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Resumo: Este artigo apresenta o estudo de acoplamento dos farmacos:
Molnupiravir®, Remdesivir® e Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®) por meio do
docking na proteina Mpro da Sars-CoV-2, que atualmente é utilizado no tratamento
do Covid-19. Considerando conceitos basicos de biologia estrutural, acoplamento
molecular (docking) e analises de bioinformética e quimioinformatica. Essa protease
foi analisada por ser essencial para a replicacdo do virus pelo corpo. Tais dados
corroboram com outras pesquisas conduzidas pelo laboratério LBBC da UFABC. Os
farmacos analisados sdo eficazes, porém seu preco € elevado, portanto
compreender sua acao possibilita novas pesquisas para a modificagdes estruturais
destes ligantes com eficicia similar e preco mais acessivel. Observou-se que as
principais caracteristicas fisico-quimicas destes farmacos s&o: grupo aromatico,
grupo hidrofébico, grupo aceitador de ligacdo de hidrogénio e grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio e pontos de sinergia entre os residuos: MET 165 e GLU 166
simultaneamente e interacdes moleculares estabelecidas com os residuos: HIS 41,
GLN 189, CYS 145, MET 165 e GLU 166.
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Abstract: This article presents a docking study of the drugs Molnupiravir®,
Remdesivir® and Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®) with the Sars-CoV-2 Mpro
protein, which is currently used to treat Covid-19. They are considering basic
concepts of structural biology, molecular docking bioinformatics, and
chemoinformatics analysis. This protease was analyzed because the virus needs to
replicate in the body. These data corroborate other research conducted by the LBBC
laboratory at UFABC. The drugs analyzed are effective, but their price is high, so
understanding their action enables new research into structural modifications of
these ligands with similar efficacy and a more affordable price. It was observed that
the main physicochemical characteristics of these drugs are: the aromatic group,
hydrophobic group, hydrogen bond acceptor group, and hydrogen bond donor
groups and synergy points between the residues: MET 165 and GLU 166
simultaneously and molecular interactions established with the residues: HIS 41,
GLN 189, CYS 145, MET 165 and GLU 166.

Keywords: Sars-CoV-2, Mpro, Docking and drugs.



1. INTRODUCAO

Os coronavirus (familia Coronaviridae) sdo uma familia de virus bem extensa,
gue pertence a ordem Nidovirales e da sub ordem Coronavirineae; € dividida em
Letovirinae e Orthocoronavirinae. O Orthocoronavirinae é subdividido em:
Alphacoronavirus (alfa-CoV), Betacoronavirus (beta-CoV), Gammacoronavirus
(gama-CoV) e Deltacoronavirus (delta-CoV). Os Alphacoronavirus e 0s
Betacoronavirus infectam  exclusivamente espécies de mamiferos, o0s
Gammacoronavirus e os Deltacoronavirus tém uma vasta escala de hospedeiros
mais ampla que inclui espécies de aves. Seis espécies de coronavirus foram
identificadas como infecciosas para o ser humano, sendo quatro dela do género
Betacoronavirus e duas do género Alphacoronavirus. O Sars-Cov-2 (do inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2), sindrome respiratoria aguda

grave 2, € classificado como Sarbecovirus, que € uma subdivisdo dos

Betacoronavirus. 1° A estrutura do sars-Cov-2 pode ser observada na Figura 1.



A COVID-19 é uma doencga infecciosa respiratoria aguda causada pelo
virus Sars-COV-2. A transmissdo de pessoa para pessoa ocorre, comumente,
através de tosses, espirros, inalacdo de goticulas, contato com mucosas orais,
nasais e oculares. De acordo com o Ministério da Saude os sintomas podem variar
de pessoa a pessoa, pois algumas sdo assintomaticas e manifestacdes clinicas
leves até quadros moderados, graves e criticos. Os sintomas mais comuns Sao:
febre, tosse e falta de ar. **

Segundo o WHO, contendo as principais estatisticas desde o inicio da
pandemia, 0s casos acumulados ja sdo 775.917.102 com 7.058.381 Obitos
confirmados.'? Sendo no Brasil de acordo com o ministério da salde, 38.867.008 de

casos confirmados e 712.957 de 6bitos até a data de 27 de Agosto de 2024.%3

Figura 1: Principais componentes estruturais do virus SARS-CoV-2.
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O genoma do virus é extenso de aproximadamente 30.000 bases, ele codifica
duas poliproteinas, ppla e pplab, que séo clivadas pelas proteases virais Mpro
(protease principal) e PLpro (protease tipo papaina) em 16 proteinas nao estruturais
(NSPs).? As proteinas ndo estruturais participam do processo de replicacéo viral,
interagindo entre si e com proteinas do hospedeiro. Além das néo estruturais, quatro
proteinas estruturais sendo elas: a proteina estrutural do pico (S) que permite a
entrada do virus na célula hospedeira, a proteina do nucleocapsideo (N) que regula
0 processo de replicacdo viral, a proteina da membrana (M), e a proteina do
envelope (E), que s@o necessarias para produzir uma particula viral estruturalmente
completa séo codificadas a partir do genoma viral e participam da estrutura do virus
e de funcdes como interacdo com receptores da célula hospedeira e interacdo com o
sistema imunolégico. 1516

A proteina Mpro é importante para o virus se duplicar e apresentou varias
mutacdes em sua sequéncia de aminoacidos nas Vvariantes detectadas e
sequenciadas. Estas mutacdo pode ajudar o virus ficar com alta transmissibilidade,
patogenicidade e resisténcia a anticorpos neutralizantes.’

Foram encontradas diversas mutacées no Sars-CoV-2 que estdo relacionadas a
maior transmissibilidade, patogenicidade e resisténcia a anticorpos neutralizantes.®

O processo de descoberta de drogas (drug discovery) € complexo e pode
levar anos ou até mesmo décadas para ser concluido. Em geral, o processo é

dividido em vérias etapas representadas na Figura 2.

Figura 2 - Fluxo do Drug Discovery and Design.
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Atualmente ja existem algumas vacinas que estdo sendo atualizadas devido
ao surgimento de novas variantes do virus, sendo que, também existem alguns
farmacos disponiveis no mercado como por exemplo: Molnupiravir®, Remdesivir® e

Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®),  porém seu custo é elevado.



1.1 Objetivos

Este trabalho busca compreender o mecanismo de acdo dos farmacos
aprovados para tratamento da COVID-19 - Molnupiravir®, Remdesivir® e Paxlovid®
(Nirmatrelvir® + Ritonavir®) — comparando com o perfil farmacoférico das
moléculas: NuBBe 120, NuBBe 567, NuBBe 1067 e NuBBe 1770 de produtos

naturais.

2. DESENVOLVIMENTO
O presente trabalho consiste em andlises in-silico utilizando os seguintes

materiais e métodos.

2.1 Materiais e Métodos

2.1.1 Selecdo da estrutura da proteina (pdb 7B3E)

Para a selecdo da estrutura cristalografica consultou-se o banco de dados
Protein Data Bank (PDB)®, verificou-se quais estruturas atendiam aos critérios:
duas cadeias proteicas, presenca de ligante cristalografico, resolucéo cristalografica
até 2 A com o método X-RAY diffraction, resultando na escolha do PDB ID: 7B3E 2L,

2.1.2 Selecédo das estruturas dos farmacos
Selecionou-se para o0 estudo os farmacos Molnupiravir®, Remdesivir®,
Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®) com ac¢do antiviral disponivel no Banco de
dados PubChem 22,

2.1.3 Parametrizacdo da proteina
A parametrizacdo da proteina foi realizada no software SYBYL versédo 8.1 23
com biopolymer onde foi adicionado os hidrogénios e calculadas as cargas parciais

Gasteiger-Marsili.

2.1.4 Parametrizacao dos ligantes

A parametrizacdo dos ligantes foi realizada no software Avogadro versao
1.95.1%425 na qual adicionou-se os hidrogénios, calculou-se as cargas parciais,
otimizou-se a geometria pelo método Steepest Descent para posterior refinamento
no programa SYBYL. No SYBYL, realizou-se o refinamento da otimizagdo da
geometria pelo método semi-empirico PM3 e carga ESP.



2.1.5 Docking molecular

A técnica de acoplamento molecular (docking), consistiu na simulagdo do
acoplamento dos farmacos Molnupiravir®, Remdesivir®, Paxlovid® (Nirmatrelvir® +
Ritonavir®) no sitio ativo da proteina Mpro do Sars-CoV-2 para compreender as
interacdes intermoleculares que ocorrem na suas acfes. Utilizou-se o programa
GOLD versédo 2024.1.0 %6 , adotou-se a flexibilizacdo dos residuos de aminoacidos
do sitio ativo da cadeia A ( HIS 41, MET 49, CYS 145, HIS 164, GLU 166, LEU 167,
ASP 187 e GLN 189), onde estdo presentes a diade catalitica (HIS 41 e CYS 145).

Primeiramente realizou-se o redocking do ligante cristalografico MYC
presente no pdb ID: 7B3E com as fun¢des de score ASP, CHEMPLP, CHEMSCORE
e GOLDSCORE, com geracao de 100 conformacdes (poses) para cada molécula, e
selecionou-se a conformacdo bioativa da molécula, as quais foram submetidas a
verificagdo do RMSD (Root Mean Square Deviation) no software CHIMERA versao
1.17.3 % para a selecdo do parametro mais indicado. Prosseguiu-se com a utilizagdo
da funcdo de score adequada no acoplamento dos farmacos Molnupiravir®,
Remdesivir®, Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®) no sitio ativo da Mpro do
Sars-CoV-2 com geracdo de 100 conformacdes (poses) para cada sistema
bioldgico.

2.1.6 Diagramas 2D das interacfes

Os diagramas 2D das interacfes para os complexos bioativos (Proteina-
Ligante) foram plotados pela ferramenta PoseView 28,29. Para analisar as principais
interacbes do complexo.

2.1.7 Exploracdo do espaco quimico

As conformacdes bioativas provenientes do docking tiveram seu espaco
quimico explorado pela ferramenta pharmit30 para analise das regides
farmacoforicas, e também da verificacdo dos pontos de sinergia do Paxlovid®
(Nirmatrelvir® + Ritonavir®).



2.2. Procedimento Experimental

O presente trabalho seguiu o protocolo ilustrado na Figura 3, planejado para
atender as especificidades do sistema biol6gico, com o qual avaliou-se o tipo de
estrutura da proteina Mpro e as principais caracteristicas dos ligantes com atividade

bioldgica.
Figura 3 - Representacdo dos passos adotados para a execucado deste trabalho.
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3. Resultados e Discusséao

Primeiramente, para realizar o docking € necessario fazer o redocking no qual
é feito a validacdo da fungédo de score mais adequada para o sistema biologico. A
tabela 1 encontra-se os valores de RMSD de acordo com a funcao de score, onde foi
escolhida a fungcdo GOLDSCORE por ter o valor mais baixo na pose 53 do ligante.
Na figura 4 esta a demonstracdo da pose simulada em relagcdo ao ligante
cristalografico, onde as caracteristicas como orientagcdo dos grupos quimicos estéo

alinhados demonstrando que a funcéo de score é apta a seguir com as analises.



Tabela 1. Redocking do ligante MYC da estrutura 7B3E (etapa de sele¢éo da funcao

de score e validacao do docking)

Redocking — GOLD
Funcao de score melhor pose RMSD (A)
ASP 13 1.880
CHEMPLP 28 1.342
CHEMSCORE 50 1.278
GOLDSCORE 53 0.637

Figura 4- Redocking do ligante MYC da estrutura 7B3E obtido com a funcéo
GOLDSCORE (Pose 53), RMSD 0.637 A
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Realizou-se o docking para os farmacos: Molnupiravir®, Remdesivir® e
Paxlovid® (Nirmatrelvir® + Ritonavir®), conforme ilustrado nas figuras 5, 6 e 7
respectivamente, em seguida as analises complementares, plotamos o diagrama 2D
das principais interacdes moleculares e mapeamos os pontos farmacoforicos da

molécula para analise das contribuicbes dos grupos quimicos.



Figura 5 - (A) Acoplamento do Molnupiravir® pose 41 no sitio ativo da Mpro (energia
de ligacdo: -2.1850 kJ/Mol | (B) Diagrama 2D das interagbes moleculares; | (C)
Representacdo farmacoforica dos ligantes.
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Figura 6 - (A) Acoplamento do Remdesivir® pose 94 no sitio ativo da Mpro (Energia
de ligacdo: -5.0585 kJ/Mol) | (B) Diagrama 2D das interagcbes moleculares; | (C)

Representacdo farmacoforica dos ligantes.
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Figura 7 - (A) Acoplamento do Paxlovid® (Ritonavir® em ciano pose 43 e
Nirmatrelvir® em verde pose 17) no sitio ativo da Mpro (Energia de ligacdo do
Ritonavir:-4.9001 kJ/Mol e Nirmatrelvir: -2.3018 kJ/Mol) | (B) Diagrama 2D das
interacdes moleculares; | (C) Representacdo farmacoférica dos ligantes.
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Para finalizar comparou-se o perfil farmacoférico destes 4 ligantes com 4
ligantes estudados no laboratério LBBC da UFABC, para ponderar quais
caracteristicas dos grupos quimicos sdo essenciais para a atividade bioldgica, no
qual grupos aromaticos, hidrofébicos, aceitador e doador de hidrogénio se
mostraram importantes, conforme ilustrado na figura 8.

Figura 8 - Representacdo dos pontos farmacoféricos de moléculas de produtos
naturais do NuBBE bioativas para Mpro estudadas no laboratorio de pesquisa LBBC —

UFABC, com caracteristicas chave para inibic&o.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As principais caracteristicas fisico-quimicas observadas para que uma
molécula apresente atividade biol6gica na proteina Mpro sdo: conter grupo
aromatico, grupo hidrofdbico, grupo aceitador de ligacdo de hidrogénio e grupos
doadores de ligacdo de hidrogénio. Também se observou que a acdo de
potencializacdo (pontos de sinergia) ocorre nas interagdes moleculares entre 0s
residuos: MET 165 e GLU 166 simultaneamente, sendo que, as interacfes
moleculares estabelecidas entre os residuos: HIS 41, GLN 189, CYS 145, MET 165
e GLU 166 sao favorecidas. Tal projeto, possibilita ainda, uma fase futura de
investigacdo aprofundada do comportamento dos complexos (proteina/farmacos)

estudados.
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