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RESUMO

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) causada por um coronavirus (SARS-CoV-
2) ainda é uma infecc¢do viral recente. Nao ha evidéncias cientificas e ensaios clinicos que
indiquem que possiveis terapias tenham mostrado resultados em pacientes suspeitos ou
confirmados. Diante do exposto, algumas drogas estdo sendo utilizadas e estudadas para
conter a propagacao do virus e os danos em toda a sociedade. Os medicamentos usados em
tratamentos alternativos incluem antimaléricos, antimicrobianos, corticosteroides
antivirais, anticoagulantes e soro convalescente. Portanto, a quimica medicinal tem
contribuido de forma multidisciplinar. Este trabalho teve como objetivo realizar uma
triagem de 2.108 medicamentos essenciais conhecidos e amplamente utilizados pela
populacdo de modos a avaliar uma possivel capacidade inibitéria do COVID-19, se ligando
a protease principal MP®, Para isso foi aplicada a quimica computacional usando o
MolAiCalD com algoritmo de modelo Genético Lamarckiano (GA) combinado com a
estimativa de energia baseada em grade em conformacédo rigida e flexivel. Os ligantes
escolhidos para realizacdo da triagem virtual por docking molecular foram medicamentos
registrados no FDA e disponiveis na biblioteca virtual. Além disso, estudos de dindmica
molecular também foram realizados para verificar a estabilidade no complexo receptor-
ligante formado por meio de analises de RMSD, RMSF, H-Bond, SASA e MMGBSA. Em
comparagcdo com a energia de ligacdo da lixiviacdo sintética redocking (-6,8
kcal/mol/RMSD 1,34 A), que foi bem acima, decidiu-se abordar os parametros de apenas
trés ligantes, ergotamina (-9,9 kcal/mol/ RMSD de 2,0 A), diidroergotamina (-9,8
kcal/mol/RMSD de 1,46 A) e olisio (-9,5 kcal/mol/RMSD 1,5 A). Pode-se afirmar que a
ergotamina apresentou as melhores interacdes com a protease MP™ do covid19 pelo estudo

in silico, sendo um candidato promissor no tratamento do Covid19.

Palavras-chave: receptor; ligante; docking molecular; coronavirus; triagem virtual;
covidl9.



ABSTRACT

Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) caused by a coronavirus (SARS-CoV-2) is
still a recent viral infection. There is no scientific evidence and clinical trials that indicate
that possible therapies have shown results in suspicious or confirmed patients. Given the
above, some drugs are being used and studied to contain the virus's spread and damage
throughout society. Medications used in alternative treatments include antimalarials,
antimicrobials, antiviral corticosteroids, anticoagulants, and convalescent serum.
Therefore, medicinal chemistry has contributed in a multidisciplinary way. This work
aimed to perform a screening of 2.108 known essential drugs widely used by the population
and evaluate the possible inhibitory capacity of COVID-19 in MP™ protease as ligands.
Computational chemistry using the MolAiCalD with Lamarckian genetic model algorithm
(GA) combined with the estimation of grid-based energy in rigid and flexible
conformation. The ligands chosen for virtual screening performance by molecular docking
were drugs registered with the FDA and available in the virtual library. In addition,
molecular dynamics studies were also carried out to verify the stability in the receptor-
ligand complex formed through RMSD, RMSF, H-Bond, SASA, and MMGBSA analysis.
Compared to the connecting energy of the synthetic redocking leach (-6.8 kcal/mol/RMSD
1.34 A), which went well above, it was then decided to address the parameters of only three
ligands, ergotamine (-9.9 kcal/mol/RMSD of 2.0 A), dihydroergotamine (-9.8
kcal/mol/RMSD of 1.46 A), and olysio (-9.5 kcal/mol/RMSD 1.5 A). It can be affirmed
that ergotamine presented the best interactions with the MP™ protease of covid19 by the in-
silico study, being a promising candidate in the treatment Covid19.

Keywords: receptor; ligand; molecular docking; coronavirus; virtual screening; covid19.
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1. INTRODUCAO

O coronavirus é um virus zoondtico pertencente a familia Coronaviridae que causa
infeccdes respiratdrias em diversos animais, incluindo aves e mamiferos. Tendo sido isolado
pela primeira vez em 1937, somente em 1965 recebeu esse nome devido ao perfil de uma coroa
apresentado em analise micropica (FEHR; PERLMAN, 2015; GUO et al., 2020; MARTINS-
FILHO et al., 2020). Em humanos, o novo Coronavirus, denominado SARS-CoV-2, é 0 agente
etioldgico responsavel pelo surto de pneumonia viral e um patdgeno essencial por atacar
principalmente o sistema respiratorio humano causando a Sindrome Respiratoria Aguda
(SARS)-CoV e a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS)-CoV, que caracterizam
situacOes de saude publica de grande preocupacdo devido ao potencial de surto da doenca
(BOGOCH et al., 2020; LU; STRATTON; TANG, 2020; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020;
ZHOU et al., 2020).

Apesar da urgéncia, ainda ndo ha vacina ou antiviral para tratar o novo coronavirus (WU
et al., 2020). Assim, o tratamento tem ocorrido em pacientes sintomaticos graves com suporte
e cuidados intensivos (ZUMLA et al., 2020). Outra abordagem foi testar retroviral ja conhecido
de forma eficiente contra virus do mesmo género que o0 SARS-CoV-2 (WANG et al., 2020).

Portanto, deve-se enfatizar que atualmente ndo ha terapia eficaz e especificamente
direcionada para esta doenca, consequentemente, os protocolos clinicos sdo focados no
tratamento dos sintomas, no suporte a vida em complicacbes hemodinamicas e respiratdrias ou
pesquisa clinica (BRASIL, 2020; FALAVIGNA et al., 2020). Entre as classes terapéuticas
empregadas, com ou sem orientagdo médica, estdo antimicrobianos, antivirais, corticosteroides,
anticoagulantes, soro convalescente e antimalaricos (LEDFORD, 2020).

O uso dos antimalaricos cloroquina e hidroxicloroguina tem causado muitas discussfes
no meio cientifico. Ainda ndo ha estudos que comprovem sua eficacia, e seu uso pode estar
associado a complicagdes cardiovasculares graves. Sem comprovacéo cientifica para seu uso
rotineiro, esses medicamentos ainda carecem de mais investigacdo (MENEZES; SANCHES;
CHEQUER, 2020; WANG et al., 2020).

Os cientistas estdo tentando fazer um paralelo sobre a automedicacgdo. No Brasil, cerca
de 77% das pessoas com mais de 16 anos admitem tomar medicamentos sem prescri¢do médica
ou farmacéutica, segundo estudo realizado pelo Conselho Federal de Farméacia (CFF)
(DOURADO etal., 2016). Dor de cabeca, febre e resfriado figuram entre os sintomas que levam
as pessoas a tomar medicamentos de forma independente e coincidente, e por serem sintomas
semelhantes aos do novo coronavirus (CORREIA; TRINDADE; ALMEIDA, 2019).
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Visando formulagGes Unicas, novas indicacOes e a "redescoberta” de medicamentos ja
aprovados, surgiu a ideia de redefinir ou resgatar medicamentos antigos com reconhecidos
recordes de eficacia e seguranca pelo FDA. Esse movimento tem crescido ultimamente e tem
sido chamado de: "Velhas drogas sdo novas de novo" ou "velhas drogas, novos usos”
(ARONSON, 2007; HAHN, 2011). Este "insight" sobre novos usos de estruturas ja conhecidas
pelo FDA baseia-se no fato de jé se possuir razoavel conhecimento sobre seus efeitos colaterais
e toxicidade no corpo humano. Esse conhecimento prévio impacta diretamente nos custos de
pesquisa e desenvolvimento de uma nova terapia a ser introduzida no mercado, pois reduz os
riscos de graves efeitos indesejaveis durante as fases clinicas de acdo, o que implicaria no
abandono do candidato a um novo medicamento (CHONG; SULLIVAN, 2007).

Nesse contexto, os métodos de desenvolvimento de medicamentos auxiliados por
computador tém se mostrado Uteis nos estagios iniciais da pesquisa de novas terapias
farmacoldgicas. Seja como ferramenta de prospec¢do de novos ligantes ou mesmo de novos
usos para ligantes ja conhecidos. O uso de técnicas de docking molecular, aplicadas a imensas
bibliotecas de ligantes (como ZINC15 e CHEMBL, entre outras), permite a triagem virtual (VS)
de ligantes e, assim, reduz a necessidade de sintese quimica e analise in vitro de cada analogo
de um composto-protétipo de forma automatizada (HTS), o que implica em significativa
reducdo de tempo e custos aos centros de pesquisa (SLIWOSKI ET AL, 2014).

Os estudos de Simulacdo de Ancoragem in silico tiveram inicio na década de 1980 e
tem contribuido para o processo de planejamento de farmacos pelos métodos ligand-based drug
design (LBDD) e structure-based drug design (SBDD), que auxiliam na descoberta de
moléculas bioativas e na otimizacdo de compostos existentes (APAROY; KUMAR REDDY;
REDDANNA, 2012).

Vaérios artificios de software para docking molecular sdo aplicadas a varios sistemas
operacionais com diferentes recursos (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008). No entanto, o
algoritmo de busca e a fungédo de pontuacao responsaveis por prever a orientacdo e afinidade
no alvo molecular no momento do docking devem ser levados em consideragdo no software
para minimizar erros nos calculos (COUTINHO, 2013).

MolAlCalD é um codigo derivado do Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010) e esta
no pacote computacional do MolAlCal (BAI et al., 2021). Este codigo utiliza a mesma licenca
do Autodock Vina, APACHE 2.0 (FOUNDATION, 2012; VIEIRA; SOUSA, 2019), pode
realizar o docking molecular, é considerado um software de acoplamento molecular de cédigo
aberto, estudado e aplicado na area de descoberta de farmacos. A validagéo é realizada pelos

coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman, que estdo relacionados entre a afinidade de
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ligacdo experimental e a afinidade de ligagéo preditiva, ou seja, quando o ligante com menor
Desvio Médio Quadrético de Rotacdo (RMSD) em cada complexo extraido possui valores
menores que 2,0 A (YUSUF et al., 2008). A nivel de comparacdo, Autodock Vina tem uma
taxa de precisdo de acoplamento equivalente a 54,665%, e seus coeficientes de correlacdo de
Pearson e Spearman sdo 0,5259 e 0,5421, respectivamente, com base na afinidade de ligagdo
experimental. Por outro lado, MolAICalD em MolAlCal, tem uma taxa de precisédo de
acoplamento de 54,888%, e coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman de 0,5335 e
0,5489, respectivamente. Indicando que o MolAlCal tem um "encaixe" e um "poder de
classificacdo" que podem ser comparados ao Autodock Vina e podem ser validados em
simulagOes de docking molecular.

Dentre as aplicacdes, ¢ fundamental destacar que diversos dockings realizados pelo
MolAlICalD, entre outros softwares, estdo sendo utilizados na pesquisa de inibidores de doencas
negligenciadas como Dengue, doenca de Chagas, leishmaniose, entre outras, na busca de novos
candidatos a farmacos baseado no conhecimento da quimica dos produtos naturais, € no
conhecimento da estrutura de proteases (DIAS et al., 2013).

Para descobrir rapidamente a eficacia de novos medicamentos e leva-los para uso
clinico, comegou uma corrida contra o tempo em todo o mundo para descobrir inibidores
eficazes contra a principal proteina do coronavirus, a protease principal (MP™). A protease MP™
€ uma enzima crucial para o0 SARS-CoV-2, pois desempenha um papel fundamental na
mediacdo da replicacdo e transcricdo viral, tornando-a um alvo atraente para esse virus (CHEN
et al., 2020; CUI; LI; SHI, 2019).

A estrutura cristalina do Sars-CoV-2 MP® na forma apo mostra um dimero
cristalografico composto por dois mondémeros de conformacGes idénticas. Cada protdmero
consiste em trés dominios. O dominio | (residuos 8-101) e o dominio Il (residuos 102-184)
tém uma estrutura B-barril antiparalela. O dominio Il (residuos 201-303) contém cinco a-
hélices dispostas em um aglomerado globular amplamente antiparalelo, e esta conectado ao
dominio Il por uma longa regido de loop (residuos 185-200) (JIN et al., 2020). A interface do
dominio I e do dominio Il forma o sitio reativo da proteina, que é composta pela diade Cys 145-
His 41 (FERREIRA et al., 2021). O dominio Il exclusivamente globular esta ligado ao dominio
Il atraves de uma regido ligante considerada essencial para a atividade catalitica dessas
proteases, semelhante a quimotripsina (DE ALMEIDA et al., 2020). Portanto, um alvo para
estudos de simulacéo que deve ser apreciado.

A triagem ou screening virtual (VS) é um método computacional usado na descoberta

de drogas para encontrar moléculas potenciais com probabilidade de se ligarem ao alvo da
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droga, tipicamente uma proteina ou receptor de DNA, etc. A VS contém triagem virtual baseada
em ligantes e estrutura (RESTER, 2008). O rastreamento virtual baseado em estrutura envolve
acoplamento molecular que busca boas poses de ligacdo de ligantes na proteina-alvo, seguido
por uma funcéo de pontuacéo para estimar a capacidade de afinidade entre ligantes e receptores.
O acoplamento molecular é provavelmente a teoria do modelo de chave e fechadura
(ASHUTOSH; VYTAS, 2018).

Este trabalho teve como objetivo realizar uma VS de 2.108 medicamentos ja conhecidos
e geralmente utilizados para outros fins pela populagdo, registrados no Food and Drug
Administration (FDA), por meio da prospecc¢éo in silico de sua capacidade de ancoragem no
sitio da protease. Assim, pretende-se selecionar ligantes promissores que possam inibir a agdo
da MP™, No futuro eles podem ser submetidos a testes in vitro e in vivo para desenvolver novas

terapias especificas no tratamento da Covid-19.
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2. METODOLOGIA
2.1. Obtencéo e preparacao dos ligantes

Os 2.108 ligantes escolhidos para triagem virtual por perfomance de docking molecular
eram medicamentos registrados no FDA, disponiveis na biblioteca virtual do ZINC15 (https://
zinc15.docking.org/), e nos quais foram aplicados filtros de medicamentos com base na regra
de 5 de Lipinski (BENET ET AL, 2016) (Ver Tabela 1S, em material suplementar). Algumas
dessas drogas eram comumente utilizadas pela populacdo em doencas respiratdrias, presentes
em protocolos clinicos, ou mesmo submetidas a ensaios clinicos para infecgdes virais (BEIGEL
etal., 2020; DE RUYCK et al., 2016; HUANG et al., 2010; RUBA; AROQOJ; NAZ, 2014).Em
sequida, o dimensionamento e a otimizacdo das estruturas foram realizados com o comando
PREPARE_LIGAND4 do software AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009), uma ferramenta
gratuita para realizar o acoplamento multiplo no conector do receptor. Para isso, foi realizada a
geracdo de estrutura 3D, adicdo de hidrogénios, correcdo de cargas, mistura de hidrogénios
polares e configuracdo de estruturas de torgéo.

2.2. Obtencdo e preparacao do receptor

Moléculas de dgua foram removidas como critério para preparar a estrutura da proteina,
enquanto cargas de Gasteiger e atomos de hidrogénio essenciais foram adicionados (YAN et
al., 2014). O receptor em estudo foi a estrutura da principal protease viral MP™, obtido no
repositério Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo 6L U7, cuja estrutura cristalina foi obtida por
difracdo complexa de raios-x para um inibidor sintético N3 (JIN et al., 2020; KUMAR,;
SINGHC; PATEL, 2020). Para possibilitar o encaixe molecular, os residuos interferentes, as
moléculas de agua e o inibidor sintético (N3) co-cristalizados no arquivo original da estrutura
6LU7, foram removidos pelo software para clientes Discovery Studio 2020 (BIOVIA, 2015).
Em seguida, os ligantes foram separados e a proteina foram adicionados hidrogénios polares.

Posteriormente, foram salvos no formato PDBQT para serem executados.
2.3. Docking Molecular com MolAiCal no modo screening virtual

O Algoritmo Genético Lamarckiano foi escolhido para realizar as simulagbes de
docking molecular implementadas no MolAICAID. A caixa da grade foi centralizada para
abranger todas as cadeias de proteinas para determinar o espaco de simulacéo. A caixa da grade
foi centralizada nas coordenadas -10,711837, 12,411388 e 68,831286 para 0s €ixos X, y € z,
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respectivamente, e parametros de tamanho 20A(x), 20A(y) e 20A(z), com espacamento = 0,642

e exaustividade = 8.
2.3.1. Condicdes de acoplamento

Para obter um conjunto de dados mais extenso, para todas as simulacfes (docking e
redocking), foram realizadas 50 simulag¢Ges independentes, sendo possivel obter 20 poses por
simulacdo. O critério de exaustividade igual a 64 foi utilizado para melhorar o refinamento
parcial dos célculos de acoplamento individual (MARINHO et al., 2020). A estrutura da
proteina foi mantida rigida enquanto todas as ligacdes e tor¢bes dos ligantes foram ajustadas
para girar (NGUYEN et al., 2017).

2.3.2. Validacao estatistica e de simulagéo

Procedimentos de redocking foram realizados para validacéo estatistica das simulaces,
e os valores de RMSD (Root Mean Square Deviation) foram avaliados como parametro de

escolha dos valores de Best Pose menores que 2 A (YUSUF et al., 2008).

Para validar as simulacdes, a técnica de redocking foi realizado no ligante co-
cristalizado, N-[(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL]JALANYL-L-VALYL-N~1~-
((1R,22)-4-(BENZYLOXY)-4-0X0O-1-{[(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-
YL]METHYL}BUT-2-ENYL)-L-LEUCINAMIDE (N3).

2.4. Estabilidade do complexo

Para avaliar a estabilidade do complexo (proteinas/ligante) foi utilizado como parametro
a energia de afinidade, que possui valores de parametros de idealidade abaixo de -6,0 kcal/mol.
Ainda assim, foi decidido usar um padréo de maior energia de ligacao, que foi estabelecido em
-9,0 kcal/mol (HUANG et al., 2010; SHITYAKOV; FORSTER, 2014).

2.4.1. Classificacdo da forca das ligacGes de hidrogénio (H-bond)

Para avaliar a forca das ligacbes de Hidrogénio, foram utilizados os valores das
distancias entre os atomos doadores e receptores, sendo classificadas como Fortes, as interacdes
que ficaram entre 2,5 A e 3,1 A, Médias aquelas que ficaram entre 3,1 A e 3,55 A |, e Fracas
aqueles com distancia maior que 3,55 A (IMBERTY et al., 1991).
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2.4.2. Visualizacéo do Docking Molecular

Os softwares usados para visualizar os complexos (ligante + proteina) obtidos ap6s
completar o docking molecular foram: Discovery Studio 2020 client (BIOVIA, 2015) e Maestro
12 (SCHRODINGER, 2010). O esquema 1 simplifica todas as seccdes descritas na

metodologia.

Esquema 1 - Metodologia de trabalho para triagem molecular.

Obtencdo e otimizagdo das estruturas dos ligantes do Obtencdo da
ZINC15 proteina

I Cartinn O 1 I Carti

Docking molecular e screening virtual

Estrutura e afinidade Resultados

Fonte: Autor (2022)

2.5. Dindmica Molecular

Assim, para realizar o estudo de Dindmica Molecular (MD), foi necessario obter as
posicdes atdbmicas do complexo receptor-ligante ap6s o docking molecular e os arquivos de
topologia (extensdo PSF). Ambos os arquivos foram obtidos usando o servidor CHARMM
(https:// www.charmm-gui.org/). O complexo receptor-ligante foi inserido no topo de uma
caixa de 40 A bits clbicos. Em seguida, o complexo foi simulado em meio aquoso. O campo
de forca TIP3P descreve as moléculas de agua e adiciona ions para garantir a neutralidade do
sistema (JORGENSEN et al., 1983). Condic¢Ges de contorno periodicas foram usadas, e 0
algoritmo SHAKE informa a restrigdo de vibracdo em ligacdes covalentes envolvendo dtomos
de hidrogénio, angulo HOH e distancia de ligacgdo OH (RYCKAERT; CICCOTTI;
BERENDSEN, 1977). As etapas de integracdo de cada etapa foram iguais a 2 pés (FIELD et
al., 2000); Houve o processo de corte de interacio eletrostatica de 9,0 A em todas as etapas de
simulagdo. Etapas sequenciais de minimizagdo otimizam as geometrias. Em seguida, as
geometrias foram submetidas a dois estagios de equilibrio por 10 ns cada: o primeiro com
temperatura constante (NVT) de 310 K e o segundo com pressdao constante (NPT) a 1,0 atm
para producéo (entre 100-200 ns, dependendo da sua estabilizagcdo). Em contraste, o campo de
forca usado em ambos os equilibrios foi o Particle Mesh Ewald (PME) com uma implementacao
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de interpolacéo cubica, e o reajuste das ligacbes de hidrogénio foi realizado com a ajuda da
técnica Linear Constraint Solver (LINCS) (CHEATHAM et al., 1995; HESS et al., 1997) com
o0 software NAMD na versdo 2.0 usando o campo de forca CHARMM (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics) (PHILLIPS et al., 2005). Com base no RMSD, o grafico foi
plotado usando Graphing Advanced Computation and Exploration (GRACE) (TURNER,
2005). As simulacdes de dinamica molecular foram visualizadas usando Visual Molecular
Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Finalmente, uma simulacéo
de 100 ns foi realizada em todos os sistemas com um tamanho de passo de integracdo de 2 pés
e executada em triplicata.

A qualidade das estruturas obtidas nas MDs foi avaliada usando os seguintes

parametros:

. Energia Potencial (kcal/mol) (DIEZ et al., 2014);

. Energia de Interacdo Proteina-Ligante (kcal/mol);

. O desvio quadratico médio das posicdes atdbmicas de proteinas, ligantes e distancias

entre eles (RMSD, A) e a flutuacio quadratica média das posicdes atdmicas de

proteinas, ligantes e distancias entre eles (RMSF, A);

. As pontes de hidrogénio foram avaliadas com Visual Molecular Dynamics (VMD)
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
. A flutuacdo quadratica média das distancias minimas entre proteinas e ligantes foi

observada na dindmica molecular (RMSF, A) (ARSHIA et al., 2021).

2.5.1. Célculos de MM/GBSA

Com base no arquivo log de MDs do software NAMD (PHILLIPS et al., 2005), a
mecanica molecular combinada com a solvatacdo continua generalizada de Born e area de
superficie (MM/GBSA) foi calculada por MolAlCal (BAI et al., 2021). O MM/GBSA ¢

estimado pelas equagdes 1-3.

AGijig = AH — TAS = AEmm + AGsol— TAS (eq. 1)
AEmm = AEinterna + AEele + AEvaw (eq 2)
AGsol = AGgp + AGsa (eq. 3)

Onde AEmm, AGsol, € TAS representam a energia MM da fase gasosa, energia livre de
solvatagdo (soma da contribuicdo polar AGgg e contribuigdo apolar AGsa) e entropia
conformacional, respectivamente (GOHLKE; CASE, 2004; GOHLKE; KIEL; CASE, 2003).
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AEmm contém energia de Van Der Waals AEvqw, energia eletrostatica AEee e energia de ligagao
AEinterma, @ngulo e diedro. Se ndo houver mudangas estruturais induzidas por ligagdo no processo
de simulacbes na MD, o célculo da entropia pode ser omitido (DASGUPTA;
MANDALAPARTHY; JAYARAM, 2017).

O método GB (com a, b e c definidos como 0,8, 0 e 2,91, respectivamente, e com 0s
raios de Bondi padrdo modificados) foi usado para calcular a energia de solvatagéo polar, e a
energia de solvatacdo apolar foi calculada usando o solvente acessivel de area superficial, de

acordo com a equagao 4.
AGnp =y SASA +b (eq. 4)

Com y sendo 50,0227 kJ/mol/A? e b 53,85 kJ/mol. A entropia foi calculada por uma
analise média das frequéncias harmonicas calculadas no nivel MM. Além da agua, para
aumentar a precisdo do processo, se eshanja mais de 8 A dos ligantes (GENHEDEN; RYDE,
2010).

No Esquema 2, consta a descricdo metodoldgica do processo de selecdo dos ligantes

mais significativos para subsequente analise de MD.

Esquema 2. Pardmetros necessarios para a simulagéo de dindmica molecular.

Docking molecular (2.108 ligantes)
|

Interacdo no mesmo sitio ativo da proteina: 168 ligantes

= o

RMSD 1,50 A <2,00 A: 90 ligantes
i

Pontuacdo de energia de ligacao < -9,0 (kcal/mol): 5 ligantes

Fonte: Autor (2022)
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Comparacao de encaixe com todos os ligantes da triagem

Apbs a realizacdo do docking/redocking molecular, foi possivel verificar a interagdo
entre os ligantes e a protease MP™, tanto a nivel de energia como de aproximacdo; foram
escolhidos os 5 melhores ligantes, com energia de ligacdo variando de -9,9 kcal/mol a -9,2

kcal/mol, conforme mostra a Figura 1.

Figura 1. Complexo proteina-ligantes feito no ChimeraX (PETTERSEN et al., 2021).

Ergotamina (ZINC52955754), E= -9.9 kcal/mol
Diidroergotamina (ZINC3978005), E= -9.8 kcal/mol
Olisio (ZINC164760756), E= -9.5 kcal/mol

Tripano blue (ZINC169289767), E= -9.3 kcal/mol
Irinotecano (ZINC1612996), E= -9.2 kcal/mol

N3 (native ligand), E= -6.8 kcal/mol

4

]
L4
L
L4
L4
Ld

Fonte: Autor (2022)

De acordo com os sitios de ancoragem apresentados entre as drogas na triagem, o
receptor foi dividido em duas regides ativas (regides I e I1). Seguindo os parametros do esquema
2, atencdo especial foi dada ao sitio especifico do ligante sintético N3 (regido | e provavel sitio
da proteina ativa com os dominios: S1', S1-S4), em sua estrutura co-cristalizada, onde os
farmacos Ergotamina , Diidroergotamina, Olisio, Tripano Blue e Irinotecano também
ancoraram.

O re-docking foi realizado para mostrar a eficacia do método no software utilizado.
Assim, o foco de analise foi dado aos trés principais farmacos que apresentaram melhores
ligacGes ao alvo, conforme a Figura 2. O desvio entre o ligante e o receptor variou com RMSD
de 1,4 a 2,0 A. Os trés ligantes também alcancaram um desvio padrdo médio de interacdes
proximo ao valor otimizado, pois o ideal deve estar entre 1,00 — 2,00 A, dependendo do tamanho
do ligante (HEVENER et al., 2009).
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Figura 2. Correlacao entre o complexo gerado pela afinidade energética do acoplamento rigido/flexivel e o

RMSD.
Binding energy (kcal/mol) RMSD (A)
-6,8 kcal/mol N3 1,34 A

EEEEER

-9,2 kcal/mol Irinotecan | 2,00 A

-9,3 kcal/mol Trypan Blue 1,40 A

-9,5 kcal/mol Olysio 1,50 A

-9,8 kcal/mol Dihydroergotamine | 1,46 A

-9,9 kcal/mol Ergotamine | 2,00 A

TEr,

-12,0 -10,0 -8,0 -6,0 -4,0 -2,0 0,0 . 2,0 2 4,0

Qan?®

Fonte: Autor (2022)

3.1.1. Regido | da Proteina

Trés dos ligantes observados na regido | apresentaram dados considerados pela literatura
como otimizados e capazes de dar uma resposta bioldgica a partir das interacdes estabelecidas
no sitio ativo da proteina. Estes ligantes foram: Ergotamina, Diidroergotamina e Olisio,

conforme a Tabela 1.
3.1.2. InteragBes com residuos

O ligante nativo N3 apresentou, na forma co-cristalizada, interacbes com nove residuos,
conforme a Tabela 1. Por outro lado, no redocking o N3 apresentou apenas sete interacdes com
0s mesmos fragmentos de amino&cidos. Os residuos foram Pro168, Hist172, Hist163, Met49,
His4l e Gly143.
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Tabela 1. Tabela comparativa de distancias entre residuos/ligante.

Dominio de Resultados do Docking Molecular
Residuos | Proteina (KUMAR; Distancia dos Ligantes (A)
Protéicos da | SINGHC; PATEL,
Mmpere _2020) N3 Ergotamina Diidroergotamina Olisio
Regido | Dominio
Ser27 S3 4,45(alquil)
His41 S3 4,55(alquil) 2,94(carbon H-bond) | 2,95(carbon H-bond) —
I 4,08(alquil)
Met49 S3 4,74(pi-alquil) 4,84(pi-alquil) 4,72(pi-alquil)
5,16(alquil)
Leuso | S3 - |
Phe140 | s3
Asnl142 S3 - 3,33(carbon H-bond) 3,05(H-bond)
Gly143 Sr’ 2,70(H-bond) 2,80(H-bond) 2,80(H-bond)
Cysl4s | Sr° 3522?,”23?8) 3,37(H-bond) 3’: gi'?alzl'jﬂ‘;)
Hist163 s1 i - | 4,89(alquil)
i-sulfur
Met165 S1 ) ‘ 3,4?(255!?0: L:-l-lEchnd)
Glules | s2 1,95(H-bond)
Hist172 S4 -
Gln 189 S4 111 3,76(H-bond) 4,73(pi-sulfur) 4,65(pi-sulfur) 2,93(H-bond)

Fonte: Autor (2022)

Em comparacdo com a energia de ligacdo da lixiviacdo sintética do redocking (-6,8
kcal/mol), que foi bem acima, decidiu-se entdo abordar os pardmetros de apenas trés ligantes,
Ergotamina (-9,9 kcal/mol/RMSD de 2,0 A), Diidroergotamina (-9,8 kcal/mol/ RMSD de 1,46
A) e Olisio (-9,5 kcal/mol/RMSD 1,5 A).

3.1.3. Os principais ligantes em comparagdo com o N3 co-cristalizado
3.1.3.1. Interacdes e forgas intermoleculares

A diidroergotamina é um alcaldide derivado da ergotamina utilizado no tratamento de
enxaquecas, que apresentou grande afinidade no docking. Sua agdo é semelhante aos triptanos,
atuando como agonista dos receptores de serotonina e causando vasoconstricdo dos vasos
sanguineos intracranianos, mas também interage centralmente com receptores dopaminérgicos
e adrenérgicos. Pode ser usado para tratar a dor de cabeca intratavel aguda (ANISZEWSKI,
2015).

Olisio € um medicamento usado em combinag&o com outros medicamentos (sofosbuvir
ou ribavirina e a-peginterferon) no tratamento da hepatite C e também ¢é usado em pessoas
diagnosticadas com HIV (RULE, 2004). E usado especificamente no tratamento dos genotipos
1 e 4. A taxa de cura pode chegar a 90% (MAJUMDAR; KITSON; ROBERTS, 2016).
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A Figura 3 mostra as principais interacdes do ligante nativo N3 com a proteina no
procedimento de redocking. Todos os residuos foram observados em pontes de hidrogénio
convencionais nas regides hidrofilicas do receptor: residuos Phe 140, Gly 143, Cys 145, Glu166
e GIn 189, que correspondem aos sitios ativos das proteinas S2 e S3, respectivamente. Na parte
hidrofilica do receptor, foi observada uma interacdo pi-alquil em Pro168 (sitio S4) e alquil com
os residuos Leu 27, His 41 e Met 49 no sitio S3.

Figura 3. Interacdo do ligante de referéncia (N3) com os residuos da proteina, analisado no Discovery Studio
2020 client (BIOVIA, 2015).

A27)
Leu 27

Cys 145 2 o
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Fonte: Autor (2022)

As principais interagdes, mostradas na Figura 4, do farmaco ergotamina com a proteina,
foram trés ligacGes convencionais de hidrogénio e trés convencionais de hidrogénio-carbono;
na parte hidrofilica do receptor, destacam-se as seguintes interacdes essenciais: uma na porcao
amida do ligante, em C=0-Glu 166, no sitio S2, e a outra amida no sitio C=0-Cys 145, no sitio
S1', que esta encerrado no anel oxazolidinico interagindo com Gly 143, também no sitio S1'; e,
finalmente, uma interacdo do tipo pi-S com o residuo GIn 189.
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Figura 4. Interagdo da ergotamina com os residuos da proteina, analisado no Discovery Studio 2020 client
(BIOVIA, 2015).
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Fonte: Autor (2022)

Na Figura 5, os residuos que interagiram com o ligante diidroergotamina mais
proeminente foram relacionados a quatro ligagdes de hidrogénio convencionais, trés interacoes
de hidrogénio carbono convencionais e uma interacéo Pi-S. As carbonilas de amida e anéis de
oxazolina interagiram com os residuos Cys 145, Glu 166 e Asn 142. Além disso, o grupo
hidroxila interagiu com o Gly 143 por meio de interagdes de hidrogénio médias ou fortes, o que
justifica os valores de energia de ligacao a proteina spike. Outra interagcdo que mereceu destaque
foi a do pi-S com GIn 189, que levou a ligacdo do sitio S1' ao S4. Na regido hidrofébica,
interacdo Pi-Alquil no anel pirrolidinico, com residuos Met 49 e His 163.

Figura 5. Interagdo da diidroergotamina com residuos de proteina, analisado no Discovery Studio 2020 client
(BIOVIA, 2015).
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Fonte: Autor (2022)
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Na Figura 6, os residuos que interagiram com o ligante olisio na parte hidrofilica, foram
apenas observadas uma forte ligacdo de hidrogénio do grupo sulfonil S=O-GIn 189 e uma
interacdo de hidrogénio carbono com Pro 168. Na regido hidrofébica, foram observadas duas
interacdes alquil no anel pirrolidinico, com residuos Leu 50 e Pro 168.

Figura 6. Interagdo do olisio com residuos de proteina, analisados no Discovery Studio 2020 client (BIOVIA,
2015).
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Fonte: Autor (2022)

A droga ergotamina é um alcaloide do esqueleto da ergopeptina porque foi isolado pela
primeira vez do fungo cravagem do centeio (Claviceps purpurea) por Arthur Stoll em Sandoz
em 1918 (GIANNINI; SLABY, 1989). Seu aspectos estruturais e bioguimicos estdo
intimamente relacionados com a ergolina (ERNST, 2010). Além de possuir similaridade
estrutural com varios neurotransmissores, tem comprovada atividade biolégica como
vasoconstritor (SI; SONG, 2018). E usado medicinalmente para tratar crises agudas de
enxaqueca. Também tem sido usado para prevenir o0 sangramento pds-parto.

Nos Estados Unidos, a ergotamina usada para tratar a enxaqueca (DIENER et al., 2002)
estd disponivel como um supositério, disponivel sob a marca Migergot (proporcdo 2:100
ergotamina/cafeina) (SAYFAN, 2002). Na forma de comprimido sublingual, esta disponivel
sob a marca Ergomar (contendo 2 mg de ergotamina). Outros medicamentos sdo combinados
com cafeina, como Cafergot (proporcdo 1:100 ergotamina/ cafeina) (KANFER; SHARGEL,
2020).

Tanto a ergotamina quanto a diidroergotamina apresentaram energia de afinidade (de -

9,9 a -9,6 kcal/mol), o que merece um estudo mais detalhado por apresentarem esqueletos de
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ergolina. A ergolina (Figura 7a) € um composto quimico cuja estrutura estrutural esta contida
em vérios alcaloides denominados derivados da ergolina. Existem diferentes produtos
clinicamente Uteis para vasoconstricdo, tratamento de enxaqueca e doenca de Parkinson (como
agonistas com seletividade para receptores D2). Potenciais medicamentos a base de ergolina
incluem dopaminérgicos, antidotos minérgicos, serotoninérgicos e antiserotoninergicos
(SCHIFF, 2006).

Estudos recentes, realizados por analise computacional, indicam os antivirais Elbasvir,
Ledipasvir, Paritaprevir, Velpatasvir e os alcaloides Antrafenina (droga derivada da
fenilpipezarina) e Ergotamina (Figura 7b), sendo um dos precursores da diidroergotamina,
como candidatos promissores no tratamento da Covid-19 (MEVADA et al., 2020).

Figura 7. (a) Esqueleto estrutural da ergolina e (b) ergotamina.

NH

Fonte: Autor (2022)

3.2. Dinamica Molecular (MD)

Um complexo proteina-ligante-solvente € um sistema termodinamico composto pelo
soluto e pelo solvente (ARCON et al., 2017). Nesse sistema, ocorrem interacdes complexas e
trocas de calor entre essas substancias; a relagao entre essas substancias e como a transferéncia
de calor esta relacionada a varias mudancas de energia sdo ditadas pelas leis da termodindmica
(BERETTA, 2020; CHINAKA, 2021; STRUCHTRUP, 2020). Como resultado, foram
realizadas simulagdes de dinamica molecular com os complexos proteina-ligante através do
NAMD para avaliar possiveis alteracdes conformacionais globais, a estabilidade da proteina
apos cada conformacdo e obter informagdes sobre 0 mecanismo de interacdo dos complexos
em nivel molecular (BYLEHN et al., 2021; DU et al., 2016).
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3.2.1. Anélise do RMSD

Dos estudos de acoplamento, os trés ligantes selecionados com melhor energia de
ligacdo, Ergotamina, Diidroergotamina e Olisio, contra a droga utilizada como padrao positivo
(N3) apresentaram uma boa interacdo, de acordo com o sitio catalitico da MP™ (Figura 8).
Observou-se que os valores médios de RMSD para todas as simulag¢6es de 100 ns nas etapas de
producio ficaram em torno de 1,52 A. No entanto, a dindmica molecular da
Diidroergotamina/MP™ apresentou estabilidade praticamente em toda sua trajetoria, ndo
ultrapassando o valor médio de 1,0 A; isso € justificado em estudos anteriores como o de
Cavallari et al. (2006), que realizaram simulacbes de dinamica molecular para verificar a
estabilidade da enzima protease do HIV-1 em uma solucdo aquosa com diferentes ligantes
contendo diferentes teores de hélice a e folhas (3. Portanto, essas interagdes de longo alcance
foram calculadas usando o procedimento SPME e um banho termal Langevin a 310 K
(MIYAMOTO et al., 2014).

As mudancas conformacionais da proteina observadas durante as simulacdes de MD
foram descritas através dos desvios quadraticos médios (RMSD) na equagéo 5. Onde ri(t) and
ri(0) séo as coordenadas do i-ésimo &tomo no tempo t e 0, respectivamente, e N é 0 nimero de

atomos no dominio de interesse.

RMsD = [~ S n(®) - 10?1

(eq. 5)

Além disso, 0 MD do Olisio/MP™ apresentou estabilidade a partir da trajetoria de 70 ns,
onde seu RMSD variou entre 2,1 a 1,54 A durante toda a simulacéo. O MD da Ergotamina/MP™
foi o sistema que apresentou mais instabilidade, pois seus valores de RMSD oscilaram
consideravelmente, desde o inicio da simulacio de 1-17ns com valores de 1,5 A; entre
intervalos de 18-42 ns, o valor de RMSD mudou para 2,1 A; na faixa de 43-96 ns, 0 RMSD
médio foi de 2,8 A e finalmente s passou a ter mais estabilidade ap6s esse tempo. Para concluir
esta discussdo, o complexo formado entre N3/MP™ apresentou um RMSD médio de 2,5 A apds

0s primeiros 25 ns.
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Figura 8. Desvio médio quadratico de rotacdo (RMSD), relativo a configuracéo inicial do complexo enzima-
ligante versus o tempo de simulacéo (ns) na etapa de producéo das simula¢des com o ligante nativo, N3 (preto),
Diidroergotamina (verde), Olisio (azul), e Ergotamina (vermelho).
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Fonte: Autor (2022)

3.2.2. Anélise da RMSF

Visando também as mudancas conformacionais da proteina observadas durante as
simulac6es de MD, foram estudadas as flutuacdes da estrutura média da proteina, expressas em
termos de flutuacGes dos desvios atdmicos quadraticos medios (RMFS), calculadas de acordo
com a equagdo 6. Onde 7; sdo as coordenadas dos i-ésimo atomos no intervalo de tempo j,
77, Suas posicdes médias e | é o tempo das simulacGes, expresso como o numero total de etapas

de tempos coletados.

1 5 _11/2
RMSF; = 5 3 _ [F() = Til?] (eq. 6)

Como o RMSF de cada sistema foi realizado para entender o deslocamento e a
estabilidade de cada residuo na trajetoria de simulagdo, a Figura 9 sobrepfe as principais
interacdes. Assim, pode-se concluir que houve alteragdes conformacionais significativas dos
complexos Ligantes- MP™ durante os tempos de simulacdo. Esses resultados sugerem que as
trajetdrias das simulacdes de dindmica molecular para todos os complexos apds as etapas de

producdo apresentaram oscilacfes suaves com correlacées significativas com residuos criticos
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na replicacdo (QIN; ZHONG; WANG, 2021; ROE; BROOKS, 2020). Os complexos formados
entre os ligantes e a MP™ apresentaram valores superiores a 2,5 A nos residuos Glu 47, Tyr 190
e Asn 227. Assim, isso nao tem comprometido com a diade catalitica formada pelos residuos
Cys 145 e His 41, que estdo relacionados com sua ativacao.

Os resultados mostraram boa estabilidade das estruturas em solucao aquosa. Além disso,
as conformacdes obtidas nas simulagdes de MD para a protease foram complexadas com varios
ligantes por meio de técnicas de docking, gerando informacdes importantes sobre 0os modos de

ligacdo de pequenas moléculas nos diferentes estados de enovelamento (dobramento) da

enzima.

Figura 9. Flutuagcdo média quadrética de rotacdo (RMSF), relativo a confirmacao inicial do complexo Enzima-
ligante versus o tempo de simulacdo (ns) na etapa de producéo das simulagdes com o ligante nativo, N3 (preto),
Diidroergotamina (verde), Olisio (azul) e Ergotamina (vermelho).
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3.2.3. Andlise das Ligac6es de H (H-Bond)

O numero de pontes de hidrogénio intermoleculares é essencial para a estabilidade de
um complexo proteico (MASCOLLI et al., 2021; RAGUNATHAN; MALATHI; ANBARASU,
2018). E possivel ver as pontes de hidrogénio formadas entre a MP® e os ligantes nas longas
etapas de producédo da dindmica molecular na Figura 10.

Durante a simulacdo, houve mudancas nas redes de ligagdes de hidrogénio, e 0 nimero
de interacdes flutuou entre 2 e 5. No complexo MP™-N3, as ligacGes de hidrogénio isoladas e 0
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naimero médio moderado de ligacGes de hidrogénio por periodo (até 5 ligages) sugeriram que
as redes de ligacGes de hidrogénio eram relativamente fortes. Portanto, os residuos Gly 143,
Cys 145, Glu 166 e GIn 189 foram registrados, formando fortes conexdes durante sua trajetoria.
Esse comportamento se repetiu na simulacdo de MD do complexo MP™-diidroergotamina que
demonstrou ter as mesmas interagdes ao longo do curso (5 ligagfes), mas sugeriu outra rede de
ligagdo de hidrogénio, com a formagé&o nos residuos centrais Asn 142, Gly 143, Cys 145 e Glu
166.

A simulacdo de MD do complexo MP™-ergotamina mostrou até trés pontes de
hidrogénio com os residuos Asn 142, Gly 143, Cys 145 e Glu 166. Finalmente, a simulacdo de
MD do complexo MP-olisio MD nao foi muito eficaz como os exemplos anteriores, que apesar
de fortemente caracteristicos, apenas uma ligacdo de hidrogénio com o residuo GIn 189 foi
apresentada. O momento em que essas ligacfes estiveram muito presentes sugere que essa
interacdo manteve a estabilidade do complexo além do tamanho dos compostos e suas
funcionalidades (QIN; ZHONG; WANG, 2021).

Ao comparar as ligacbes de hidrogénio formadas na dindmica molecular (MD) com
aquelas obtidas anteriormente no processo de docking, podem ser observadas correlacdes
complementares, indicando a convergéncia de um método estatico com um processo de sistema

continuo.

Figura 10. Pontes de hidrogénio formadas entre a proteina-ligantes durante as etapas de simulacéo.
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3.2.4. Andlise da SASA

A Area de Superficie Acessivel por Solvente (SASA) ¢ a area de superficie de uma
proteina que interage com suas moléculas de solvente (MAZOLA et al., 2015). Os valores
médios de SASA para N3 livre, ergotamina, diidroergonatemina e complexos de olisio foram
monitorados durante as simulacdes de MD de 100 ns. Os tracos para a SASA na Figura 11,
mostram um aumento acentuado em 20 ns, indicando relaxamento estrutural.

Os valores medios da SASA para ergotamina livre, diidroergontamina, olisio e
complexos N3 foram de 16,121 A? 16,234 A? 15,786 A? e 15,551 A?, respectivamente.
Nenhuma mudanca significativa foi observada nos valores de SASA devido a ligacdo dos
ligantes. Apds esse tempo, os valores flutuam em torno de um valor constante. Assim, assumiu-
se que os tempos de simulagdo de 100 ns eram suficientes para a amostragem de sistemas
equilibrados. A SASA mais alta é encontrado para as moléculas de AChE com os ions

monovalentes estabilizadores.

Figura 11. Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) da AChE em func&o do tempo das simulages de
MD: MD com catequina, estabilizando ions monovalentes (linha preta), MD com Kampferide, estabilizando ions
monovalentes (linha azul) e MD com GNT, estabilizando ions monovalentes (linha vermelha). As curvas estdo
executando médias de dados brutos com uma janela de 100 ns.
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3.2.5. Célculos de MM/GBSA

As energias MM/GBSA sdo consideradas uma forma de estimar a energia livre para
estudos in silico de ligantes em complexos proteicos (GENHEDEN; RYDE, 2015). Eles sé&o
tipicamente baseados em simulagdes de MD e trazem precisdo entre pontuacdo empirica e
perturbacdo alquimica estrita (CHEN et al.,, 2018). No entanto, como na entropia
conformacional, é dificil obter um valor concorrente. Portanto, se os ligantes ndo tiverem
nenhuma mudanca estrutural induzida por ligacdo em simulagcbes de MD, a entropia
conformacional é geralmente ignorada para os calculos pela anélise de modo padrdo (WANG
etal., 2018).

MolAlCal forneceu uma maneira rapida de avaliar a energia livre de ligacdo sem
entropia do ligante baseado na abordagem de trés trajetérias. Onde o complexo
Diidroergotamina/MP™ se mostrou ser o melhor resultado, baseado na sua energia livre com -
38,37 kcal/mol, em comparacdo com outros ligantes em estudo, como Ergotamina/MP™, e
Olysio/MP™ que apresentaram energia livre de -31,66 kcal/mol e -28,97 kcal/mol,
respectivamente, ambos baseados no ligante de referéncia N3, que continuou sendo 0 mais
estavel do sistema em estudo, com energia livre de -38,37 kcal/mol. O termo variacdo de
entropia diz respeito a perda de graus de liberdade resultante da formacdo de uma ou mais
interacdes, pois antes havia apenas duas moléculas (ligante e proteina), que podiam acessar
quaisquer graus de liberdade rotacional, translacional ou vibracional, agora ha um complexo
onde o movimento das moléculas é muito mais limitado (BEN-TAL et al., 2000; WRIGHT et
al., 2014).

Esta estimativa pode ser obtida a partir dos céalculos dos modos padrdo para os dois
sistemas. Assim, para um complexo macromolecular com um alvo e um ligante, a energia de
interacdo pode ser estimada de acordo com as equagdes 7, 8 e 9 (EMIRIK, 2022; SPONER;
HOBZA; LESZCZYNSKI, 1999).

(vac) —
AAL'Z?eCraction - (E%ynplex - Et{\fllyget) - (E%ynplex - Ell\i/{gn:lmd) + TASNORMODS (eq 7)
AAE‘Zttlgaction = E%ynplex - E%Irvlget - E%%plex + Ellrlgng.nd + TASNORMODS (eq 8)

AAGE) = Effjana — Etarger + TASyormons (eq. 9)

interaction



Tabela 2. Dados estimados de energia livre de ligantes do FDA contra a MP™.

Complexo AEele + AGsol AEvdw AGIig Devio

P (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol) padréo
Ergotamina/MPr 21,40 -53,06 -31,66 +/-0,0270
Diidroergotamina/MP™ 20,60 -52,36 -31,76 +/-0,0253
Olisio/MPre 27,84 -56,81 -28,97 +/- 0,0299
N3/mPro 20,79 -59,16 -38,37 +/- 0,0405

Fonte: Autor (2022)
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4. CONCLUSOES

Com base no screening (triagem) realizado com os 2.108 medicamentos da populacao,
pode-se afirmar que a ergotamina, a diidroergotamina e o olisio apresentaram as melhores
interacdes com a protease MP™ do COVID-19 pelo estudo in silico com o MolAiICAIID usando
algoritmo de modelo genético Lamarckiano (GA) combinado com a estimativa de energia
baseada em grade e em conformacdo rigida e flexivel. Além disso, estudos de dindmica
molecular também foram realizados para verificar a estabilidade do complexo receptor-ligante
formado por meio de analises de RMSD, RMSF, H-Bond, SASA e MM/GBSA. Os ligantes
escolhidos para realizacdo da triagem virtual por docking molecular foram medicamentos
registrados no FDA e disponiveis na biblioteca virtual.

Neste sentido, obtivemos resultados suficientemente satisfatorios para atestar que a
ergotamina, a diidroergotamina e o olisio sdo promissores para 0 cumprimento do objetivo
estabelecido na presente pesquisa. Testes experimentais in vitro e in vivo devem ser realizados
para que essas hipdteses sejam comprovadas e assim, drogas ja conhecidas tenham novas

aplicacdes como inibidores do Sars-Cov-2.
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{}EN IVERSITARIA
ISSN: 2447-6161
DETERMINACAO DO CARATER ACIDO-BASE DE SUBSTANCIAS COMERCIAIS USANDO

INDICADORES NATURAIS PROPOSTOS PELOS DISCENTES DE QUIMICA GERAL EXPERIMENTAL
I NO CURSO DE QUIMICA

Berpardino Joaquim Caluaco ', Camila Peixoto do Valle %, Ménica Regina Silva de Araujo *, Daniele Alves Ferreira *

RESUMO

Em sua versdao moderna. a teoria acido-base de Arrhenius define um acido como qualquer substancia que
pode aumentar a concentragao de ions hidrénio/hidrogénio, H,0*, em solu¢io aquosa. Por outro lado, uma
base é uma substancia que aumenta a concentracao de ions hidréxidos, OH, em agua. A partir desta teoria,
considera-se uma solucao acida aquela na qual a concentracéo de ions hidrogénio/hidrénio € maior do que a
de ions hidroxido, e vice-versa. Para determinar o carater acido-base de solugbes se tem a disposicao dois
meétodos: Utilizacdo de um instrumento denominado medidor de pH, pHmetro (potenciémetro), cujo
funcionamento se baseia na conducao de corrente elétrica pelos ions hidrogénio em solucéo; o outro método
€ atraves do uso de corantes com propriedades halocromicas, ou seja, com capacidade de mudar de
coloragao em funcamdo pH do meio, denominados indicadores acido-base. O presente trabalho traz como
abordagem o uso de indicadores naturais preparados a partir do extrato de repolho roxo e da flor papoula
(Hibiscus SP.) para determinar o carater acido-base de solugdes comuns no cotidiano. A substéncia que
confere propriedade de indicador ao pigmento do repolho roxo e da flor papoula é a antocianina, solivel em
dgua e de cor intensa, responsavel pela coloracao azulada, violeta, vermelha e rosa de muitas espécies do
reino vegetal. Esta substancia pertence ao grupo dos flavonéides, compostos fendlicos que apresentam no
seu nicleo basico, o cation flavilium (cation 2-fenilbenzepirilio). O uso destes vegetais como indicadores, &
um meio alternativo para diminuir as dificuldades que se verificam em muitas pesquisas, pois os indicadores
sintéticos nao sao de baixo custo de aquisicao, muito menos o pHmetro. Os resultados obtidos foram
satisfatorios, pois, atarvés das coloracoes que as solucdes apresentavam quando se adicionou os indicadores,
observou-se a mesma variacao ou bem mais proxima a evidenciada na literatura, tendo determinado assim o
carater das solugées analisadas.

PALAVRAS-CHAVE

Acido-base. Indicadores naturais. Antocianina.
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<
SCREENING VIRTUAL DE DROGAS APROVADAS PELA FDA FRENTE A PROTEASE I?:
PRINCIPAL MPRO DA COVID-19
ernastisg feaqeia Calesce’
Abddde Margees D Foneca”
RESUMO

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2) & uma infecgan wiral
recente com demanda de pesquisas. Mesmo nao teado bavido muitas evidéncias cestificas e ensaios climcos
gue indicassem possivels terapias com resultados em pacientes suspeitos ou confirmados, algumas drogas
{antimaldricos, antimicrobiancs, corticosternides antivirais, articoagulantes e soro convalescente) foram
usadas e estudadas durante 2 pandemia do Covid-19 para conter a propagacio do virus e sintomas. Neste
sentido, estabeleceuse esse projeto chjetvando a realizacio de uma triagem virtual de 2108 medicamentos
essenciais conbecidos amplamente e utidizados hpopulat;aoaﬁm de avaliar a sua possivel capacidade
mibitdria freste a protease princapal (Mpro) do Covid-19. Os | dos no sc g virtual por
uophmhombcu!ulnmnbd&udmgu(m.dﬂadasch;w}regsﬁndupehFDMFodlndDmg
Administration), disponiveis no repositicio da biblioteca virteal (ZINC15). O screening foi realizado em
associacio do pacote computacional AutnDock tools, apbicando ums sequéndca de diferentes filtros, como da
simdandade, regra de 5 de Lipinsia, farmacoférices e acoplamento, por meio do Raccoon e AutoDock Vina,
com seu algoritmo de modelo genético lamarckiano (GA), combinado com a estimativa de energia baseada
em grade, em conformacao rigida e flexivel. Camprida a metodologia pr cheg aos resultados do
mrp:demwu;no(linuguhmdocuhbs)emnlmsdedammdhquadmbdemuqmlmn
“Root Mean Sguare Desviabion®) das 2108 drogas. Dentre todas, cinco drogas se mostraram promissoras
para os objetivos dmt:&irn jeto: Ergotamina (-9,9 Kcal.mol-1/RMSD de 2,00A), diidroergotamina (9.8
Kcalmol- 1/RMSD de 1, olxsio (9,5 Keal.mol-1/RMSD de 1,500), tripano blue (-9,3 Kcalmal-1/RMSD de
1,40A), rinotecano (9,2 Keal mol 1/RMSD de 2,00A). Com base nestes resultadas, se pode afirmar que a
Ergotamina apresentou as melhares mteragoes com a Mpro protease da Covid-19 pele estudo in-sibxco, sendo
uma candidata promissora no tratamento da Covid-19.

Palavras-chave: receptor; bgante; acopiamento molecular; tnagess virtual; coronavires; cond-19.
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"E DESAFIOS DAUNIVERSIDADE
ﬁ VH SEMANA UNI““"M EM TEMPOS DE ISOLAMENTO SOCIAL

MEMORIAS DE FORMACAO: UM OLHAR SOBRE A CONSTRUCAO DA
IDENTIDADE PROFISSIONAL DOS DOCENTES DO ICEN/UNILAB

Bernarding Joaquim Caluace', Sadrack Queque Cabongo’, Silvério Ferreira da Silva Filho®,
Regilany Paulo Colares*
Resumo: O estudo do tema proposto no presente trabalbo surgiu da necessidade de reacender
nos subprojetos do Programa Residéncia Pedagogica (PRP) as discussdes sobre memdrias de
formagdo ¢ saberes da experiéacia. Objetivou-se identificar aspectos dis vida ¢ da trapetdna que
contribuiram para formacdo da identidade profissional dos docentes investigados. O estudo foi
desenvolvido numa abordagem qualitativa, através da revisdo da literarura sobre a temdtica ¢
andlise dos refatos autobiogrificos de trés docentes do Instituto de Ciéncias Exatas e da
Natureza - ICEN/UNILAB. compreendendo as dreas: Quimica, Fisica ¢ pedagigicas. Apds o
estudo, wverificou-se que aspectos da vida dos professores do ICEN como o nivel de
identificacio/afinidade com a profissio docente desde muito cedo, 0s saberes da experiéncia
adguinidos em outros contextos da vida (ndio apenas académico), dificuldades ¢ facilidades
encontradas na relacio formacio-trabalho-vida, os desafios da profissdio ¢ 2 consiante busca
pela experidncia. tém  influenciado dirctamente na construgio das suas identidades

profissionais.

Palavras-chave: Memorias de formagdo. Saberes da experiéneia. Identidade docente.

! Umiversidade da Integracdo Internacional da Lusofoma Afro-Brasiera, Imtituto de Caéncias Exatas
e da Natureza, e-mail: bemardimocaluacof@aluno unilsh edua.br

? Umiversidade da Integragdo Intemacional da Lusotoma Afro-Brasileira, Instituto de Créncias Exatas
¢ da Natureza, e-mail: kekecabongo(@ gmail.com

! Escola Estadual de Ensino Profissionalizante Adolfo Ferreira de Sousa, e-mal:
stlverio_{dusilvahlbo@hotmasl com

* Umversidade da Integracio Intemacional da Lissolonia Afro-Brasideira, Instituto de Caéncias Exatas
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ELABORACAO DE UMA VIDEO-AULA RESOLVENDO EXERCICIOS
DE TERMOQUIMICA: UM RELATO DE EXPERIENCIA

Bernardino Joaguim Caluxco

Sadrack Queque Cabongo*
Silvério Ferreira da Silva Filho’
Regilany Paulo Colares*

RESUMO

O presente relato ¢ frto de uma ativadade enquadmda na segunda pmidade do modulo 1l do
Ambiente Virtual de Aprendizagem (AVA). A atividade conssstia no plangjamento, producio ¢
aphicagio de uma video-aula de resolucio ¢ explicagio dos exercicios aplscados como prova rimestral
de quimaca da segunds série na escola campo. EEEP Adollo Ferrewra de Souss — Redengio/CE, com o
tema lermoguimscy. Também envolvia a elaboragio e aphicagio de um formulano de avahiagio coatendo
exercicios sobee o tema trabalhado m prova e ma videoauls. A escolba por refatar essa expenéncia
deverse 20 finlo de ter sido L das mais marcantes do programa, pois, € uma das poucas gue envolven
contato direto (virtualmente) dos residentes com os alunos atraves de e regéncia. Desse modo, tragou-
st como objetivo relatar a expenénca, apontando 2s principais dificuldades. os aprendizados e refletir
sobre o seu papel ma consolidagio do aprendizado dos alunos, para assim se estabelecer parimetros de
avaligio da atagio do subprojeto de Quimsca do PRP/Unilab na escola-campo. A dupla de ressdentes
resolven ¢ explicou as questdes pares (trés no tegal) da prova, mass umn guestSo extra que trabalba o
aspecto da comtextunhzagio do ensino. Exsa atividade despertou a reflexiio de muitas questbes
pertinentes no processo de formagio de professores, como ¢ o questio da necessadade dos professores
se farmilianzarem de forma efetiva com as TDICs, a questdo da contextunlizacio no ensino e 1 aplicagio
de wma asbordagem pedagogica voltada pera o aluno, mcentivando-o a participar de foema ativa ¢
auldooma no seu processo formativo.

Palavras-chave: Formagio de professores. Ensino contextualizado. Ensino aprendizagem.
Recursos teenologicos.
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Apéndice 10: Outras producdes cientificas do autor
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A FORMACAO DO PROFESSOR DE QUIMICA E O USO DAS TICs EM SALA
DE AULA

Adriano Lourenco Mendes: Bernardino Joagquim Caluaco: lzequiel Orlando
Nangue: Vanderson da Sllva Freire

Estudantes do Curso de Licenciatura em Quimica (UNILAB)

E-mail: adrianmendy 1992 @ gmail.com; bernardinocaluaco @ gmail.com:

nizequiel @ gmatl com; vanderson silvafreire @ gmail.com

Viviane Gomes Pereira Ribeiro (orientadora)

Professora de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas ¢ da Natureza-ICEN (UNILAB)
E-mail: vivianegpribeiro @unilab.edu.br

Resumo

A disseminagio das Tecnologias de Informagio ¢ Comunicacio (TICs) na sociedade
atual impde =0 ambiente escolar e ao wrabalho docente nma reformulacio das suas
pediticas pedagdogicas atuais. Para o peofessor de quimica os desafios sio ainda matores,
tendo em vista a falta de interesse dos alunos da educacdo bdsica e a dificuldade de
compreensio dos conceitos cientificos. Frente a isso, um dos caminhos para essa
reformulacdo do ensino passa pela formagSo inicial do professor. Assim. 0 presente
trabalho buscou investigar acerca do wso das TICs por estudantes do curso de
Licenciatury em Quimica da UNILAB durante a realizagio do estigio supervisionado.
Para isso, fot aplicado um questiondrio aberto para coletar as impressoes ¢ experiéncias
dos alunos quanto 20 wso das TICs em sala de aula. Os resultados apontaram gue todos
consideram importante wtilizar as TICs no ensino de quimica/ciéncias na educacio
bdsica, tanto para facilitar a compreensdo quanto para chamar a atengdo dos alunos ¢
diversificar as aulas, Além disso, foi observado que & maiona fez uso das TICs nas
atividades na escols, por exemplo, com programas de modelagem molecular ¢
formuldrios online. Por fim, observou-se que os principais desafios a serem superados
530 & escola oferecer 0s recursos necessdrios, bem como o professor saber lidar com as
ferramentas digitais. Portanto, evidenciog-se nesta pesquisa que os futuros professores,
apesar das dificoldades encontradas. j& estio fazendo uso das TICs em suas aulas,
apontando para novas perspectivas no processo de ensino-aprendizagem da drea.
Palavras-chave: Tecnologias de informagio ¢ comunicacdo (TICs). Ensino de

Quimica. Formagdo do professor.
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