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Abstract

At the end of 2019, SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2) was
the cause of unknown pneumonia, but soon after, it was portrayed as coronavirus 2019
(COVID-19). COVID-19 is an ongoing global pandemic that has claimed and threatened many
lives worldwide. Before developing immune agents to combat SARS-CoV-2, potential
screenings with numerous known drugs were previously carried out. Still, the efficacy to
combat the critical problems was not satisfactory. Soon after, due to its potential for replication
and infection, SARS-CoV-2 presented new variants, the result of an accumulation of mutations
in the sequence and structure of the Spike (S) glycoprotein, which is by far the most critical
protein for SARS-CoV-2. This protein participates directly in the replication of SARS-CoV-2
infection, pathogenicity, transmission, and evolution. In their mutation, they can carry the new
variants that generally have the potential to be more transmissible and, therefore, can attenuate
the immunity induced by the immunizers. The objective of this work was to theoretically find
the main inhibitors of S glycoprotein of SARS-CoV-2, using the methodology of drug design
De Novo, in the search for new antiviral agents, with the help of the MolAiCal computational

package, which used machine learning and artificial intelligence.
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1. Introducgéo

O coronavirus humano s6 foi conhecido por causar novas infecc@es respiratorias com
formas semelhantes as do resfriado comum até meados de 2002, sem qualquer preocupacéo por
parte da saude publica. No entanto, perto do final daquele ano, uma nova cepa de coronavirus
surgiu, causando um surto de sindrome respiratorio grave que estava ligado a pneumonia,
insuficiéncia respiratdria e fatalidade em Foshan City na provincia de Guangdong, na China. A
doenca inicialmente afetou pessoas que trabalhavam em mercados, restaurantes onde a vida
selvagem carnivora é consumida, como as civetas, eram mantidos em recintos em condicdes
inadequadas para consumo como alimento (GUAN et al., 2020). Mais tarde, descobriu-se que
esses animais serviam como hospedeiros para 0 SARS-CoV, uma nova cepa do virus, (LAU et
al., 2015) (LAU et al., 2015). O surto de SARS-CoV foi associado a mutacdo que surgiram em
um coronavirus de morcegos, o hospedeiro natural de maiorias dos coronavirus (LEI et al.,
2018). O virus SARS-CoV entra nas células através do receptor de angiotensina conversor de
enzimas Il (ECA2), como uma boa ilustracdo dos fatores virais que resultaram no surgimento
de uma nova doenca na populacdo humana, as mutacGes que se acumularam no genoma do
SARS-CoV causaram substituicbes de aminoacidos em superficie da proteina viral, que levou
ao desenvolvimento da doenca na melhoria da afinidade deste composto para o receptor ACE2
humano. Como resultado, os virus evoluiram para um agente de infec¢do celular humana mais
potente e tornou-se mais virulento e adequado para transmisséo de uma pessoa para outra.

Entre 2002 e 2004, o SARS-CoV causou 0 primeiro surto generalizada de um
coronavirus que foi relevante para a satde publica. Desde entdo os pesquisadores tém tentado
desvendar os mecanismos por tras de sua manuten¢do no mundo natural e a0 mesmo tempo,
suas adequac0es ao surgimento em novos ambientes hospitalares. As taxas incrivelmente altas
de mutacdo foram observadas em coronavirus, apesar do fato de que esses virus possuem
sofisticados mecanismos para destacar e corrigir erros de replicacdo que nunca foram
observadas na biologia de outros virus e RNA (GORDON et al., 2021). Esses mecanismos
podem auxiliar na sele¢cdo e sobrevivéncia do virus recombinantes em varias populagoes.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi encontrar principais inibidores de Glicoproteina Spike
do SARS-CoV-2, estudar a interacdo entre o farmaco (ligante) e o receptor macromolecular
bioldgico e entender o acoplamento e o nivel da energia de reacdo do ligante e alvo bioldgico
utilizando a metodologia in-silico para descobrir o provavel candidato o combate SARS-CoV-
2.



1.1. Fatores dos ambientes e do hospedeiro que influenciaram o surgimento de novos
coronavirus humano

Semelhantemente como os outros SARS-CoVs o coronavirus SARS-CoV-2 causadores
da pandemia COVID-19, surgiu como resultado de mutacGes que provavelmente foram
causadas pelo SARS-CoV, de vitima de selecdo natural de um estripe viral que foi transmitido
por morcegos (ZHOU et al., 2020). Embora o hospedeiro mediatico do SARS-CoV-2 ndo tenha
sido identificado, sabe-se que este virus, como SARS-CoV, entra na célula através de receptor
a Enzima Conversora da Angiotensina Il (ACE2) humano, de forma diferente do SARS-CoV,
0 SARS-CoV-2 ¢ capaz de usar furina, uma protease onipresente transmembrana expressa em
todos os tipos de células, para ativar as glicoproteinas na superficie viral, facilitando a
transmissdo de virus de uma célula para outra, sobrevivendo a atuacdo de anticorpos do
hospedeiro, isso tem sido apontado como uma das causas para maior capacidade de propagacao
do virus. De fato, 0 SARS-CoV-2 demonstrou ter maior condicionamento viral em cultura de
tecido pulmonar humana, originando-se na liberacdo de grande quantidade de particulas virais
infecciosas, geradas durante um periodo de 48 horas quando comparado ao SARS-CoV (CHU
etal., 2021). Essa aptidao do virus em conceber progénito viral nos tecidos pulmonares poderia,
talvez, ajudar a explicar a maior capacidade de transmissdo da COVID-19 do que a SARS.

O SARS-CoV-2 pertences a familia dos coronavirus e é uma grande familia de virus de
RNA envelopados de sentido positivo e Cadeia Unica, constituido por quatro subgrupos: alfa,
beta, delta e gama. Até 0 momento, sete coronavirus foram identificados capaz de infectar
humanos e quatro deles que sdo: (HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 e HCoV HKU1),
foram associados aos leves esfriado, enquanto os outros trés [Médio Oriente respiratério
Sindrome do Coronavirus (MERS-CoV), SARS-CoV e SARS-CoV-2] podem causar infeccao
respiratoria grave. MERS-CoV, SARS-CoV, SARS-CoV-2, HCoV-0OC43 e HCoV-HKUL1 sédo
membros deste subgrupo Beta coronavirus (PRUIJSSERS; DENISON, 2019). O genoma do
coronavirus codifica quatro Proteinas estruturais, nomeadamente Spike (S), Envelope (E),
Membrana (M) e Nucleocapsideo (N). Nesses quatros proteinas estruturais escolheu-se proteina

Spike (S) para o estudo e descoberta de novos possiveis inibidores.

1.2. Covid-19 e Coronavirus

No final de 2019, 0 SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2)
apareceu e causou uma pneumonia desconhecida. Que agora é conhecida como doenca de
coronavirus 2019 (COVID-19). O COVID-19 é uma pandemia global em curso que ceifou e

ameacou muitas vidas em todo o mundo. Junto com as vacinas mais rapidas ja desenvolvidas



para combater o SARS-CoV-2, porém as eficicias destas sdo minimas com problemas criticos
ao combate da doenca.

Coronavirus € um pequeno virus variando em dimenséo de 65 a 125 nm e € um virus de
RNA de cadeia simples. As glicoproteinas Spike séo o tipo de proteinas de fusdo que realizam
um papel essencial na ligacéo viral através de fendmenos de reconhecimentos e sua eventual
entrada nas células hospedeiras (HADI et al., 2020). A proteina Spike esta presente na
superficie externa do SARS-CoV-2 em uma forma homotrimérica e se liga ao receptor ACE2
humano, permitindo a entrada do virus nos pulmdes. A fixacdo é mediada pela subunidade S1
da glicoproteina spike. Depois da captura a proteina spike modifica a confirmacédo da fusdo e a
internalizacdo viral na célula hospedeira por meio de seu dominio de ligacdo, depois da captura.
O mecanismo de fusdo viral do SARS-CoV-2 depende principalmente da interacao das regides

de repeticdo heptad 1 e 2 (HR1 e HR2) na proteina Spike.

1.3. Proteina S

A proteinas S homotriméricas altamente glicosilada pode ser dividida em duas
subunidades S1 e S2 por prote6lise dependente de Hospedeiro; a subunidade S1 contém um
dominio de ligagdo ao DNA Receptor (RBD), medeia o reconhecimento do receptor host,
enquanto a subunidade S2 ancora o pico no envelope Virus, facilitam a fusdo e a entrada das
membranas celulares virais em células virais (HUANG et al., 2020; XIA, 2021). Apds a
subunidade S1 e sua interacdo Receptores do hospedeiro, mudangas conformacionais
desencadeiam mais Clivagem da subunidade S2 no local imediatamente S2' Quantidade de
peptideo de fusdo cuja exposicdo resultou em fusdo membrana e invasdo viral. SARS-CoV Se
SARS CoV-2 S-share enzima conversora de angiotensina humana 2 (hACE2) como receptor,
enquanto MERS S usa um dipeptidil. A peptidase 4 (DPP4) atua como um receptor visando o
SARS-CoV-2 S.

1.4. A criagdo de Food and Drug adminitration

Paul Erlich, prémio Nobel em 1908, foi um dos pesquisadores que mais destacou na sua
época para o desenvolvimento da industria farmacéutica, o Emil Fischer, 1899-1908, ja tinha
estabelecido o conceito sobre 0 mecanismo de acdo das drogas (Corpora Non Agunt Nisi- Uma
substancia quimica ndo é eficaz a menos que seja capaz de se ligar a um sitio especifico). E foi
o Paul Erlich o responsavel na aplicacdo das regras que regem a eficacia de um farmaco ao
acompanhar os efeitos colaterais causadas pela Salvrsan, o medicamento desenvolvido por ele

a partir de transformacgdes estruturais em compostos denominados arsenobenzenos, no



tratamento de Sifilis em clinicas do seu Pais Alemanha (VALENT et al., 2016). Com inicios
da primeira e segunda guerra mundial e os avangos tecnoldgicos, a industria farmacéutica se
desenvolveu em grande parte do mundo, e 0s novos medicamentos foram sintetizadas. Porém
ndo existia a fiscalizacdo na utilizacdo dessas drogas, 0 que causou desastres e acidentes
historicos, como a morte de centenas de criancas nos UEA por envenenamento apos a aplicacdo
de um elixir de sulfonamida que tinha 72% de dietilenoglicol (C2HsO2) como veiculo. Este
acontecimento resultou na formulacdo dos principios basicos dos testes clinicos para novos
farmacos por Ceiling e Cannon (1938). A partir desse ano, foram definidos os conceitos para a
utilizacdo de voluntarios em estudos clinicos, e criando os comités de ética em pesquisa clinica.
Com estas iniciativas resultou-se a criacdo de Food and Drug adminitration em 1906 (FDA),
gue cuidava de analise dos medicamentos no que tange com o grau de pureza e padrdo de
qualidade. Inicialmente a impericia no uso da talidomida, induziu a FDA a definir em 1962, as
regras de que o fabricante de um novo medicamento deve provar ndo sé o efeito positivo, mas
também as suas segurancas, antes da sua aplicacdo clinica ou de sua propaganda (THIND;
KOWEY, 2020).

Estes desastres farmacéuticos causaram revolucdo nos estudos para desenvolvimentos
de novos farmacos atualmente. No entanto para introduzir uma molécula, ou um farmaco novo
em potencial, no mercado como um medicamento, leva mais de dez a quinze anos de pesquisas,
agrupando diversos profissionais de diferentes areas do conhecimento, como quimicos,
médicos, bidlogos, farmacéuticos, e investimentos que variam entre USS 500 milhdes e USS 1
bilhdo (MOHS; GREIG, 2017). Tais pesquisas sdo realizadas para a seguranca de populacéo
perante as novas descobertas de novos medicamentos a fim de prevenir os catastroficos
decorrentes nos anos anteriores.

Com a nova tecnologia digital pode-se reduzir esses anos aplicando metodologia
computacionais que mostram as possiveis interaces entre o farmaco e o material bioldgico
com os estudos de docking molecular utilizando os softwares que indicam a provavel eficacia
da interacdo entre as moléculas micro(ligante) e macromolécula(o enzima ou proteina) nao

sendo necessario a tanta demora para lancar um medicamento.

1.5. Docking molecular

O docking molecular é um método computacional amplamente aplicada na area de
quimica computacional e biologia estrutural. Ela exerce um papel importante no avango de
desenvolvimento de medicamentos, auxiliando a entender as interacbes de ligacdo mais

provaveis entre um ligante e um receptor macromolecular biolégico, permitindo calcular a



energia de interacéo a partir de funcbes de pontuacgdo ou de scoring. Esta avaliagdo tem como
finalidade de tragar uma correlagdo entre ligante e alvo molecular e uma elevada atividade
bioldgica. Para atingir a tal objetivo é necessaria uma descricdo do sistema bioldgico. Essa
feramente é importante, pois auxilia na busca de novos farmacos, além disso permite também
analise de vérias moléculas capazes de se ligarem a determinados sitios receptores
proporcionando a diminuigdo de tempo e elevados custos que estdo relacionados a dindmica e
desenvolvimento de novos medicamentos (MENG et al., 2011). Os métodos da investigacéo da
afinidade entre ligante e receptor ou a atividade biologia sdo formadas por dois componentes
fundamenteis: o algoritmo de busca e de funcdo de avalicdo, responsaveis respetivamente por
investigar diferentes conformacbes e orientagdes dos ligantes dentro da proteina alvo; e
responsavel por calcular a afinidade de ligacdo das conformac6es geradas, classificando-as e
caracterizando a forma de ligagdo mais favoravel do ligante ao alvo molecular, onde é

identificado a formacéo do complexo com menor energia.

2. Materiais e Métodos
2.1. Preparacdo estrutural proteica

A estrutura cristalina do SARS-CoV-2 Spike S (PDB ID, 7B62) foi fornecida pelo PDB
Data Bank (https://www.rcsb.org/). O ligante Co cristalizado foi excluido do cristal do SARS-
CoV-2 Spike S, para o design de drogas De novo e a deep learning (DL), respectivamente. O
arquivo de grade de SARS-CoV-2 Spike foi produzido para o crescimento de fragmentos pelo
pacote do MolAlICal (https://molaical.github.io). Os fragmentos iniciais de crescimento do
SARS-CoV-2 Spike foi um esqueleto base da estrutura do ligante nativo. A estrutura de SARS-
CoV-2spike foi preparada para a triagem virtual usando MGLTools (Morris et al., 2009). As
cargas gasteiger e hidrogénios polares foram adicionadas no SARS-CoV-2 Spike, que foram
salvos no formato molecular PDBQT. A cavidade para o design de drogas foi definida pelo
ligante Co cristalizado do SARS-CoV-2 Spike.

2.2. Modelo deep learning e design de drogas de novo

O MolAlCal conteve o modelo gerador de deep learning da droga, que foi treinado a
partir de 21.064 fragmentos de medicamentos aprovados pela FDA. Os 90 fragmentos gerados
pelo MolAlICal e outros 30 bésicos fragmentos foram misturados para crescimento de
fragmentos na cavidade do SARS-CoV-2 Spike.



2.2.1. Coordenadas do grid

As coordenadas X, y e z do centro da caixa de cavidade do SARS-CoV-2 Spike foram
definidas para -10.733, 12.416 e 68.829 A, respectivamente. Os comprimentos da caixa de
cavidade do SARS-CoV-2 Spike foi definida para 30.0 A ao longo da direcdo x, y e z. As
moléculas elitistas serdo extraidas para o proximo crescimento evoluido de 10% das populagdes
moleculares geradas. As 140 melhores moléculas de popula¢ées moleculares geradas foram
geradas como as moléculas-mae. Para aumentar a diversidade e novidade de ligantes de
crescimento, mais 60 moléculas foram selecionadas aleatoriamente a partir das populacdes

moleculares geradas. A populacdo méaxima estara fixada em 3000.

2.2.2. Pontos de Fibonacci
Os 361 pontos de Fibonacci foram gerados para a busca de perturbacéo de fragmentos.

Os operadores de crossover e mutacdo foram definidos para 1.0 e 0.5, respectivamente.

2.2.3. Filtro de Lipinski

De acordo com a regra de cinco de Lipinski valores de ligantes de cristal no SARS-
CoV-2 Spike foram definidos para os valores de XLOGP (6.0), aceitadores de hidrogénio (12),
doadores de hidrogénio (6), peso molecular (1000) e ligacdes rotativas (14).

2.2.4. Interferéncias
Os compostos de interferéncia pan-assay (PAINS) filtraram os ligantes de crescimento

indesejados.

2.2.5. Acessibilidade de sintese

A pontuacdo de acessibilidade sintética dos ligantes de crescimento foram salvos no
arquivo de resultados estatisticos, no final da simulagdo. Um total de 30 geragdes de ciclo foram
realizadas para todo o processo de design de drogas. Um total de seis processos paralelos de
design de medicamentos foram realizados no SARSCoV-2 Spike. Os ligantes gerados do

SARS-CoV-2spike foram salvos entre 480 e 785 do peso molecular.

2.2.6. Processamento
Foram executados um total de 30 multicores de CPU paralelamente para todo processo

de crescimento molecular. Todo o processo de projeto de drogas combinado com modelo de



deep learning e programacdo classica foram realizado automaticamente pelo pacote projetado
do MolAlICal.

2.2.7. Dindmica molecular

Para realizar o estudo de DM foi necessario obter as posi¢des atbmicas do complexo
receptor-ligante apds a realizagdo do docking molecular pelo AutoDock Vina e os arquivos de
topologia (extensdo PSF). Ambos os arquivos foram obtidos usando servidor CHARMM
(https://www.charmm-gui.org/). O complexo receptor-ligante foi inserido em uma caixa cubica
de 10 A de aresta. O complexo foi simulado em meio aquoso. As moléculas de agua foram
descritas pelo campo de forca TIP3P. lons também foram adicionados para garantir a
neutralidade do sistema. Condic¢des periddicas de contorno foram utilizadas e a restricdo de
vibracdo em ligagdes covalentes envolvendo d&tomos de hidrogénio, angulo HOH e distancia de
ligacdo OH foi descrita pelo algoritmo SHAKE. Os passos de integracdo de cada etapa foram
iguais a 2 ft (FIELD et al, 2000).

No processo houve corte de interacio eletrostatica de 9.0 A em todas as etapas da
simulacdo. As geometrias foram otimizadas por estagios sequenciais de minimizacdo. Em
seguida, as geometrias foram submetidas a dois estagios de equilibrio por 10 ns cada, o primeiro
com temperatura constante (NVT) de 310K e o segundo com pressdo (NPT) constante a 1,0
atm para a producdo (entre 100-200ns, dependendo de sua estabilizacdo). As simulagdes foram
realizadas por meio do programa NAMD versdo 2.0, e a analise e visualizacao dos resultados
pelo programa VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), os graficos foram gerados
utilizando o programa Qtrace (PHILLIPS et al, 2005; LIMA et al, 2012).

3. Resultados e discusséo
3.1. Processamento

A geracdo molecular contra a proteina alvo foi realizada usando o pacote computacional
MolAiCal (Bai et al. 2021) em uma CPU Intel de 10" geragdo 17, Intel®™ Core, de 32 GB de
RAM e uma GPU NVIDIA® GeForce® GTX 1660 Ti, com tempo de varredura definido para
36h. Dez clusters foram utilizados para gerar as estruturas. Uma média de aproximadamente

5.100 moléculas foram desenvolvidas para a proteina-alvo durante o periodo experimental.
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3.2. Producéo de hits

Ap6s 0 novo método de planejamento de farmacos, utilizando software de inteligéncia
artificial MolAlCal, obtive-se 304 Hits (a substancia ativa do sistema), a partir da estrutura
inicial de crescimento do pirrol dimérico (PD), derivada da BLA(ligante nativo encontrado na

proteina estudado), na Figura 1

(Z)-4-methyl-3-(3-(2-ox0-4-vinyl-2 H-
pyrrol-3-ylprop-1-en-1-y1)-2 H-pyrral-
2-one

Figure 1. Initial growth structure pyrrol dimeric (PD). (esturtura de crecimento inicial pirrol
dimérco)

Segue-se as pontuacdes das energias de ligacbes obtidos na interagdo

Até 10 clusters foram processados, com excecdo da maioria das estruturas no cluster 1,
onde a grande parte variou de -3.71 a -5.87 kcal/mol, todas as demais obtiveram as estruturas
com as melhores energias < -6 kcal/mol, com variacdo da energia de afinidade em torno de -

11,12 a -6,00 kcal/mol. Como mostra a Figura 2.
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Figure 2. (a) Numeros de hits de cada clusters verso a afinidade da energia no AutoDock
Vina.

3.3. Disponibilidade sintética

Uma das vantagens do uso de uma nova abordagem de planejamento de farmacos é que
alguns fragmentos bem posicionados e ligacbes de hidrogénio podem fornecer interacdo
energética significativa. No entanto, a medida que a diversidade de fragmentos plausiveis
aumenta, a oportunidade de criar composicdes terapéuticas se tornara mais dificil (Jain &
Agrawal, 2004; Wang et al., 2022). Outra questdo esta relacionada a limitacdo deste método,
que pode sugerir diretamente testes dos ligantes formados. Uma abordagem para estimar a
facilidade de sintese de um ligante é chamada de acessibilidade sintética (AS), usada para gerar
moléculas semelhantes a farmacos e necessaria em muitas areas no processo de descoberta de
farmacos. A avaliacdo do A.S de um lead candidato (hit) € uma tarefa que desempenha um
papel na descoberta do lead, independentemente do método pelo qual o lead candidate é
identificado. Quanto mais complexa for a sintese do candidato principal, mais tempo e recursos
serdo necessarios para explorar essa area especifica do espaco quimico. No caso de uma
molécula projetada em De novo, a validacdo experimental de sua atividade requer a sintese do
composto. No caso de exploracéo préatica ou virtual da SAR em torno do hit, o acesso sintético
ao quimiotipo também pode ser necessario (Scotti et al. 2013).

Quando estruturas quimicas sdo construidas durante o processo do novo projeto, ndo se
pode dar como certo que a sintese quimica de tais compostos seja viavel. Portanto, é ainda mais
importante estimar se esses compostos podem ser sintetizados com esforgo razoavel. O padréo
de acessibilidade sintética (AS) dos acertos do estudo apresentaram um comportamento
bastante caracteristico da literatura, onde quando a proteina melhor se ajusta, mais complexa se
torna a sintese (Ertl e Schuffenhauer 2009). No entanto, é possivel obter acertos com facilidade

de 58,96%, com uma afinidade energética de até -11,12 kcal/mol, como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Acessibilidade sintética versus energia de afinidade sugerida pelo AutoDock Vina.

3.4. Energia de afinidade

Em seguida, a partir dos analogos produzidos, foram selecionados os melhores
resultados em termos de geometria e eletrostatica, desencadeando a opgéao de agrupar os ligantes
em agrupamentos de similaridade. Selecionou-se um representante de cada conjunto e
ordenamos esses representantes de acordo com a energia de afinidade/disponibilidade sintética.

Os resultados dos experimentos de geracdo mostraram que as moléculas obtidas em
tempos posteriores tiveram um melhor escore de ajuste. Os resultados da glicoproteina
demonstram bem essa tendéncia, uma vez que os aglomerados gerados foram formados
proporcionalmente ao tempo. Assim, isso é possivel porque valores mais altos geram moléculas
mais diversas, mas a convergéncia dos escores de encaixe torna-se menor. De acordo com a
metodologia, o cluster 1 apresentou estruturas que ndo interagiram bem com a Spike,
conferindo energias de até -6,34 kcal/mol, onde foram gerados 31 acertos. No Cluster 2, houve
um aumento de afinidade nos resultados apresentando energias de até -7,63 kcal/mol, onde
foram gerados aproximadamente 32 acertos, considerando que as estruturas apresentaram maior
complexidade estrutural. Os desenhos do cluster 10 foram os que melhor apresentaram
afinidade com a Glicoproteina Spike, com energias de afinidade de até -11,12 kcal/mol, gerando
0 maior numero de acertos, cerca de 62 estruturas, sendo os Hits 298 e Hit 304 (figura 3) as
estrutura com as melhores energias de afinidade de todas na simulacdo de acoplamento
molecular. Apesar de que o cluster 1, em particular, apresentou 0 modelo que melhor se
adequava aos 80% de acessibilidade sintética. Ainda assim, suas energias ndo foram destacadas
na afinidade, superior a -3,71 kcal/mol, o que ndo gerou interesse em no filtro. Os demais
clusters apresentaram energias muito semelhantes na faixa de -9,0 a -10,0 kcal/mol, muito mais

favoraveis que o ligante de referéncia (BLA). Esses resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 4. As restructures de hit de 298 e Hit 304 foram gerados pela inteligéncia Artificial (Al)

Hit 304

Tabela 1. Dados dos clusters gerados de 1 a 10 e faixas de suas energias e numeros de estruturas.



Numero de Clusters Faixa de poténcia de afinidade Numero de hits gerados

cluster 1 -3.71 a -6.34 kcal/mol 31
cluster 2 -6.36 a -7.63 kcal/mol 32
cluster 3 -9.31 a -9.62 kcal/mol 25
cluster 4 -8.64 a -8.96 kcal/mol 39
cluster 5 -9.23 a -9.30 kcal/mol 06
cluster 6 -8.95 a -9.10 kcal/mol 21
cluster 7 -7.67 a -8.27 kcal/mol 32
cluster 8 -8.28 a -8.63 kcal/mol 32
cluster 9 -9.08 a -9.29 kcal/mol 23
cluster 10 -9.63 a -11.12 kcal/mol 63

3.5. Interacdes do docking molecular

Os parametros de docking molecular, incluindo os resultados e interacdes ligante-
proteina e pontes de hidrogénio para compostos selecionados e drogas de referéncia, estdo
fornecidos na Tabela 1. As possiveis interagdes com o sitio ativo da proteina, neste experimento
sdo discutidas aqui com alguns detalhes nas imagens 1 e 2. Medicamentos de referéncia, 0s
fragmentos de BLA, HIT 298 e Hit 304 que anteriormente foram escolhidos 209, e que foram
selecionados 9 ligantes e por ultimo indicou-se duas estruturas as com menor energia, que foram
considerados como as melhores em termos da interacéo com o sitio ativo da glicoproteina Spike
(S), com uma pontuacdo de ancoragem de energia variando entre -10.02 kcal/mol a -11,12
kcal/mol, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 1 abaixo.

A figura 1 representa o ligante nativo conhecido como BLA a imagem foi adquirida no
descovery studio ao limpar a proteina e deixar o ligante livre. A Figura 2 representa a molécula
alvo a glicoproteina Spike S do SARS-CoV-2 e nela esta contida o

BLA gue é o ligante nativo, e esse ligante foi retirado para facilitar acoplamento do novo
ligante no espaco.

Docagem molecular

A estimativa da energia livre de ligagdo entre potenciais inibidores e receptor foi
realizada através de um experimento de docking utilizando o prompt comando para obter esses
resultados. A Tabela 2. mostra os resultados da analise de docking entre os fragmentos de BLA
selecionados com a Glicoproteina Spike (S) (7B62). Os resultados do docking mostraram que
fragmentos apresentam posi¢oes de ligacdo favoraveis com a glicoproteina Spike do SARS-
CoV-2.



A tabela da docagem molecular com as interac¢des nas imagem abaixo
Tabela 2.

Ligante Cluster  Energy AS
HIT298 10 -10.02 74.12
HIT304 10 -11.12 58.96
BLA - -8.2 -
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Figura 7. Proteina com o Hit 304

3.6. Dinamica molecular
Um complexo proteina-ligante-solvente-ion pode representar um  sistema
termodindmico composto de soluto e solvente. Nesse sistema, ocorrem interaces de varios

tipos (forcas intermoleculares), além de trocas térmicas entre as moléculas e 0s ions presentes;



Assim, como ditam as leis da termodindmica, a relagdo entre essas moléculas e como acontece
a transferéncia de calor esta relacionada a diversas mudangas energéticas (Arcon et al. 2017;
Beretta 2020; Struchtrup 2020; Chinaka 2021). A partir disso, simulacdes de dinamica
molecular foram realizadas com complexos proteina-ligante através de NAMD para avaliar
possiveis mudangas conformacionais globais e estabilidade proteica apds cada conformacéo e
obter informacBes sobre 0 mecanismo de interagdo dos complexos em nivel molecular (Du et
al. 2016; Bylehn et al., 2021).

3.6.1. Analise RMSD

Logo ap6s o acoplamento molecular, foi realizado estudo de dindmica molecular com
Hit 208 e Hit 304, de acordo com o sitio catalitico da glicoproteina Spike (Figura 6). Observou-
se que os valores médios da distancia nas moléculas em docagem,(RMSD) para todas as
simulagBes de 100 ns nas etapas de producdo foram em torno de 1,0-1,5 A para Hit
298/Glicoproteina S e 1,5-2,2 A para Hit 304/ Glicoproteina S, em comparagéo com o ligante
de referéncia BLA com a proteina, que teve uma média de 2,2 A em toda sua trajetdria. Para
Hit 298/complexo MD, o equilibrio foi obtido a partir de 57 ns, com RMSD médio de 1,3 A.
Enquanto, na DM do complexo Hit 304, foi mais estvel j& dos primeiros 70 ns até sua
conclusdo, em 100ns, ao longo de sua trajetdria, ndo ultrapassando os valores médios de RMSD
de 2,2 A; por fim, com o complexo proteina/BLA, apresentou um valor total de 2,2 A em toda
a trajetoria. Isso € justificado em estudos anteriores, que realizaram simulacdes de DM para
verificar a estabilidade da enzima protease viral em uma solu¢édo aquosa com diferentes ligantes
contendo diferentes niveis de hélice a e B. Portanto, essas intera¢des de longo alcance foram
calculadas usando o procedimento SPME e um banho termal Langevin a 310 K (Miyamoto et
al. 2014).

4 . ‘ . ‘ . I

— MD 1l 304
i““ﬂ

— MD [Tl 298
““
b

— MDBLA

a(

J I | u| ,l.
Jh MMWM M {” N‘w Wy mm IHI‘

2

RMST} (A)

o

|
I

|

]

0 1 | I | 1 | 1 |

1

L
0 20 40 60 80 100
Time (ns)



Figure 8. Root Mean Square Deviation (RMSD), referente a confirmacéo inicial do complexo ligante-
enzima versus o tempo de simula¢do (ns) na etapa de simulacdo de producdo do MD com Hit
298/proteina (vermelho), Hit 304/proteina (preto) e MD com BLA/proteina (verde).

3.7.2. Anélise de Flutuacéo de atomos ao longo do tempo ou Root Mean Squere Flutuation
(RMSF)

O RMSF do sistema foi realizado para entender o deslocamento e a estabilidade de cada
residuo proteico na trajetéria da simulacdo de 100ns. A Figura 7 se sobrepde as principais
interagOes dos principais complexos estudados (Hit 298, Hit 304 e BLA com a Glicoproteina).
Assim, pode-se concluir que houve alteragdes conformacionais significativas dos complexos
Hit 298/Proteina e BLA/proteina durante os tempos de simulagdo. Os resultados sugerem que
as trajetdrias das simulac6es de dinamica molecular apds as etapas de producao apresentaram
oscilacBes médias com correlagcfes significativas com residuos criticos na replicacdo (Roe e
Brooks 2020; Qin et al., 2021). Inicialmente, ao analisar o complexo formado entre Hit 298 e
proteina, valores maiores que 2,4 A para residuos proximos ao Phe 55. Os complexos formados
entre a BLA e a proteina apresentaram trés com valores superiores a 2,0 A nos residuos Phe 55,
GlIn 134 e Leu 223. Por fim, para o Hit 304, nio forma apresentadas flutuagdes acima de 2,0 A.
As conformacdes obtidas nas simulacdes MD foram complexadas com varios ligantes através
de técnicas de acoplamento, gerando informacdes importantes sobre 0os modos de ligagdo de

pequenas moléculas nos diferentes estados de enovelamento enzimatico.
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Figure 9. Root Mean Square Fluctuation (RMSF), concerning the initial confirmation of the ligand-
enzyme complex versus the simulation time (ns) in the production simulations step of the MD com Hit
298/proteina (vermelho), Hit 304/proteina (preto) e MD com BLA/proteina (verde).



H-Bond Number

3.6.3. Analise de ligacdes H

Como o objetivo de se gerar novos farmacos, o nimero de ligagcBes de hidrogénio é
essencial para verificar se um complexo atingiu a estabilidade em um sistema dinamico
(Ragunathan et al. 2018; Mascoli et al., 2021).

Apo6s os 100ns, foi possivel verificar as ligacdes de hidrogénio formadas entre
glicoproteina com seus respectivos ligantes simulados em longos estagios de produgdo em
dindmica molecular, na Figura 8. Durante a simulacdo, houve mudancas nas redes de ligacédo
de hidrogénio, e 0 nimero de interacbes flutuou entre 3 ou 4 para a proteina, 0 complexo
formado entre Hit 298 e proteina foi mais estavel pelo nimero de vezes que houve trés
interacOes de hidrogénio ao longo da trajetoria da dinamica molecular. No complexo da proteina
com Hit 304, as ligacdes de hidrogénio isoladas e 0 nUmero médio moderado de ligacdes de
hidrogénio por periodo (até 4) sugeriram que as redes de ligacbes de hidrogénio foram
relativamente adequadas e medianas, formando conexdes razoaveis durante sua trajetoria,
porém ndo mais que o ligante anterior. Por fim, o complexo formado com BLA, também se
repetiu com o complexo e Hit 304, porém foi mais efetivo com ligac6es forte ou medianas.

O momento em que essas conexdes estavam muito presentes sugeriu que essa interacao
manteve a estabilidade do complexo além do tamanho dos compostos e suas funcionalidades
(Qin et al. 2021).

Portanto, correlagcbes complementares podem ser observadas na comparagéo de ligagdes
de hidrogénio formadas em dindmica molecular com aquelas previamente obtidas pelo processo
de acoplamento, indicando a convergéncia de um método estatico para um processo de sistema

continuo.
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Figura 10. Ligacdes de hidrogénio formadas entre a proteina e o ligante durante as etapas de simulagao.



Concluséao

No estudo in silico foram geradas 304 estruturas por inteligéncia artificial, a partir de
uma subestrutura do BLA, que é o ligante nativo de referéncia para glicoproteina Spike. O
pacote computacional utilizado foi o MolAiCal, que se mostrou competente em suas estruturas
geradas. Baseado nos filtros pré-definidos foram analisadas das 304 estruturas os Hit 298 e o
Hit 304, onde se observaram que os efeitos de inibicdo da proteina foram antagonizados pelo
BLA, sugerindo forte evidéncia de um mecanismo semelhante entre o ligante de referéncia e as
estruturas estudadas. Os resultados de acoplamento molecular mostraram que tanto o Hit 298,
como Hit 304 tém maior afinidade pelo receptor do que BLA e ligagdo na mesma regido do
sitio de ligacdo do BLA, indicando um efeito semelhante ao da droga. Esse efeito foi mais bem
evidenciado pelo estudo adicional de dinamica molecular que apresentou estabilidade quando
o complexo foi formado e, assim, fornece subsidios para o desenvolvimento de novos farmacos

que atuam na inibic¢do do Sars-Cov-2.
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