3,845 2,019
OG-A -138,4170 +/- 41,303 +/- -18,056 +/- -95,50773 +/-
9,553 2,856 1,521 2,019
0GB -146,5402 +/- 43,727 +/- 22,166 +/- -101,1127 +/-
10,114 3,024 1,412 6,180
-177,1975 +/- 52,875 +/- -35,106 +/- -122,2662 +/-
S-GLY-DELTA OcG-C 12,238 3,652 2,957 2,180
0G.D -181,4628 +/- 54,148 +/- -36,176 +/- -125,2093 +/-
12,529 3,743 2,858 4,108
OG.E -229,2284 +/- 68,401 +/- 42,126 +I- -158,1676 +/-
15,829 4,722 2,845 6,019
OG.A -150,7418 +/- 44,981 +/- -32,334 +I- -104,0118 +/-
10,408 3,104 1,712 2,898
0GB -159,5883 +/- 47,621 +/- -33,346 +/- -110,1159 +/-
11,014 3,291 3,020 4,988
S-GLY- 0G.C -192,9754 +/- 57,583 +/- -38,956 +/- -133,1530 +/-
OMICRON 13,324 3,972 3,045 3,588
0G.D -197,6204 +/- 58,969 +/- -41,996 +/- -136,3580 +/-
13,645 4,072 2,145 3,018
OG.E -249,6392 +/- 74,492 +/- 44,728 +I- -172,2510 +/-
17,232 5,143 2,215 2,019
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A figura 26 mostra em ordem crescente 0 comportamento da energia ligacéo
calculada para cada complexo interagente tanto com ligantes NTCPU quanto para os OGs.
Para os NTCPUs/proteinas todos os resultados obtidos foram distintos. Enquanto para 0s

complexos OGs/proteinas varios resultados iguais ocorreram para os valores de energia.
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Figura 26: Evolugao da energia livre dos complexos em ordem crescente de valores.

O que se observa analisando a figura 26 é que o OGs apresentaram 0s melhores
resultados em geral comparando-se com os NTCPU. Sendo que o menor resultado do
OGs/proteinas que é o0 S-GLY-KAPPA/OG-C (-10,7 Kcal/mol) é equivalente ao melhor
resultado dos NTCPUs/proteinas que corresponde ao zigzag/S-gly (-10,8 Kcal/mol).

No capitulo seguinte é feita a conclusdo em relacdo aos resultados obtidos pela

simulagéo realizada.
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO

A interacdo entre os NTCPUs e as trés proteinas externas do SARS-CoV-2, por
meio de uma abordagem de simulacdo computacional, as quais sdo geralmente focadas na
adsorcdo de um unico NTCPU em uma superficie, que é essencialmente representativa de
particulas em uma solucéo foi o foco do estudo in silico.

Através de simulacGes computacionais de DM a partir da DOC realizada pela
interacdo entre NTCPUs (ligantes) e proteinas (receptor) com o objetivo de mostrar a
potencialidade dos NTCPUs como inibidores do SARS-CoV-2. Tal intuito mostrou
resultados muito relevantes de interacdo. Pois se verificou que todos os NTCPUs nas suas
trés diferentes formas geométricas interagiram com as trés estruturas de proteinas externas
E-pro, M-pro e S-gly do SARS-CoV-2. Entdo, de acordo com os resultados das simulacfes
se pode fazer a seguinte andlise descritiva.

Os resultados obtidos por meio do RMSD mostram o comportamento global dos
complexos, permitindo assim acompanhar dinamicamente as variagdes ocorridas. Logo se
verificou que os complexos S-gly + zigzag e E-pro + zigzag apresentaram menores
flutuacOes e estabilizaram-se a partir dos 10 ns, tempo correspondente ao aquecimento do
complexo, quanto ao complexo M-pro + zigzag a estabilizacdo comeca a partir dos 40 ns.
Entretanto os complexos S-gly + chiral e M-pro + armchair, sdo os que sofreram maior
flutuacéo, isso pode ser devido a um movimento de rotacdo da proteina.

Quanto aos resultados do RMSF, os quais descrevem 0 quanto a posicdo de cada
atomo da estrutura protéica varia sua posi¢cdo, se observou que a E-pro apresentou menor
flexibilidade e flutuacdo na interacdo com os NTCPUs. Entretanto S-gly e M-pro
apresentaram maior estabilidade devido maior flexibilidade na interacdo com os NTCPUs.

Em relacdo aos resultados do Rg nas simulagdes verificou-se que os complexos
apresentaram grandes oscila¢Oes e rotagdes no intervalo de tempo de 100 ns fato que pode
ter ocorrido devido a proteina esta desnaturada produzindo assim um aumento no Rg. Ja
os resultados obtidos para 0 SASA confirmaram que para a interacdo NTCPU armhair +M-
pro o SASA se torna maior entre 30 e 50 ns. Podemos analisar em todos os graficos da
figura 21, que os complexos nesta simulagdo permaneceram mais estaveis possibilitando
pouca presenca de variacdes logo se evidencia que os valores de SASA dos complexos
NTCPUs + S-gly sdo globalmente mais estaveis quando comparado ao das outras
interaces. O SASA relativo pode prever as mudancas conformacionais da proteina apds a

ligagéo dos ligantes.
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A estrutura das proteinas do SARS-CoV-2 foi avaliada quanto a sua versatilidade
conformacional e estabilidade. Essa analise foi realizada por meio da caracterizacdo dos
RMSD, RMSF e SASA de cada receptor proteico ligado aos diferentes tipos de NTCPUs.

Observou-se que ao longo do tempo, os ligantes interagem de maneira distinta,
demonstrando diferentes niveis de afinidade. Em particular, o ligante NTCPU zigzag
exibiu interacbes mais favoraveis. Por meio dos testes de dindmica molecular (DM),
constatou-se que a proteina S-gly apresentou a melhor interacdo com as estruturas de
NTCPUs, estabelecendo ligagdes © - Sigma. Esses complexos formados entre as proteinas
e 0s NTCPUs demonstraram uma postura mais estavel em comparagdo com os demais
sistemas analisados.

No entanto isso € percebido por meio dos resultados obtidos para as energias de
VDW e AG, fato que estabelece a ligagdo mais forte entre ligante e receptor. Dentre as
proteinas externas a que apresentou melhor adsor¢do dos ligantes de carbono, foi a S-gly,
esse comportamento 6timo pode estar relacionado as interacfes hidrofobicas e ligagbes de
hidrogénio que ocorreram entre o sitio ativo do receptor e as hidroxilas presentes no
ligante, evidenciando um comportamento mais estavel do ligante neste complexo, com
varias tor¢Bes na estrutura em torno de sua estrutura priméaria e uma maior tendéncia a
estabilidade.

Sendo de fundamental importancia mencionar que a proteina S-gly é a mais externa
do virus e a principal facilitadora da entrada do virus na célula hospedeira para que ocorra
0 processo de replicacdo do virus, logo esse resultado é muito bom, pois as variantes ou
cepas surgem quando um virus sofre uma serie de mudancas no decorrer do seu processo
de replicacdo no interior da célula infectada.

Fazendo um comparativo nos resultados se observou que o NTCPU chiral foi o
ligante que obteve na conformidade da simulacdo a menor interacdo com as trés proteinas
externas, sendo menos atraente que o NTCPU armchair e o zigzag. E dentro dessa dptica
sua menor interacdo se deu com a proteina E-pro fato que se explica devida ser a proteina
menos externa do SARS-CoV-2. Entretanto na sequéncia do raciocinio ficou evidenciado
que a E-pro foi a proteina que teve menor interacdo com trés ligantes da simulacéo devido
aos resultados obtidos para as energias de afinidade VDW e AG.

No entanto pode-se concluir que a pesquisa por analise de simulacdo computacional
da DM alcancou seu objetivo, justamente por mostrar que houve interacdo entre 0s
NTCPUs e as Proteinas externas do SARS-CoV-2. Mostrando uma otimizacdo para a
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interacdo NTCPU zigzag + S-gly e sequencialmente NTCPU armchair + S-gly e NTCPU
chiral + S-gly.

Conforme demonstrado por meio desta abordagem integrada, a predicdo
computacional para inibicdo das estruturas externas principais do SARS-CoV-2, que
resultou em algumas pistas promissoras para o combate do virus no campo da prevengao.
Espera-se que os resultados e previsdes in silico obtidos neste estudo, incluindo o0s
potenciais ensaios clinicos, possam facilitar a descoberta de materiais inibidores e por meio
destes produzir, EPIs, Sprays e solugbes impermeabilizantes em geral. Desta forma os
NTCPUs vém somar no combate a pandemia da COVID 19.

Em relagcdo aos ligantes de OG, dentre essas interagdes, destacam-se as S-GLY-
OMICRON, os valores de ligacdo de AG possuem forte valor de afinidade, demonstrando a
eficécia da interacdo com residuos de glicoproteinas. O OG-E também tem um forte valor
de afinidade, os ligantes ndo interagem de forma significativa com os residuos do sitio de
ligacdo e também apresenta uma elevada instabilidade, o que se traduz num valor de
desvio padrdo elevado, a interacdo com o OG-A mantém-se com um valor intermédio
valor, ainda demonstra estabilidade quando comparado ao E-pro, este ultimo receptor nao é
tdo adequado quando se trata de interacdo para inibicdo de SARS-CoV-2, mas a interacdo
dentro do sitio de ligacdo persiste ao longo da simulacéo.

A simulacdo envolveu a previsdo computacional da orientacdo relativa e afinidade
de ligacdo dos OGs as estruturas de S-gly. O objetivo do manuscrito foi alcancado para
fazer um estudo de estruturas com potencial para se tornarem QDGs para determinar o
modo de ligacdo mais estavel e energeticamente favoravel. O espaco de busca foi bem
definido com base no sitio de ligacdo da proteina. As simulacdes de DM envolvem a busca
no espaco de busca definido para 0 modo de ligacdo mais apropriado entre a pequena
molécula e a proteina. Esta etapa envolve a avaliacdo da energia de interacdo entre a
proteina e o ligante e a determinacdo da afinidade de ligacdo do complexo.

As simulacbes de DOC sdo uma ferramenta Uteis na descoberta e desenvolvimento
de medicamentos, mas as previsdes feitas por essas simulagdes nem sempre sdo precisas e
devem ser validadas experimentalmente. Esta informagdo pode ser atil para o
desenvolvimento de técnicas de detecgdo viral que visam regides especificas da S-gly. A
energia de VDW, eletrostatica, SASA e Gibbs sdo apenas aspectos da complexa biofisica
do SARS-CoV-2 e sua S-gly, e uma compreensdo abrangente do virus requer consideracdo

de muitos outros fatores também.
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Fazendo uma comparacéo entre os dois ligantes, o que se evidéncia foi uma melhor
afinidade da interacdo S-GLY-OMICRON/OG-E com AG = - 172,2510 KJ/mol, em
comparacdo com a melhor afinidade dos NTCPUs, que foi entre S-gly/zig-zag com AG = -
112,73 KJ/mol. Agora se compararmos o resultado de pior afinidade tem-se que ocorreu
entre M-pro/chiral com AG = - 62,73 KJ/mol em comparagdo com a interacdo S-GLY-
KAPPA/OG-A com AG = - 65,4163 KJ/mol. Os resultados mostram que os OGs,
apresentam-se como 0timos ligantes dessas proteases.

Esta pesquisa demonstra uma possivel relagdo entre os resultados de ancoragem
obtidos, indicando que os oito ligantes tém uma tendéncia a se ligar ao sitio ativo das
macroestruturas, sugerindo uma maior afinidade quimica nessa regido. Os NTCPUs e 0s
OGs tém mostrado potencial como agentes antivirais devido a sua capacidade de interagir
com proteinas virais e inibir sua atividade.

Simulacbes de DM tém sido empregues para investigar a interagdo entre
nanoparticulas e diversas proteinas virais, incluindo a S-gly do SARS CoV-2, o virus
causador da COVID-19. Esses estudos revelaram que os NTCPUs e 0s OGs séo capazes de
se ligar a proteina spike do SARS-CoV-2.

Estudos de DOC tém sido utilizados para prever a afinidade de ligagdo entre
nanoparticulas e proteinas virais, identificando residuos de aminoacidos especificos que
desempenham papel vital nessa interacdo. No entanto, a validade do potencial inibidor das
nanoparticulas e suas aplicacfes preventivas no combate ao virus ainda requer uma fase
empirica. Serdo necessario confirmar os resultados tedricos experimentalmente e explorar
possiveis aplicacfes dessas nanoparticulas na industria de biotecnologia para desenvolver

equipamentos e produtos inibidores do SARS-CoV-2.
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Molecular modeling techniques are used to describe the process of interaction between nanotubes and the main
structures of the Covid-19 virus: the envelope protein, the main protease, and the Spike glycoprotein. Molecular
docking studies show that the ligands have interaction characteristics capable of adsorbing the structures. Mo-
lecular dynamics simulations provide information on the mean squared deviation of atomic positions between
0.5 and 3.0 A. The Gibbs free energy model and solvent accessible surface area approaches are used. Through the

results obtained through molecular dynamics simulations, it is noted that the zig-zag nanotube prefers to interact

with E-pro, M-pro, and 5-gly, respectively. Molecular couplings and free energy showed that the S-gly active site

residues strongly interact with zigzag, chiral, and armchair nanotubes, in this order. The interactions demon-

strated in this manuseript may predict some promising candidates for virus antagonists, which may be confirmed

through experimental approaches.

1. Introduction

The emergence of the severe acute respiratory syndrome (SARS-CoV-
2), which is a pleomorphic ribonueleic acid virus belonging to the family
of coronaviruses, or Covid-19, originated in Wuhan, China, at the end of
the year 2019. outbreak generated a global pandemice, [1,2] causing
great concern to the population due to the high rate of contamination
and the ability to spread lethality [3,4]. As their transmission is done
through the air or by physical contact, they also propagate over short
and/or longer distances, using aerosols, called aerial transmission [5].
Thus, preventive care against the spread of the virus, such as the proper
use of masks and gloves, in addition to disinfeetion of surfaces [6].

Therefore, the use of graphene and its derivatives, such as carbon
nanotubes (CNT) appear as potential materials for effective control of
the spread and rapid detection of the virus. One can effectively use these
materials in antiviral coatings and surface development to prevent
contagious and virulent viral contamination in fabrics such as personal
protective equipment (PPE), face masks, and gloves [7]. It is important
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to mention that CNTs have excellent electrical conductivity due to their
almost one-dimensional electronic structure. In SWNTs and MWNTs,
electronic transport oceurs ballistically (ie, without scattering) along the
lengths of the nanotubes, allowing them to carry high currents essen-
tially without heating [3,9]. CNTs also have an electrically conductive
capacity and can during an interaction with a solute or solvent, generate
an electrical current [10,51].

Thus, it can be considered that a SAR-CoV 2 protein, when
approaching very close to the CNT during the interaction can produce an
electrochemical potential, so that the virus, upon receiving an electrical
current through the chemical bond made in the approximation in o
instant when the CNT absorbs and emits light beeause of eleetronie
jumps between layers of different energy levels. CNTs have previously
been employed in drug delivery nanosystems and as an antiviral agent
against a few viruses, including the SARS-CoV-2 virus and viral proteins
[11,70-72].

The in-silico study of the therapeutic target compound present in a
plant extract is an economical and rapid investigation tool through
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