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RESUMO

As cisteino proteases do SARS-CoV-2, nomeadamente protease principal (MP™) e papaina
(PLP™), sdo proteinas nao-estruturais essenciais devido ao papel que elas possuem na formagao
do complexo multiplo enzimatico de replicacdo-transcri¢do deste microrganismo. Por esse
motivo, estas enzimas sao alvos extremamente relevantes no ambito do desenvolvimento de um
novo candidato a fArmaco que atue no combate a COVID-19. Neste sentido, até o presente

P aprovado

momento, o nirmatrelvir ¢ o unico farmaco que atua como inibidor covalente de M
por agéncias reguladoras ao redor do mundo para uso emergencial. Além dele, um segundo
farmaco que atua como inibidor ndo covalente de MP™, nomeadamente ensitrelvir, foi aprovado
para uso emergencial em solos japoneses. Entretanto, uma recente pesquisa publicada por
Iketani e colaboradores no inicio de novembro de 2022, defende que o SARS-CoV-2 pode ja
ter adquirido resisténcia tanto ao nirmatrelvir quanto ao ensitrelvir através de vérias vias
evidenciadas mediante estudos in vitro. Isto posto, pautado pela estratégia do bioisosterismo, o
presente trabalho selecionou 126 de um total de 1050 ligantes do banco de dados do DrugBank.
Os ligantes escolhidos foram farmacos tanto ja aprovados por agéncias reguladoras quanto em
fase de investigacdes clinicas. Em seguida, 831 derivados por bioisosterismo, alguns dos quais

tiveram suas estruturas simplificadas, foram concebidos utilizando-se o software MB-Isoster.

Ademais, com base em resultados de ICso obtidos a partir de experimentos in vitro de outros

pro pro

pesquisadores, tanto para a MP™ quanto para a PLP®, 2 ligantes-controle pertencentes a
subclasse de inibidores ndo covalentes foram escolhidos para cada alvo. Estados de ionizacao
em pH 7,4 foram considerados para todas as moléculas, assim como para as enzimas, €, a seguir,
estudos de ancoragem molecular foram conduzidos mediante uso do software AutoDock Vina.
Os resultados dos derivados mais promissores, assim como dos seus precursores e dos ligantes-
controle, foram analisados utilizando-se os softwares Pymol e Discovery Studio. Por fim, um
estudo das propriedades fisico-quimicas, bem como de aspectos de drogabilidade, tais como
alertas estruturais e acessibilidade sintética, ¢ de ADMET, foram efetuados através das
plataformas SwissADME e ADMETlab 2.0. Os resultados promissores obtidos com as
moléculas DB00549 BI 005, DB04868 BI 003, DB11984 BI 002, DB12364 BI 006 e
DB12805 BI 004 devem ser ratificados por estudos de dindmica molecular, seguidos de

ensaios empiricos in vitro € in vivo que ratifiquem os resultados defendidos in silico.

Palavras-chave: ancoragem molecular; bioisosterismo; cisteino proteases; SARS-CoV-2.



ABSTRACT

SARS-CoV-2 cysteine proteases, namely main protease (MP™) and papain-like protease (PLP™)
are essential non-structural proteins due to their role in the formation of the virus multiple
enzymatic replication-transcription complex (RTC). As a result, these functional proteins are
extremely relevant targets in the development of a new drug candidate to fight COVID-19. In
this sense, to date, nirmatrelvir is the only drug acting as a covalent MP™ inhibitor that has been
approved by regulatory agencies around the world for emergency use. In addition, a novel drug,
acting as a non-covalent MP" inhibitor, namely ensitrelvir, has been approved only in Japan for
emergency use. However, a recent paper published by Iketani and collaborators in early
November 2022 argues that SARS-CoV-2 might have already acquired resistance to
nirmaltrevir and ensitrelvir via several pathways evinced through in vitro studies. Based on this
fact and guided by the bioisosterism strategy, the present work has selected 126 out of 1050
ligands, including both approved and investigational drugs, from DrugBank website.
Subsequently, 831 chemical analogs containing bioisosteres, some of which became
structurally simplified, were created using the MB-Isoster software. Also, based on ICso results
generated from in vitro experiments of other researchers, 2 control ligands belonging to the
subclass of non-covalent inhibitors were chosen for both M and PLP™. lonization states at pH
7.4 of all molecules as well as of both enzymes were then applied, and molecular docking
simulations were performed using AutoDock Vina. The results of the most promising analogs,
as well as of their precursors and control ligands, were analyzed using the Pymol and Discovery
Studio programs. Finally, a study of their physicochemical properties, along with aspects of
druggability, such as structural alerts and synthetic accessibility, and ADMET profiles were
carried out through SwissADME and ADMET]ab 2.0 platforms. The promising results obtained
with the molecules encoded as DB00549 BI 005, DB04868 BI 003, DB11984 BI 002,
DB12364 BI 006 and DB12805 BI 004 must be confirmed by molecular dynamics studies,

followed by in vitro and in vivo empirical tests that ratify the advocated in-silico results.

Keywords: bioisosterism; cysteine proteases; molecular docking; SARS-CoV-2.
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1 INTRODUCAO

Em 2003, ocorreu o primeiro surto de sindrome respiratéria aguda grave associada a um
coronavirus (SARS-CoV), tendo o primeiro caso de infecgao sido reportado na China. Em 2012,
um segundo surto epidémico de sindrome respiratoria associada a um coronavirus assolou o
Oriente Médio (MERS-CoV). Porém, foi em dezembro de 2019 que, pela primeira vez na
histéria, um novo coronavirus (SARS-CoV-2), identificado na cidade de Wuhan, pertencente a
provincia chinesa de Hubei, atingiria propor¢des pandémicas no dia 11 de margo de 2020,
segundo um comunicado oficial da OMS.? A doenga causada por este agente etiologico foi
intitulada Coronavirus Disease 2019 ou simplesmente COVID-19. De acordo com a OMS, no
ato da redacdo deste texto, o niimero total de vitimas fatais acometidas pela COVID-19 ja
ultrapassara 6,6 milhdes de pessoas distribuidas pelos cinco continentes do globo.?

Por um lado, j& foram desenvolvidas vacinas que se mostraram seguras e eficazes tanto
na prevencao a doenca quanto na diminui¢do do agravamento do quadro infeccioso. Por outro
lado, existem pessoas que se recusam a receber o imunizante.*> Além disso, ja foi constatado,
em meados de 2021, que a eficacia das vacinas diminui com o passar do tempo, e que variantes
do SARS-CoV-2 apresentam certa resisténcia ao sistema imunologico de individuos
completamente vacinados, conforme apontado por pesquisadores.®’ Por esse motivo, tem
havido um interesse crescente pela busca de novos potenciais agentes farmacoldgicos que
combatam a COVID-19.2

Na esfera do descobrimento de potenciais candidatos a farmacos, o bioisosterismo ¢é
uma das estratégias da Quimica Medicinal que envolve modificacdes estruturais por
substituicdo de grupamentos quimicos. O sucesso do bioisosterismo foi evidente em diversas
classes terapéuticas de farmacos nas décadas de 80 e 90, conforme elucidado pelos
pesquisadores Patani e LaVoie em 1996 e reforcado no inicio do século XXI pelos
pesquisadores Lidia Lima e Eliezer J. Barreiro.®® Neste periodo, foram descobertas nio
somente substancias analogas (“me-f00”) de farmacos cujas terapias inovadoras eram atrativas
comercialmente, mas também moléculas com mecanismos de acdo diferentes dos expressos
pelos firmacos originais, utilizados como arcabougos moleculares.’

A modelagem de uma estrutura molecular utilizando métodos computacionais ¢ uma
excelente alternativa para a determinacgao de interagcdes quimicas entre potenciais candidatos a
farmacos e receptores ou proteinas-alvo, especialmente apds o desenvolvimento de softwares
capazes de efetuar calculos e simulagdes mediante um compromisso adequado entre precisao e

velocidade. Além disso, a modelagem molecular € atrativa tanto pelos recursos da computacao
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grafica quanto pela “crescente diminui¢@o dos custos de maquinas de alto desempenho capazes
de operar” softwares e recursos.'®!! Atualmente, os sistemas de modelagem molecular estdo
munidos de poderosas ferramentas para construcdo, visualizagdo e andlise de sistemas
moleculares complexos, auxiliando, assim, na interpretacdo das relagdes entre a estrutura e a
atividade biolégica.!®!>!3 Neste contexto, o docking ou ancoragem molecular é uma das
ferramentas mais utilizadas no mundo moderno para a descoberta de novos farmacos.

Pelo exposto, com a tecnologia que a Quimica computacional proporciona a realidade
moderna, fica notério o quanto € oportuno utilizar os resultados obtidos por bioisosterismo
aplicado a estudos de docking para um subsequente desenho racional, menos dispendioso e mais
sustentavel de novos prototipos a farmacos anti-SARS-CoV-2, capazes de atuar favoravelmente
contra as consequéncias tissulares provocadas pela COVID-19.

No ambito de uma linha de pesquisa em Bioinformatica Estrutural que visa a aplicagao
de estratégias de Quimica Farmacéutica/Medicinal para melhoria de propriedades fisico-
quimicas que influenciam diretamente na relagao estrutura-atividade de candidatos a farmacos,
o trabalho cientifico em pauta teve como objetivo principal o uso da estratégia de bioisosterismo
para a realizacdo de estudos computacionais de ancoragem molecular contra as
biomacromoléculas MP™® e¢ PLP™ do SARS-CoV-2. Na analise dos resultados, as interagdes
intermoleculares do complexo proteina-ligante formado in silico foram consideradas, assim
como os valores de energia de afinidade/score calculados pelo software escolhido. Ademais, as
propriedades fisico-quimicas foram determinadas, bem como aspectos de drogabilidade e
parametros farmacocinéticos de ADMET (Absorcao, Distribuigdo, Metabolismo, Excrecao e

Toxicidade) dos candidatos a firmacos que se mostraram mais promissores.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS VIROLOGICO, MOLECULAR E PATOGENICO DA COVID-19

SARS-CoV-2, pertencente ao género Betacoronavirus da familia Coronaviridae, ¢ um
virus da classe IV proposta por David Baltimore, o qual se baseou no tipo de genoma e na
estratégia de replicagdo dos virus para classifica-los.!*!> Em outras palavras, o novo
coronavirus ¢ um microrganismo de acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples de sentido
positivo, isto ¢, que se traduz diretamente em proteinas. Seu RNA esta envolvido por cerca de
30 a 35 ribonucleoproteinas e possui uma similaridade genética de aproximadamente 79% com
0 RNA do SARS-CoV ¢ de 40-50% com o RNA do MERS-CoV, tendo sido ainda associado a
uma similaridade genética de aproximadamente 88% com os RNAs de coronavirus presentes
em duas espécies de morcegos, o SL-CoVZCss e o SL-CoVZXC,;, provaveis origens
zoonoticas do SARS-CoV-2.1%1® O tamanho do RNA das diferentes espécies de coronavirus é
de aproximadamente 30 kbs, fato que caracteriza estes microrganismos como 0s maiores virus
de RNA ja identificados por cientistas.!’

O novo coronavirus tem o formato esférico e a aparéncia de coroa muito mais proéxima
do HIV do que do virus da gripe (Influenza) devido a quantidade 10 vezes maior, quando
comparada a do Influenza, de glicoproteinas espiculares (spike ou S), que formam trimeros
(proteinas de 3 cadeias polipeptidicas) no seu envelope. Este envelope ¢ composto por outras
duas proteinas estruturais; sao elas: proteinas de membrana (M) e proteinas do envelope (E). O
interior do virus contém ainda proteinas nucleocapsidicas (N), que ndo estdo visiveis na Figura

1, adaptada do trabalho de Mishra et al. (2021).!418.19.20

Figura 1 — Estrutura do SARS-CoV-2

Glicoproteina §

Proteina M

Proteina E

Fonte: MISHRA et al. (2021).
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Assim como os demais virus da familia Coronaviridae, o material genético do SARS-
CoV-2 codifica, dentro da célula hospedeira, proteinas que atuam como enzimas essenciais,
dentre as quais destacam-se a cisteino protease do tipo quimiotripsina, ou simplesmente MP™,
também denominada protease principal ou 3CLP™ ou ainda Nsp5S (EC 3.4.22.69), e a cisteino
protease do tipo papaina, ou simplesmente PLP™, a qual representa um dos dominios da proteina
Nsp3 (EC 3.4.22.46), e, finalmente, a RNA polimerase dependente de RNA, também conhecida
como Replicase de RNA ou simplesmente RdRp ou ainda Nsp12 (EC 2.7.7.48).17:18:19.21.22.23

Quando o mecanismo de infec¢do do novo coronavirus ainda nao tinha sido estudado,
alguns pesquisadores chegaram a cogitar a possibilidade de que este microrganismo pudesse
adentrar a célula hospedeira por fusdo direta a membrana plasmatica (MP). No entanto, esta
teoria foi posteriormente refutada por estudiosos que descreveram o modo de infecg¢do do
coronavirus como sendo mediado pela formagao de endossomas via interagdo de proteinas
estruturais do virus com receptores de superficie da MP da célula hospedeira.>* Apos adentrar
as vias aéreas, boca e/ou olhos de pessoas desprotegidas, as glicoproteinas spike do SARS-
CoV-2, tal qual seu antepassado SARS-CoV, interagem com receptores transmembrana
denominados enzimas conversoras de angiotensina I (ECA2/ACE2 — EC 3.4.17.23).% Imagens
de microscopia eletronica criogénica (Cryo-EM) sugerem que ACE2 ¢ um receptor enzimatico
homodimérico (composto por duas cadeias polipeptidicas provenientes do mesmo gene), que
se liga a até duas glicoproteinas spike.'¢

Estas proteinas estruturais sdo polipeptidios triméricos compostos por duas
subunidades. A primeira delas (S1) contém o dominio de ligacdo do receptor (RBD). A segunda
subunidade (S2), por sua vez, possibilita o processo de fusdo a MP e subsequente entrada do
virus na célula do individuo.'* As glicoproteinas spike do SARS-CoV e do novo coronavirus
compartilham uma similaridade global de 76% entre suas sequéncias de aminodcidos;
entretanto, os subdominios externos delas sio apenas 40% homologos entre si.'*?® A
observancia de mutagdes reportadas em sequenciamentos destas biomacromoléculas de
linhagens do SARS-CoV-2 explica esta diferenca, visto que elas geram uma maior afinidade
do RBD da spike deste microrganismo pelo receptor da célula hospedeira, quando comparado
ao RBD da spike do SARS-CoV.!¢

Sob a vertente de uma linha de pesquisa, para que a interacdo spike-ACE2 aconteca, ¢
necessario que ocorra uma clivagem proteolitica acida-dependente da subunidade S1 da
glicoproteina spike a fim de que haja exposi¢do de seu RBD, o qual se liga ao receptor ACE2,
formando um complexo. Este processo de ativagao da subunidade S1 ¢ mediado principalmente

pela serinoprotease transmembrana II humana (TMPRSS2 — EC 3.4.21.122).162728
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Recentemente, proteases do tipo furina e serinoproteases do tipo tripsina também foram
associadas ao processo de ativagdo supracitado.?’>%*! Ademais, foi reportado que a entrada do
virus na célula hospedeira ¢ dependente ainda de proteases endossomais de cisteina (CatB/L —
EC 3.4.22.1/ EC 3.4.33.43), embora a atividade destas enzimas seja, provavelmente, menos
essencial 1628293233 A geguir, a TMPRSS2 entra em agdo para ocasionar uma clivagem da
subunidade S2 da glicoproteina spike, possibilitando, assim, a fusdo da membrana viral 8 MP
da célula hospedeira, e permitindo, por consequéncia, que ocorra o processo de
endocitose.?8-30-34

Sob uma diferente perspectiva baseada em estudos de Cryo-EM, outros pesquisadores
defendem que a glicoproteina spike ¢ tao sensivel ao receptor ACE2 que este induz transi¢des
conformacionais espontaneas nela.?® Segundo Xu et al. (2021), o receptor ACE2 incita uma
dindmica no cenario conformacional desta proteina mediante promog¢do de uma mudanca de
conformac¢do na subunidade S1, de maneira que o RBD do SARS-CoV-2 ¢ ativado, passando

da conformacdo “down” para “up”, conforme observado na Figura 2, extraida e adaptada do

brilhante trabalho de Harvey et al. (2021).

Figura 2 — Representagdes tridimensionais (3D) da glicoproteina spike inativa e ativa,
evidenciando-se ainda o RBD ativo (na conformagao “up”) e o sitio de ligagao ao
receptor ACE2

Sitio de ligacio a ACE2

Spike
inativa

Fonte: HARVEY et al. (2021).

A transi¢ao conformacional supracitada possibilita a intera¢dao da spike com o receptor
ACE2 e ao mesmo tempo permite que o novo coronavirus escape do sistema imunologico do

organismo infectado.’® A glicoproteina spike ativada tem, portanto, apenas um RBD na
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conformacdo do tipo “up” e dois RBDs na conformacdo do tipo “down”, caracteristica
responsavel por uma menor exposi¢do de seu sitio de ligagdo e consequente evasdo mais eficaz
do sistema imune do individuo infectado. Além disso, quando inativa, a glicoproteina spike
apresenta o peptideo de fusao (PF) da sua subunidade S2 totalmente enovelado, pois as 3 cadeias
polipeptidicas dela se encontram firmemente complexadas, encobrindo-o. Apos a ativagdo de
um dos RBDs da S1, esta subunidade se liga ao receptor ACE2. A dindmica gerada perturba a
rede alostérica da spike, o que ¢ benéfico para a desestabilizagdo e liberagao do complexo
ACE2-S1, bem como para a exposi¢ao do PF da S2. Como consequéncia, a subunidade S2 se
redobra e ocorre endocitose do virus mediante fusdo a MP da célula hospedeira, conforme

evidenciado na Figura 3, adaptada de Xu et al. (2021).262>-¢

Figura 3 — Esquema proposto do mecanismo de transi¢des conformacionais na glicoproteina
spike induzido pelo receptor ACE2
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Fonte: XU et al. (2021).

Legenda: Os protdmeros 1, 2 e 3 foram destacados, respectivamente, em verde claro, azul e amarelo, enquanto o
peptideo de fusdo (PF) em sua forma compactada, em vermelho. A etapa 1 representa a passagem do
estado inativo da spike para o estado ativo dela, seguido de um movimento de desenrolamento
evidenciado por uma seta cinza A seguir, a seta vermelha salienta a ocorréncia de um movimento
descendente da subunidade S/ do protomero 1, que passa do estado ativo para o dindmico de interagdo
com o receptor ACE2 engajado, retratado pela etapa 2. Na sequéncia, a subunidade S/ atinge o estado
de pos-fusdo redobrado, descrito pela etapa 3. O balango continuo dos movimentos do complexo ACE2-
RBD da subunidade S/ ¢ indicado por duas setas vermelhas que se cruzam, entre as etapas 2 ¢ 3. O
ultimo estado da spike, fundida &8 MP da célula infectada através do PF, foi ilustrado como um desenho
preditivo.

Tanto ACE2 quanto TMPRSS2 foram detectados nos epitélios do nariz e dos bronquios,

e genes de expressao de ACE2 foram identificados nas células epiteliais alveolares do tipo IL
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ACE2 também ja foi encontrado em células do coracdo, da cornea, do esofago, do ileo, do
colon, do figado, da vesicula biliar, dos rins e dos testiculos.!® A vasta expressdo tissular de
ACE2 associada ao maior nimero de glicoproteinas spike presentes no envelope do SARS-
CoV-2 aumenta a afinidade deste microrganismo pelo ACE2 da célula hospedeira, fato que
eleva a viruléncia do novo coronavirus, quando comparado ao SARS-CoV.!%16

ACE2 ¢ um homologo da ja conhecida enzima conversora de angiotensina (ECA),
responsavel pela regulagdo da pressao arterial via sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA/RAAS). Apesar de haver uma similaridade de 42% entre estes dois receptores, ACE2
faz o papel inverso de ECA. Enquanto este receptor enzimatico transmembrana ocasiona
vasoconstricdo e consequente aumento da pressdo arterial, aquele promove vasodilatagdo e
diminui a pressdo arterial através da inibicdo de angiotensina II, um peptideo pro-
inflamatério.>”*® Ademais, uma das fungdes do ACE2 nos pulmdes é de protecio contra a
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), bem como contra danos agudos a estes e
a outros orgdos com alta expressdo de ACE2, por meio da reducdo da inflamagao local. Como
consequéncia da infeccdo por COVID-19, ACE2 sofre endocitose juntamente com a particula
viral associada a ele, de maneira que os niveis deste receptor na MP das células infectadas
diminuem, e, a0 mesmo tempo, os niveis de angiotensina Il aumentam. Pelo exposto, acredita-
se que o processo inflamatorio agudo intenso decorrente de casos graves da COVID-19 deve-
se, em parte, a desregulacio do SRAA.'6

Tukiainen et al. (2017) associaram o gene de ACE2 ao cromossomo X e observaram
diferentes perfis de expressdo génica entre os sexos masculino e feminino, fato que pode
contribuir para a observancia de manifestagdes clinicas mais severas da COVID-19 em
pacientes homens, quando comparados as mulheres.’**° Em 2020, fumantes e portadores de
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) também foram associados a niveis mais elevados
de expressio do receptor ACE2.3%* Além disso, pessoas com doencas cronicas, como
hipertensdo e diabetes, de igual maneira, possuem uma maior expressao génica de ACE2,
tornando-os mais susceptiveis 8 COVID-19.4?

Hussain et al. (2020) demonstraram que existem diversas variantes do gene ACE2
oriundas de mutagdes no DNA que originam polimorfismos, alguns destes tendo sido
associados a doengas como diabetes e hipertensdao. Embora tais polimorfismos ndo cheguem a
interferir no funcionamento de ACE2, por serem expressos fora do sitio catalitico, eles alteram
algumas regides da estrutura 3D do ACE2. Como consequéncia, estas alteragdes estruturais t€ém

o poder de dificultar a ligagdo do novo coronavirus & MP das células-alvo, fato que pode ser

21



somado as razdes pelas quais algumas pessoas, quando comparadas a outras, t€m sintomas mais
leves da COVID-19.%

Dando seguimento ao mecanismo de invasdo celular do novo coronavirus, apés o
processo de endocitose, a TMPRSS2, em provavel associagdo com CatB/L, entra novamente
em agdo para fragmentar a glicoproteina spike e, assim, liberar o material genético do SARS-
CoV-2 dentro do citoplasma da célula hospedeira.*® A maior parte do extenso RNA gendmico
do novo coronavirus ¢ constituida pelas fases de leitura aberta (ORFs) 1a e 1b, as quais ocupam
aproximadamente dois ter¢cos do genoma viral. Apos associarem-se a ribossomos ¢ a RNA
transportadores da célula hospedeira, as regides codificantes destas ORFs sdo traduzidas em
duas grandes cadeias polipeptidicas, a ppla, de massa molecular igual a 490 kDa distribuida ao
longo de 4405 aminoécidos, e a pplab, de massa molecular igual a 794 kDa distribuida ao longo
de 7096 aminoacidos.!”**4 No caso da pplab, um mecanismo alternativo de tradugio para
mesclar proteinas codificadas por dois ORFs diferentes (“programmed -1 ribosomal
frameshift”) é acionado.** Em seguida, as cisteino proteases PLP® (um dos dominios da Nsp3)
e MP™ (Nsp5) sofrem excisdo das gigantes proteicas supracitadas mediante autoclivagem e
ocasionam uma subsequente clivagem proteolitica da cadeia ppla em 3 e em 7 pontos distintos,
respectivamente, ¢ da cadeia pplab em 3 e em 11 pontos distintos, respectivamente, a fim de
gerar macromoléculas funcionais para o SARS-CoV-2.247% Como resultado, sdo produzidos
1 peptideo composto por 7 aminodcidos (Nspll) e 14 proteinas (Nspl, Nsp2, Nsp3, Nsp4,
Nsp6, Nsp7, Nsp8, Nsp9, Nspl10, Nsp12, Nsp13 — mais conhecida como Helicase —, Nsp14 —
mais conhecida como ExoN —, Nsp15 — mais conhecida como NendoU —, e Nsp16), totalizando

16 Nsps, conforme pode ser visualizado na Figura 4, adaptada de Zhao, Y. et al. (2022).1744:4:46

Figura 4 — Diagrama esquematico das poliproteinas ppla e pplab, bem como de seus pontos
de clivagem para originar todas as Nsps do novo coronavirus
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Fonte: ZHAO et al. (2022).
Legenda: As setas coloridas em vermelho e em azul representam os pontos de clivagem proteolitica das proteases
PLP™ e MP™, respectivamente.
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Nasequéncia, a proteina Nsp12 associa-se a varias outras Nsps para originar o complexo
de replicagdo-transcrigdo (RTC) que, por sua vez, se conecta a membrana do reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira para direcionar a replicagdo, a transcricdo e a maturagao
de RNAs virais gendmicos e subgendmicos.*® Ademais, outros ORFs que ocupam uma parcela
menos expressiva do genoma viral geram RNAs mensageiros subgenomicos que codificam 9 a
10 proteinas acessorias, e.g. ORF3a e ORF8, as quais sdo imprescindiveis para o processo de
replicagdo-traducao, e dao origem ainda as 4 proteinas estruturais mencionadas anteriormente
(S, M, E e N).!74445:49.30 A Figura 5, adaptada de Eastman et al. (2020), ilustra todos os ORFs e

as Nsps descritos.

Figura 5 — Representacdo da estrutura do genoma do SARS-CoV-2 e da poliproteina pplab
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Fonte: EASTMAN et al. (2020).

Legenda: ORFs presentes no material genético de 30 mil pares de bases (Pb) do SARS-CoV-2, ¢ as proteinas
oriundas a partir de cada um deles, incluindo a poliproteina pplab e todas as Nsps resultantes, com
destaque para aquelas que se unem a fim de originar o complexo de replicagdo viral que compde o RTC.

Em seguida, as proteinas S, M, E e N, juntamente com a cadeia replicada de RNA do
SARS-CoV-2, entram no maquinario do reticulo endoplasmatico associado ao complexo de
Golgi da célula hospedeira para originarem uma nova particula viral. A spike ¢ traduzida na
forma de um complexo de duas glicoproteinas spike, e este complexo € clivado pela TMPRSS2
em possivel associagdo com furinas, a fim de facilitar a montagem dos virions (particulas virais
elementares) no interior da célula hospedeira. As novas particulas virais sofrem entdo exocitose,

conforme ilustrado na Figura 6, confeccionada por Wu et al. (2020).16:17:21.49
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Figura 6 — Diagrama simplificado dos mecanismos de invasao celular, replicagdao e montagem
do SARS-CoV-2
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Fonte: WU et al. (2020).

Legenda: Primeiramente, o virus interage com os receptores ACE2 ¢ TMPRSS?2 da célula hospedeira. A seguir,
o RNA genoémico do virus (“RNA genome”™) é traduzido (“Translation”) em cadeias polipeptidicas
(“Polypeptide chains™) que sofrem subsequente protedlise (“Proteolysis”) pelas enzimas MP™ e PLP™,
originando, assim, as Nsps (“Non-structural proteins”). Em seguida, a enzima RdRp sintetiza (“RNA
synthesis) uma nova cadeia de RNA viral (“Viral RNA”) que é replicada e traduzida (“RNA replication
and translation”) em proteinas estruturais do novo coronavirus. Por fim, o complexo de golgi (“Golgi”)
associado ao reticulo endoplasmatico da célula infectada empacota estas proteinas estruturais
juntamente com o RNA replicado (“Packaging”), e, entdo, um novo virus € liberado para o meio
extracelular (“Virus release™).

2.1.1 Cisteino proteases do SARS-CoV-2

A MP® ¢ uma enzima formada por duas subunidades de cadeias proteicas idénticas,
responsaveis por caracterizd-la como um homodimero. Cada uma destas subunidades
representa um protdmero que ¢ constituido por trés dominios.!” Cada protdmero apresenta
massa molecular igual a 33 kDa e é composto por 306 aminoacidos localizados nas posigdes
3264 a 3569 da ppla/lab.!>>! Os residuos de amino4cidos de nimeros 10 a 99 e de 100 a 182

dos dominios I e II, respectivamente, adotam o formato de um conglomerado de seis filamentos
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de folhas-p} antiparalelas que ¢ tipico de quimiotripsinas. Entre estes dominios, existe uma fenda
profunda que abriga o sitio de ligacdo do substrato/sitio ativo, no qual aminoéacidos contendo
-NH> terminais (“N-terminal finger”/”N-finger”), representados pelos residuos de aminoacidos
de numeros 1 a 7, exercem um papel importante no processo catalitico. O sitio ativo da MP™ ¢
composto por uma diade catalitica, representada pelos residuos His41 e Cys145, e formado por
quatro bolsos principais (S1, S1°, S2 e S4), que sdo nomeados de acordo com a posi¢do no
substrato onde ocorre o ataque da protease. Cada protomero contém um sitio de ligacao do
substrato que contribui na mesma propor¢ao para o processo de catalise, sendo que ambos os
protdmeros permutam seus N-terminais com o intuito de estabilizarem os bolsos S1.!%5%%3

O dominio III da MP™ ¢ composto pelos residuos de aminoacidos de nimeros 198 a 303.
Este dominio se trata de um aglomerado globular formado por cinco a-hélices antiparalelas que
estdo envolvidas no processo de dimerizacdo da MP™ mediante, principalmente, interagdes
intermoleculares do tipo ponte salina entre o residuo Glu290 de um protémero ¢ o residuo Arg4
do outro protdmero. Ademais, os dominios II e III sdo conectados por um /loop que é composto
pelos aminoacidos de nimeros 183 a 198 e pode assumir duas conformagdes distintas.'*>

A taxa de mutagdo da MP™ ¢ extremamente baixa, de modo que o percentual de
identidade evidenciado por Zhang et al. (2020) entre as sequéncias de aminoacidos da isoforma
de 2002 do SARS-CoV e da isoforma de 2019 do SARS-CoV-2 foi bastante elevado, na ordem
de 96%.°%>* Além disso, a sobreposi¢do de estruturas 3D da MP™ com e sem ligantes por outros
pesquisadores revelou que os bolsos principais do sitio ativo desta enzima sdo pré-moldados,
isto €, ndo sofrem alteragdo por ligantes.!” Segundo Gunther et al. (2021), a MP® do novo
coronavirus possui dois sitios alostéricos de grande importancia farmacologica; sao eles: sitio
1, composto pelos residuos 1le213, Leu253, GIn256, Val297 e Cys300; e sitio 2, representado
pelos residuos GInl110, Aspl153, Val202, 11e249, Thr292, Phe294 e Arg298. A Figura 7,
adaptada de Zhang ef al. (2022) e de Oerlemans et al. (2021), ilustra os principais aspectos

moleculares da MP™.
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Figura 7 — Caracteristicas moleculares da estrutura 3D da MP™ do SARS-CoV-2
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Fonte: ZHAO et al. (2022); OERLEMANS et al. (2021).

Legenda: A) Homodimero da MP™, composto pelos protdmeros A, destacado em vermelho, ¢ B, em cinza;
B) Dominios I, IT e IIT do protdmero A;

C) Subsitios de ligagdo do substrato (“S1; S1°; S2; S4”) e localizagdo dos residuos cataliticos His41 e
Cysl145;

D) Representacdo dos aminoacidos que compdem a diade catalitica.
A PLP™ ¢ uma cisteino protease multifuncional de carater levemente basico composta
por 315 aminoacidos e que constitui um dos multiplos dominios da maior proteina do SARS-

CoV-2, a Nsp3, de massa molecular igual a aproximadamente 212 kDa distribuida ao longo de
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1945 aminoacidos.!>* Ela é uma enzima monomérica formada por dois dominios principais.
O primeiro deles ¢ o dominio catalitico, comumente subdividido em trés subdominios; sdo eles:
“Thumb”, composto por quatro a-hélices, “Palm”, formado por seis filamentos de folhas-B3, e
“Fingers”, constituido por quatro filamentos pregueados de folhas-3 antiparalelas. O sitio ativo
esta localizado em uma fenda entre o “Thumb” ¢ o “Palm”.'>® Diferentemente da MP™, as
propriedades cataliticas da PLP™ s3o semelhantes as de outras cisteino proteases, no sentido de
que seu sitio ativo € composto por uma triade catalitica, na qual o grupamento tiolato da Cys111
age como um nucleofilo, e o residuo Asp286 desprotona o residuo His272, que funciona,
quimicamente, como uma base.>> O acesso ao sitio ativo é regulado por um loop flexivel de
bloqueio do tipo 2, intitulado BL2, que atua como um portdo, sendo evidenciado em estruturas
3D sem ligantes. Apos a interacdo com o substrato/ligante, o BL2 se fecha sobre a fenda que
abriga o sitio ativo mediante um mecanismo de ajuste induzido via interagdes intermoleculares
com o substrato/ligante. Além disso, esse loop pode assumir varias conformagdes dependendo
do tamanho e do tipo da molécula inibidora.'” Na ponta do subdominio “Fingers”, o ion zinco
¢ coordenado por 4 residuos de cisteina (Cys189, Cys192, Cys224, e Cys226) em uma regiao
cuja geometria tetraédrica ¢ essencial para a integridade estrutural e consequente atividade
enzimatica.'”” O segundo dominio da PLP®, denominado Ubl, apresenta cadeias N-terminais
que sdo bem separadas do dominio catalitico.'”

A PLP™ do novo coronavirus ocasiona clivagem de ligacdes peptidicas da ppla/lab em
trés pontos distintos entre a Nspl e a Nsp2, a Nsp2 e a Nsp3, e entre a Nsp3 e a Nsp4, gerando
as proteinas Nspl, Nsp2 e Nsp3.”> A sequéncia consenso, ou “impressio digital”, de
reconhecimento pela PLP™ para promocao da protedlise € curiosamente idéntica as sequéncias
carreadas nos C-terminais das proteinas Ub e ISG15, cuja principal funcdo € ativar a resposta
imune inata de um organismo.!” Como consequéncia, a clivagem das por¢des C-terminais
destas duas proteinas pela PLP™ impede que o sistema imune do hospedeiro seja acionado. Os
sitios onde a PLP™ do SARS-CoV-2 se liga a substratos das proteinas Ub e ISG15 sdo
denominados SUb ou S1 e SUb2 ou S2.!%°7 Além disso, ja foi reportado que a PLP™ apresenta
mais fungdes de inativagcdo de outras proteinas, de maneira que algumas vias de sinalizacao
intracelular do organismo hospedeiro sdo prejudicadas.!®>® A Figura 8, confeccionada
brilhantemente por Ewert ef al. (2022), evidencia todos os detalhes moleculares da PLP™ do

Nnovo coronavirus.
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Figura 8 — Caracteristicas moleculares da estrutura 3D da PLP™ do SARS-CoV-2
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Fonte: EWERT et al. (2022).

Legenda: Estrutura 3D da PLP™ indicando o dominio “UbI”, na colorag@o laranja, e os trés subdominios “Fingers”,
na cor salmdo, “Palm”, na coloragdo ciano, ¢ “Thumb”, na cor roxa. Os sitios de liga¢do de diferentes
substratos (“S17; “S2”) foram destacados em amarelo e em violeta na superficie proteica. Por fim, o
zoom no dominio “Fingers” evidencia os residuos de aminoacidos envolvidos na coordenagdo do ion

zinco, enquanto o zoom no dominio “Pal/m” destaca a triade catalitica que compde o sitio ativo,
composta pelos residuos Cys111 (“C1117), His272 (“H272) e Asp286 (“D286”).

Os percentuais de identidade e de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das
enzimas PLP™ do SARS-CoV-2 e de seu antecessor SARS-CoV sdo, respectivamente, de 83%
e de 90%; por outro lado, entre a PLP™ do SARS-CoV-2 e a PLP™ do MERS-CoV sao de apenas
31% e 49%, respectivamente.'*>> A auséncia de proteinas altamente homologas a MP© ¢ a PLP™
em humanos torna estas enzimas alvos extremamente atrativos para o desenvolvimento de

candidatos a farmacos no combate 3 COVID-19.2!3

2.2 EPIDEMIOLOGIA, FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA DA COVID-19

Da mesma forma que outros virus de RNA se comportam, o SARS-CoV-2 esta
constantemente evoluindo como consequéncia de mutacdes aleatorias, e qualquer nova mutagao
pode potencialmente elevar a sua viruléncia. Ademais, mutagdes tém o poder de aumentar a

capacidade do virus de evadir das respostas imunoldgicas de infecgdes passadas pelo proprio
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SARS-CoV-2 ou mesmo decorrentes da imunizagdo passiva, isto €, por vacinagao, elevando,
assim, o risco de reinfec¢do em decorréncia da diminui¢do da eficacia de uma vacina contra
variantes do novo coronavirus. J& existe evidéncia clinica, inclusive, de que estas variantes tém
uma menor susceptibilidade tanto ao sistema imune adaptativo de pessoas vacinadas/ja
infectadas no passado quanto a anticorpos monoclonais que foram utilizados na preven¢ao e no
tratamento da COVID-19.3® Neste cenario, especialistas estio preocupados com variantes que
apresentem mudancgas na glicoproteina spike do SARS-CoV-2, uma vez que ela ¢ a porta de
entrada do virus as células humanas. Para tanto, desde 2020, mutacdes de interesse relacionadas
a esta proteina estrutural tém sido determinadas.>”

Desde meados de 2020, diversas variantes do novo coronavirus surgiram, e elas foram
identificadas segundo um sistema de nomenclatura conhecido como PANGO, o qual leva em
consideragio a filogenética do SARS-CoV-2.%° Neste contexto, uma ferramenta denominada
PANGOLIN foi desenvolvida por Rambaut et al. (2020) para classificar linhagens genéticas do
SARS-CoV-2 mediante agrupamento de sequéncias associadas a um evento epidemiologico,
como, por exemplo, a introducdo do novo coronavirus em uma area geografica diferente,
seguida da evidéncia de sua disseminagdo progressiva.

Apesar do numero gigantesco de mutagdes sofridas pelo SARS-CoV-2, poucas variantes
sdo consideradas potencialmente mais transmissiveis ou virulentas. Apos a COVID-19, os
Centros de Prevengado e Controle de Doencgas dos Estados Unidos da América (CDC) e a OMS
estabeleceram, de forma independente, um sistema de classificagdo que separa as variantes
emergentes das variantes comprovadamente mais transmissiveis e/ou virulentas. Além disso, a
OMS atribui letras gregas a elas. As linhagens que ainda ndo foram associadas a qualquer
evidéncia concreta de mudanga no padrao do quadro infeccioso da COVID-19 sao classificadas
como variantes de interesse (VOI).!” As 8 linhagens listadas no website da OMS sdo: Epsilon,
Zeta, Eta, Theta, Iota, Kappa, Lambda e Mu.®!' Por outro lado, as variantes relacionadas a um
aumento comprovado de transmissibilidade ou de viruléncia, a habilidade de escapar do sistema
imune e a reducdo do poder neutralizante de anticorpos decorrentes de imunizagdo ativa (por
infeccdo passada) ou passiva (por vacinagdo) ou ainda de escolhas terapéuticas (neste caso,
biofirmacos) sio denominadas variantes de preocupacio (VOC).562

A primeira variante de preocupagao, conhecida como B.1.1.7 segundo a nomenclatura
PANGO e como Alfa de acordo com a OMS, foi identificada pela primeira vez no Reino Unido
e espalhou-se por mais de 50 paises. A segunda VOC (B.1.351/Beta) foi encontrada
primeiramente na Africa do Sul, tendo sido posteriormente reportada em mais de 20 paises.*%:2

A terceira variante de preocupacao (P.1/Gamma), identificada primeiramente no Estado
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brasileiro do Amazonas, disseminou-se por mais de 10 paises. Estas trés variantes de
preocupacdo foram posteriormente substituidas em todo o mundo pela quarta VOC
(B.1.617.2/Delta), que surgiu na india no final de 2020 e tornou-se dominante mundialmente
em julho de 2021. Quatro meses depois, em novembro de 2021, surgiu a ultima variante de
preocupacio (B.1.1.529/0Omicron), a qual se mostrou ainda mais transmissivel do que a variante
Delta, porém menos virulenta. Rapidamente, a VOC Omicron tornou-se dominante em todo o
globo, e mais recentemente foram reportadas subvariantes dela, tais como BA.1, BA.1.1, BA.2,
BA.4 e BA.S, tendo estas duas ultimas sido consideradas as mais contagiosas desde o inicio da
pandemia de COVID-19.%°

Vincent et al. (2005) afirmaram que a cloroquina, um medicamento utilizado ha mais
de 50 anos no tratamento da maldria, foi um potente inibidor do SARS-CoV mediante estudos
realizados in vitro com culturas celulares. Seguindo um racional semelhante, Liu ef al. (2020)
defenderam que a hidroxicloroquina, um farmaco derivado da cloroquina, mas com menor
toxicidade e utilizado nos tratamentos de artrite reumatoide e de lipus eritematoso, mostrou-se
efetivo contra o SARS-CoV-2 em células infectadas in vitro. Em ambos os casos, 0 mecanismo
de acdo proposto foi de aumento do pH endossomal, impedindo, assim, a clivagem proteolitica
acida-dependente da glicoproteina spike para ativacdo do seu RBD e posterior interagdo do
mesmo com o receptor ACE2 da célula hospedeira, reduzindo, por consequéncia, o acesso dos
virus as células. Todavia, esses medicamentos falharam tanto na eliminacdo quanto na
diminui¢do da severidade dos sintomas da COVID-19 em pacientes acometidos por esta
doenga, durante um estudo clinico de 14 dias. Outros estudos clinicos evidenciaram ainda que
nao houve diminui¢do da necessidade de intubacdo nem da taxa de mortalidade em pacientes
tratados com hidroxicloroquina. Consequentemente, os usos emergenciais de cloroquina e de
hidroxicloroquina foram suspendidos pela Agéncia Reguladora de Medicamentos e Alimentos
dos Estados Unidos da América (FDA) em meados de 2020.'

Da mesma forma, o antibidtico azitromicina nao gerou nenhum efeito benéfico no
quadro clinico da COVID-19 durante estudos clinicos realizados com a molécula isolada e em
associagdo com cloroquina ou hidroxicloroquina. O antiparasitario nitazoxanida, de igual
maneira, falhou em gerar qualquer beneficio significativo contra a COVID-19 durante ensaios
clinicos. Semelhantemente, a ivermectina, um outro firmaco antiparasitario, apesar de ter
inibido a replicacdo do novo coronavirus in vitro, de acordo com estudos farmacocinéticos de
extrapolagdo, seriam necessarias doses 100 vezes maiores do que as aprovadas para uso em
humanos a fim de utiliza-la no tratamento da COVID-19. Posteriormente, resultados de dois

estudos clinicos de grande extensdo evidenciaram que voluntarios com quadros leves a
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moderados de COVID-19 nao apresentaram diminui¢do dos sintomas nem melhora de seus
quadros infecciosos apos serem tratados com ivermectina.>®
Outros medicamentos administrados por via oral, tais como inibidores de diferentes
quinases, inibidores de protease do HIV e antitromboticos, € por via intravenosa, tais como
plasma convalescente (doado por pessoas infectadas pela COVID-19, mas que se recuperaram
e apresentam elevados titulos de anticorpos), imunomoduladores e imunoglobulinas especificas
contra SARS-CoV-2, incluindo os anticorpos monoclonais, ¢ ainda por via inalatéria
(budesonida), também ja foram considerados para o tratamento da COVID-19. Todavia, eles
ndo tiveram seus usos, seja profilatico, seja terapéutico, recomendados pela agéncia
estadunidense NIH, a maior corporagdo de pesquisas biomédicas e médicas do mundo. Isso
ocorreu devido a evidéncias insuficientes de beneficios contra a COVID-19 ou a inexisténcia
de ensaios clinicos em humanos, assim como a perda de eficidcia apds o surgimento de
determinada variante ou mesmo a ndo observancia de efeitos benéficos no quadro clinico da
COVID-19 durante estudos clinicos.’®
Os medicamentos recomendados atualmente pela agéncia estadunidense NIH para
tratamento da COVID-19 sdo os seguintes:
= Individuos hospitalizados: 1) Remdesivir, um pro-farmaco antiviral inibidor da enzima
RdRp do SARS-CoV-2, utilizado anteriormente no tratamento de ebola e da doenca
causada pelo MARV; foi aprovado tanto pelo FDA quanto pela ANVISA apos
resultados positivos de trés estudos clinicos consistentes®®%; 2) Corticoides (de
preferéncia, dexametasona; na auséncia deste fairmaco, podem ser utilizados outros
corticosteroides, como, por exemplo, prednisona e hidrocortisona), em combinacao ou
nao com tocilizumabe, um moderno anti-inflamatério imunomodulador anti-receptor de
IL-6 na forma de anticorpo monoclonal;>®
= Individuos ndo hospitalizados (até o 5° dia apos o inicio dos sintomas): 1) Paxlovid®,
medicamento composto pelo farmaco inovador “PF-0321332”, intitulado nirmatrelvir,
em associagdo com o ritonavir para diminuir seu metabolismo; € um inibidor covalente
da MP™ do SARS-CoV-2, tendo sido aprovado pelo FDA para uso emergencial nos
Estados Unidos da América (EUA) em 22 de dezembro de 2021 e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil, em 30 de margo de 2022;56:67
= Tratamentos alternativos adicionais, em ordem de preferéncia, para individuos nao
hospitalizados: 1) Remdesivir; 2) Molnupiravir, antiviral que apresenta o mesmo
mecanismo de a¢do do Remdesivir, porém ¢ administrado por via oral; ele foi aprovado

pela MHRA no dia 04 de outubro de 2021, pelo FDA no dia 23 de dezembro de 2021,
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e pela ANVISA no dia 04 de maio de 2022;°%%%70 3) Bebtelovimabe, um anticorpo
monoclonal neutralizante anti-SARS-CoV-2 que interage com a glicoproteina spike;>®
= Tratamentos alternativos adicionais para individuos nao hospitalizados e nao infectados
pela subvariante BA.2 da VOC Omicron: 1) Anticorpos monoclonais neutralizantes
anti-SARS-CoV-2 que interagem com a glicoproteina spike, impedindo, por
conseguinte, a entrada do virus na célula — A) Bebtelovimabe; B) Sotrovimabe.*®
o Todas a propostas terapéuticas recomendadas sao de administragcdo parenteral
(intravenosa), excecao seja feita para o Paxlovid®, o Molnupiravir ¢ os
corticoides, que sdo por via oral.*®
No dia 22 de novembro de 2022, a industria farmacéutica japonesa Shionogi notificou
a imprensa que seu farmaco inovador “S-217622”, nomeado ensitrelvir, foi aprovado pela
PMDA para ser comercializado, sob uso emergencial, na forma do medicamento Xocova® no
Japdo. Este farmaco ¢ um inibidor ndo covalente da MP™ do SARS-CoV-2, e, diferentemente
do Paxlovid® que precisa ser administrado duas vezes ao dia, 0 Xocova® ¢ administrado

apenas uma vez ao dia e sem a necessidade de associa¢do com o ritonavir.”!>"3

2.3 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

2.3.1 Quimica Farmacéutica/Medicinal e modelagem molecular

A Quimica Medicinal ¢ uma ciéncia baseada na Quimica, que envolve aspectos
quimicos, biologicos, médicos e farmacéuticos. Esta disciplina compreende a invencao,
descoberta, planejamento, identificagdo e preparagdo de substancias biologicamente ativas,
bem como a interpretacdo de seu modo de agdo no ambito molecular, o estudo de seu
metabolismo, e o estabelecimento das relagdes estrutura-atividade, a fim de aplicar todos estes
fundamentos no planejamento racional dos farmacos. O profissional dessa 4rea faz uso da
interdisciplinaridade, agregando informacgdes de diferentes subareas, que solidificam todos os
aspectos envolvidos nas etapas de planejamento, sintese, elaboragdo e esclarecimento sobre os
mecanismos de a¢do dos farmacos nas variadas doengas que acometem os seres vivos.”*

Neste contexto, o desenvolvimento de farmacos assistido por métodos computacionais
(CADD) ¢ uma ferramenta amplamente utilizada pela Quimica Medicinal nos projetos de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. As metodologias desta ferramenta sdo usadas
desde a identificagdo de moléculas bioativas a partir de compostos potenciais até a otimizagao

de compostos lideres, tanto no que tange as suas propriedades fisico-quimicas, para fins
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farmacocinéticos, quanto as propriedades farmacodindmicas, com o intuito principal de inibir
a atividade de uma enzima ou de bloquear o reconhecimento de uma substancia por um
receptor.!”

A modelagem molecular consiste na investigagao das propriedades moleculares e
estruturais de uma substancia ou de sistemas complexos pelo uso da Quimica computacional e
de técnicas de visualizagdo grafica, visando ao fornecimento de uma representacdo 3D, de
acordo com determinadas caracteristicas.'®’*”> Nesta esfera de investigacdo, a modelagem
molecular engloba metodologias computacionais que determinam densidades eletronicas e
distancias interatdmicas de moléculas de interesse biologico, definem as conformacgdes
potencialmente bioativas, estudam o equilibrio conformacional de biomoléculas, definem,
confirmam ou descartam hipoteses para o0 mecanismo de agdo em nivel eletronico e molecular
de diversos farmacos, explicam racionalmente as atividades farmacologicas de substancias, e,
finalmente, identificam interacdes especificas entre farmacos e proteinas ou receptores,
mediante a determinagdo de grupamentos farmacoforicos, isto ¢, de por¢des da estrutura do
ligante que interagem ativamente com uma biomacromolécula especifica.!”

Os modelos computacionais de aproximagdo que tém sido predominantemente
utilizados em estudos de modelagem molecular baseiam-se em métodos de calculo que diferem
entre si basicamente quanto a natureza do campo de forga, isto €, a associacdo de parametros
numéricos com um conjunto especifico de fun¢des de energia.!®’® No ambito da modelagem
molecular, um campo de forca ndo deve ser entendido como o campo de for¢a definido na fisica,
pois, na Quimica computacional, ele ¢ uma nomenclatura aplicada para se referir ao conjunto
de parametros usados para definir fungdes de energia interatdmicas e, assim, permitir o calculo
da energia potencial de um sistema composto por atomos ou particulas.!*!? Baseando-se nos
diferentes campos de forca, os modelos de aproximagdo sdo classificados como totalmente
empiricos, totalmente tedricos e semiempiricos. Os modelos totalmente empiricos sdo também
conhecidos como de aproximacao direta ou clédssica e incluem os métodos de céalculo da
mecanica molecular (MM) e da dindmica molecular (MD/DM). J& os modelos totalmente
teoricos, bem como os semiempiricos, sdo reconhecidos como de aproximacdo indireta ou
quantica.'®’¢

O método de MM tem como base a visdo cléssica da estrutura de uma molécula como
sendo um conjunto de atomos ou “esferas” conectados por “molas”, em vez de ntcleos e
elétrons, como ocorre nos métodos quanticos.”® Essa metodologia é justificivel quando ha
permanéncia razoavelmente constante de pardmetros atomisticos entre estruturas diferentes,

contanto que a hibridagdo dos atomos abrangidos seja a mesma. Na mecanica molecular

33



desenvolvem-se campos de for¢a que sdo constituidos pelo somatoério de fungdes energéticas,
como, por exemplo, angulos e distdncias de ligacdo, distancias de van de Waals, angulos
diedros, interagdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (H) de um sistema no estado de
equilibrio. Além disso, constantes de forca sao determinadas a partir de penalidades energéticas
aplicaveis quando os valores encontrados entre nucleos e elétrons se afastam dos valores
calculados no estado de equilibrio. Para reduzir essas penalidades de energia, aplica-se o
processo de otimizagao/minimizagdo energética mediante uso de um algoritmo matematico
adequado.'%76

A principal vantagem da MM ¢ o tempo relativamente curto gasto para se avaliarem
sistemas complexos.!%’® Na pratica, entretanto, os métodos quanticos garantem maior precisio
dos resultados e fornecem dados acerca da estrutura eletronica, a qual ndo ¢ levada em
consideragdo na MM.!® O método de MD permite determinar movimentos moleculares em
funcdo do tempo, isto &, propriedades de trajetoria da molécula dependentes do tempo, como,
por exemplo, difusdo, enovelamento proteico e solvatacdo. Para tanto, considera-se a energia
cinética dos atomos, a qual causa colisdes intermoleculares e, consequentemente, mudancas
conformacionais nas moléculas. Os calculos de dindmica molecular tém como base a equagdo
de movimento newtoniana.”®

Por outro lado, os métodos de mecanica quantica (QM) baseiam-se na resolugdo da
equagdo de Schrodinger, que foi postulada pelo fisico de mesmo sobrenome apos contribuicdes
de trabalhos pioneiros dos também fisicos Planck, Einstein e Louis de Broglie. A equacdo de
Schrddinger, por sua vez, inclui o comportamento ondulatério para todos os nticleos e elétrons
que constituem um sistema atomico a fim de se determinar a energia deste sistema. Devido a
elevada complexidade da equagdo em xeque, aproximagdes sdo aplicadas para sistemas
praticos. Neste sentido, a aproximag¢do de Born-Oppenheimer separa os movimentos eletronico
e nuclear e calcula apenas as energias dos elétrons em cada conjunto de posi¢des nucleares
estacionarias, mediante congelamento hipotético dos nucleos. A fun¢do de onda tida como
melhor € a que atinge um minimo de energia. Para sistemas com elétrons desemparelhados,
como ¢ o caso dos radicais livres, além do célculo de fungdes dos orbitais moleculares que
ocorrem em todos os sistemas, o spin dos elétrons nestes orbitais deve ser levado em
considera¢do na aproximacao utilizada.'®

Nos métodos quanticos ab initio, nao sao incluidas aproximacdes além das tedricas, e
os orbitais moleculares sdo representados como conjuntos de bases. Entretanto, apesar de mais
precisos, tais métodos requerem grande capacidade de memoria e maior tempo de maquina.

Além disso, sdo aplicados, geralmente, para moléculas pequenas, pois, o nimero de integrais

34



cresce exponencialmente, na ordem de quatro vezes, com relagdo ao nuimero de fungdes
utilizadas, chegando a milhdes ja no caso de moléculas pequenas. Para resolver esse problema,
surgiram os métodos semiempiricos, os quais negligenciam um grande nimero de integrais a
fim de diminuir o tempo de calculo do computador. Estes métodos baseiam-se nas mesmas
aproximagdes dos métodos ab initio, porém, uma parcela dos seus pardmetros sofre ajustes
advindos de dados experimentais, de modo que eles t€ém aplicagdo limitada a sistemas contendo
os elementos quimicos para os quais aqueles parametros foram desenvolvidos. Como resultado
dessas parametrizagoes, varios dados experimentais, como, por exemplo, calores de formagao,
geometrias de equilibrio, energias de ioniza¢do e momentos de dipolo sdo reproduzidos nas
aproximagdes semiempiricas.!®

Como consequéncia do rapido avanco na area de hardware, software ¢ métodos, os
processos computacionais antes realizados exclusivamente em estacdes de trabalho de alto
desempenho, s3o atualmente calculados em microcomputadores com uma escala de tempo
suficientemente aceitavel.'>’® Pelo exposto, a modelagem molecular, estando atrelada a uma
proposta de redugdes significativas do custo e do tempo envolvidos no processo de descoberta
de um novo farmaco, auxilia na interpretagdo das correlagdes entre a estrutura quimica de uma
substancia e sua atividade farmacologica. Diante desta realidade, pode-se inferir que as técnicas
computacionais devem ser integradas aos procedimentos experimentais, e, assim, de igual
maneira, ocupar uma fun¢do central no processo de planejamento racional e estudo de novos

fArmacos e moléculas com atividade biolégica.'

2.3.2 Docking e AutoDock Vina

Dentre as vertentes da modelagem molecular, o método de docking ou ancoragem
molecular ou ainda atracamento molecular destaca-se como uma das técnicas mais utilizadas
no mundo moderno para pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Esta técnica prediz o
modo de ligacdo do farmaco na regido de interagdo com um alvo molecular (proteina/receptor).
Devido ao crescente aumento do conhecimento de estruturas 3D de proteinas, esta metodologia
computacional vem sendo amplamente utilizada na obtenc¢io de novas substancias bioativas.”’
Além disso, o docking determina a geometria do ligante no sitio ativo, avaliando tanto
complementaridade quanto afinidade, e identifica a localizagao do sitio ativo de um receptor ou
de uma proteina quando ela é desconhecida.'?’*"780 A Figura 9 ilustra esquematicamente a

formagdo de um complexo proteina-ligante pela metodologia de docking.
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Figura 9 — Representagdo esquematica da interacdo de um ligante com o sitio ativo de uma
protease

Proteina Ligante Complexo
proteina-ligante

Fonte: do autor.

O primeiro principio de ancoragem molecular proposto foi o modelo “chave-fechadura”
de Emil Fischer. Em 1894, este pesquisador utilizou o principio “chave-fechadura” para
explicar o modelo tedrico da interagdo ligante-receptor. A teoria de Fischer afirmava que
ligantes e receptores poderiam reconhecer um ao outro mediante alinhamentos geométricos que
se assemelhavam a maneira que uma chave se encaixa perfeitamente em uma fechadura. Nesta
época, tanto o receptor quanto o ligante eram considerados estruturas rigidas, isto ¢é, suas
conformacgdes espaciais ndo sofriam alteracdo durante o atracamento molecular. Embora essa
consideragdo explique bem o processo de mudancgas sutis na estrutura e na conformagdo 3D
antes e depois da interacdo de um receptor com substancias pequenas, em meados do século
XX, ela passou a ser considerada como insuficiente na medida em que eram observadas grandes
mudangas conformacionais na estrutura de um receptor que havia interagido com substancias
maiores. Devido a essa limitacdo do modelo ‘“chave-fechadura”, em 1958, o pesquisador
Koshland propds a teoria do encaixe induzido. Segundo esta teoria, apos o reconhecimento do
substrato por uma enzima, a conformagao espacial do sitio ativo desta proteina ¢ modificada,
indicando, por conseguinte, que ambas as estruturas sdo flexiveis durante a ancoragem
molecular. Como consequéncia, no decorrer das décadas que se seguiram, diferentes métodos
computacionais foram propostos.'?

A ancoragem molecular engloba trés metodologias principais; sdo elas: docking rigido,
docking flexivel e docking semiflexivel. A primeira delas assume que tanto a conformacao do

ligante quanto a do receptor ndo sofrem alteracdo e que apenas a posicao espacial das duas



moléculas ¢ modificada. Neste tipo de ancoragem, pelo fato de o ligante e o receptor serem
considerados fixos, a extensdo e o grau de dificuldade dos calculos computacionais envolvidos
sa0 os mais simples possiveis. Entretanto, para garantir uma exatidao razoavel dos resultados,
o docking rigido ¢ indicado apenas para interagdes envolvendo duas estruturas grandes, como,
por exemplo, proteinas e complexos de proteinas com &cidos nucleicos. Na segunda
metodologia supracitada, as conformagdes do ligante e do receptor podem sofrer modificagdes
livremente. Como resultado positivo deste tipo de simulagdo computacional, obtém-se uma alta
exatiddo devido a elevada aproximagdo da situagdo real. Todavia, devido ao aumento
significativo de variaveis geométricas com o nimero de atomos do sistema, o docking flexivel
¢ o método computacional mais complexo ¢ demorado, de modo que ele requer computadores
de altissimo desempenho. Na terceira e ultima metodologia, enquanto a conformagdo do
receptor ¢ fixada para se comportar de forma rigida, a conformag¢do do ligante varia segundo
um alcance pré-determinado, por exemplo, fixando-se o angulo de ligacdo e o comprimento de
ligacdo em porgdes ndo-criticas do ligante, isto €, que ndo sdo passiveis de interagdo com o
receptor. Este método de docking semiflexivel tem sido amplamente utilizado em simulagdes
computacionais entre pequenos ligantes e biomacromoléculas, como, por exemplo, receptores,
enzimas e acidos nucleicos, devido a 6tima habilidade de predicdo da interacdo sem a
necessidade de calculos tdo complexos e dispendiosos quanto os envolvidos no docking
flexivel.?

Diferentemente da DM que lida de forma direta com a energia através dos campos de
for¢a quimicos, o docking esta interessado na reprodugdo de potenciais quimicos por meio de
scores, 0s quais representam a energia de Gibbs aproximada da interacdo de conformacao
preferencial que uma molécula assume quando interage com o sitio ativo da
biomacromolécula/bioreceptor ou ainda que uma biomacromolécula assume frente a outra
biomacromolécula, como € o caso da interagdo entre proteina-proteina e entre proteina-DNA.
A interacdo de um ligante com uma biomacromolécula ¢ um processo de equilibrio
termodindmico do sistema, sendo este representado pelo complexo resultante de uma interagao.
Portanto, na esfera do docking, busca-se pelo complexo cuja conformagdo apresente a menor
energia de afinidade, isto €, o menor valor de energia de Gibbs aproximada, sendo que aquela
energia pode ou ndo equivaler ao score. Neste ambito, modelos ou func¢des matematicas
precisam ser empregados para calcular esta energia da maneira mais exata possivel. Como
consequéncia, ¢ necessario que sejam desenvolvidos algoritmos extremamente eficazes e
rapidos no que tange a busca pelo complexo otimizado que apresente a conformagao de menor

energia de afinidade/score possivel.!>7880
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Os algoritmos mais utilizados na esfera da ancoragem molecular sdo os de busca
exaustiva e os heuristicos. Os algoritmos de busca exaustiva s3o usados quando nao se conhece
a regido da biomacromolécula onde ocorre interagdo com um ligante grande, isto €, com uma
outra biomacromolécula, a qual, geralmente, corresponde a uma proteina, um RNA ou um
DNA. Neste caso, a regido de interagdo pode ocorrer em qualquer por¢do da superficie da
biomacromolécula. Os algoritmos heuristicos, por outro lado, apresentam uma vasta aplicacao
para ligantes pequenos, como € o caso de farmacos, uma vez que se conhece o sitio ativo de
uma proteina ou o dominio de ligagdo de um receptor onde o complexo biomacromolécula-
ligante se forma.'?

Atualmente, os principais algoritmos heuristicos usados no ambito do docking sdo o
Monte Carlo (MC), o Genético (GA) e o Swarm Intelligence (SI). Na pratica, o MC, por ser
uma ferramenta mais geral de busca pela conformagao de menor energia, requer um tempo de
calculo bem maior para gerar a melhor solucdo possivel, quando comparado aos outros dois
tipos de algoritmos. O GA, devido a simplicidade, elevada eficiéncia e facil processamento,
tornou-se um dos mais importantes algoritmos de busca conformacional no que se refere a
complexos de biomacromoléculas com ligantes pequenos. O SI, por sua vez, apesar de ser
considerado um algoritmo de eficiéncia até superior a dos GA, ainda precisa alcangar uma
maior notoriedade a fim de que seu uso se equipare ao dos algoritmos genéticos.?

Para que um software de ancoragem molecular seja bem sucedido, ele requer, além de
um algoritmo eficaz, uma func¢do de avaliagdo/pontuagdo/scoring sensivel o bastante para
ranquear as conformacdes geradas pelo algoritmo de escolha, a fim de que a conformagao
melhor ranqueada in silico aproxime-se a0 maximo da conformagcio que se observaria in vivo.'
Essa fungdo de scoring representa uma aproximacgdo computacional para predizer a afinidade
da interagdo proteina-ligante e pode conter parametros hidrofobicos, eletrostaticos, de van der
Waals e de ligagdes de H, provenientes de modelos matematicos que anteveem as melhores
orientagdes do ligante, segundo uma lista de valores de energia.' Uma funcdo de scoring

genérica ¢ representada da seguinte forma (1):

M N M

N
A(;t =ap + ay § E V\'d\\',i,j + an E E VIIh()nd,i,j

i=1 j=1 i=1 j=I

M N M

N
+ a3 Z E Vclcc, i + ay E § Vdcsol,i,j

=1 j=1 i=1 j=1 (1)
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onde AG: ¢ a afinidade de ligacao tedrica; ao € a constante de regressao; a1 € o peso relativo ao
termo da interagdo de van der Waals (Vvaw); a2 € o peso referente ao termo da ligagdo de
hidrogénio (Vubond); 03 € 0 peso relativo ao termo que representa o potencial eletrostatico (Velec);

e au é 0 peso referente ao termo do potencial de dessolvatagdo (Vaesol).™

Termodinamicamente, a fungdo de scoring pode ser interpretada como uma tentativa de
aproximacao dos potenciais quimicos padrao ou da energia de Gibbs de um sistema (AG), isto
é, do estado de equilibrio.!>*° Neste contexto, uma importante relagio termodindmica permite
determinar a constante de equilibrio (K) de um sistema a partir de valores de AG. Esta relagao
pode ser utilizada para predigdes de valores de constante de inibicao (K;) a partir de resultados

de fungdo de scoring mediante a seguinte equagado (2):
A.G® =—RTInK )

onde A:G® ¢ o valor da variagdo da energia de Gibbs de formagdo de um complexo no estado
de equilibrio; R é a constante universal dos gases perfeitos (1,985 x 107 kcal/mol/K); T é a

temperatura (298,15 K); In é o logaritmo natural ou neperiano; e K é a constante de equilibrio.®!

As trés principais categorias de fun¢des de scoring sdo as baseados na fisica, na
experiéncia € no conhecimento. A primeira delas utiliza a equagdo fundamental da
termodindmica para a predicdo da energia de Gibbs. Para tanto, combina-se um método de
calculo da energia de Gibbs com um campo de forga, o qual utiliza diferentes fungdes de energia
potencial para representar a energia interna de uma molécula. Esse tipo de fun¢do de scoring
leva em consideracdo a energia interna e os efeitos tanto do solvente quanto da entropia, de
modo que a exatiddo do calculo da energia de Gibbs do sistema ¢ considerada bastante
satisfatoria. O inico ponto negativo ¢ o elevado tempo exigido pelo processo computacional.'?

Dentre os principais campos de forca das funcdes de scoring baseadas na fisica,
destacam-se 0 AMBER e o CHARMM. A segunda categoria de scoring (baseada em
experiéncia), considera muitos fatores; porém, embora o tempo de calculo seja
substancialmente menor quando comparado ao da categoria anterior, perde-se no quesito
exatiddo. A ultima categoria, por sua vez, ¢ determinada pela analise de bases de dados de
estruturas de proteinas conhecidas, aplicando-se a distribuicdo de Boltzmann. Para tanto,

avalia-se a estrutura do complexo em um experimento para definicdo das regras de interacao
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entre as substancias envolvidas. Esta categoria ¢ comumente utilizada para determinar a
interagdo potencial entre um residuo de aminoacido de uma proteina e residuos de aminoacidos
de uma segunda proteina a fim de se estabelecer o par de residuos de aminoacidos que tem
maior afinidade quando duas biomacromoléculas interagem entre si. Como consequéncia,
apesar de rapido e de alto desempenho, este tipo de func¢do de scoring ¢ altamente dependente
de dados previamente conhecidos da estrutura proteica, fato que dificulta a analise de detalhes
envolvendo a interagio de um ligante pequeno com uma biomacromolécula.'?

Quando a estrutura 3D da proteina de escolha foi obtida experimentalmente na presenca
de um ligante que se complexou a ela durante o ensaio empirico, uma importante etapa de
validagdo do protocolo de ancoragem molecular se faz necessaria: o reancoramento/redocking
ou o cross-docking. No primeiro procedimento citado, realiza-se o docking da proteina com o
ligante cocristalizado a ela e compara-se a pose de melhor score com a posicao determinada
experimentalmente para este ligante mediante o calculo da raiz do desvio médio quadratico
(RMSD).% Ja no segundo procedimento supracitado, efetua-se o docking do ligante
cocristalizado com a mesma proteina, porém obtida a partir de um ensaio experimental
conduzido por pesquisadores diferentes, e, portanto, depositada em um banco de dados, e.g.
PDB, com um novo c6digo.®* O nivel de confiabilidade dos resultados de docking é considerado
satisfatorio quando os valores de RMSD sdo inferiores a 2,0 A, de acordo com a seguinte

equagio (3):30:8283

N
Z [(x-\'ai - xﬁai)z + (.’Vx,z' - yp?i)z + (z-\'»i o ZP-J')
RMSD = \| =

’]

N (3)

onde xx, yx € zx sd0 as coordenadas experimentais para o ligante, enquanto x,, y, € z, sdo as
coordenadas atdmicas para a posi¢do gerada pela simula¢do de ancoragem molecular. Quando
a soma ¢ calculada, consideram-se todos os N dtomos presentes na estrutura do ligante, com

excecdo dos 4tomos de hidrogénio.®

H4 uma vasta gama de softwares de docking disponiveis no mercado.”” Dentre os mais
de 50 pacotes de programas existentes, o0 AutoDock Vina ou simplesmente Vina, um software
de docking semiflexivel, de facil utilizacao e de simples configuragdo de pardmetros, ¢ uma das
ferramentas mais usadas atualmente para estudos in silico da interacdo entre ligantes pequenos

flexiveis e biomacromoléculas rigidas. O Vina foi criado em 2010 como uma proposta de versao
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atualizada do software AutoDock 4, desenvolvido em 2009 pelo mesmo laboratério de pesquisa
californiano que fundou a suite MGLTools, a qual inclui o software AutoDockTools (ADT).
Durante esta atualizacdo, a taxa de sucesso € o tempo de célculo foram substancialmente
aprimorados mediante tanto o uso de uma nova fun¢ao de scoring para prever as conformagdes
mais plausiveis quanto a implementacdo de um eficiente algoritmo de otimiza¢do/minimizagao
energética baseado nesta nova funcdo de scoring para estimar a afinidade entre uma proteina e
um ligante.'? Este algoritmo é o ILS global optimizer, um tipo de algoritmo heuristico MC
combinado com um método de otimizagdo baseado em gradiente, denominado BFGS e
considerado uma eficiente metodologia quasi-Newton para otimizagdo local. Como resultado
positivo, a eficiéncia deste algoritmo de busca do Vina garante melhores resultados de docking
com menos fungdes de scoring quando comparado ao algoritmo genético Lamarckiano
associado ao método de busca local “Solis-Wets” do AutoDock 4 (AD4).5485

O AD4 utiliza um modelo de fun¢do de scoring semiempirica baseado na fisica e
derivado de uma versdo do campo de forca AMBER, o qual leva em consideracao forcas de van
der Waals (hidrofobicas), representadas pelo potencial de Lennard-Jones 12-6, forcas
eletrostaticas, simbolizadas pelo potencial de Coulomb, ambas descritas na func¢ao a seguir (4),
e potenciais relativos a ligacdes de H direcionais, bem como contribuigdes aditivas de

dessolvatagdo e penalizagdes simples de entropia conformacional relacionada ao nimero de

ligacdes rotaciondveis/com flexibilidade torcional presentes no ligante 33>
12 6
Oij Oij q:9 i
V= s —[— + L
Z’»J T\ 7y rij Z*J 4reor;
“4)

em que V' ¢ o potencial de Lennard-Jones 12-6 somado ao potencial de Coulomb; a soma
envolve todos os pares de atomos 7./, normalmente excluindo 4&tomos separados por trés ligacdes
covalentes consecutivas; os atomos 7,j sdo separados por uma distincia r; e t€ém cargas g; € gj,
respectivamente; ¢; € a profundidade do potencial entre as barreiras atrativa e repulsiva; c;; € a
distancia finita na qual o potencial intermolecular é zero; e € ¢ a permissividade do espago

livre.%¢

A fungao de scoring do software Vina, por outro lado, ¢ completamente empirica, e nela
as forgas eletrostaticas e as contribui¢des de dessolvatacdo sdo desconsideradas, de modo que

o célculo leva em conta um potencial que descreve as forcas de van der Waals e os efeitos
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estéricos que sdo caracterizados por duas fungdes Gaussianas de atracdo e por um termo de
repulsdo. Além disso, a funcdo de scoring do Vina considera um segundo termo hidrofébico,
assim como ligacdes de H e penalizagdes simples de entropia conformacional relacionada ao

ntimero de ligacdes rotacionaveis.®*>47 Esta funcio (c) é descrita da seguinte forma (5):

c= Z.ﬁf{j (rr])

i<j (5)

onde ¢ ¢ a funcdo de scoring do Vina; a soma envolve todos os pares de &tomos que podem se
mover um em relagdo ao outro, normalmente excluindo 4tomos separados por trés ligagdes
covalentes consecutivas; cada 4tomo i ¢ atribuido a um tipo #, € um conjunto simétrico de
interagcdo definido pelas funcdes fi; da distancia interatomica r;; deve ser definido; o valor ¢

deve ser visto como uma soma de contribuicdes de interagdes intra e intermoleculares.®’

Ademais, o algoritmo de otimiza¢do do Vina prediz onde e como um ligante melhor
interage com uma proteina especifica mediante repeticdes dos calculos, aplicando-se diferentes
aleatoriedades, na tentativa de encontrar o minimo global de c. Neste sentido, o pardmetro
exaustividade (“exhaustiveness”) controla o numero de vezes que o calculo serd repetido.
Repetir o célculo da intera¢do proteina-ligante poderia ocasionar variagdes dos resultados
devido a randomizagdo. Todavia, pelo fato de o usuario ter a possibilidade de estabelecer o
conjunto inicial de vetores (“seed””) do algoritmo, os resultados de docking gerados sao
reprodutiveis. A energia livre prevista da melhor interacdo proteina-ligante ¢ calculada a partir
do viés intermolecular da conformagao do ligante de scoring mais baixo. Neste contexto, um
elevado nimero de ligagdes rotaciondveis no ligante assim como o estabelecimento de
interacdes repulsivas entre proteina e ligante caracterizam uma baixa afinidade proteina-ligante.
Por outro lado, ligagdes de H e contatos hidrofobicos contribuem para aumentar a afinidade do
ligante pela proteina. No manual de uso do Vina, a por¢@o da superficie proteica onde o ligante
interage ¢ especificada pelas coordenadas de um cubo imaginario, o qual representa a caixa de
ancoragem (“docking box”), denominada espaco de busca do algoritmo (“search space” ou
“grid box”).}’

Outra importante vantagem do Vina ¢ a possibilidade de realizagdo de andlises em
paralelo, utilizando-se computadores com multiplos nicleos para obtengdo de resultados em
um menor intervalo de tempo. Isso ¢ possivel, pois os célculos repetidos sao independentes,

visto que o Vina cria multiplos “threads” (menores sequéncias possiveis de instrugdes de



programacdo que podem ser conduzidas independentemente). A seguir, o algoritmo de
otimizagdo mantém os conjuntos de diversos valores minimos obtidos em analises separadas
nos multiplos nucleos e compila-os durante os estagios subsequentes de refinamento da
estrutura e agrupamento de resultados. O Vina foi criado para ser compativel com os formatos
dos arquivos usados pelo AD4, de maneira que seu uso € facilitado pelas ferramentas auxiliares
disponiveis na suite do AutoDock, como, por exemplo, o preparo dos ligantes, a escolha do

“search space” e a visualiza¢do dos resultados.?’

2.3.3 Bioisosterismo

Isosterismo foi um termo utilizado por Langmuir em 1919 para definir a relagdo entre
um conjunto de substancias, denominadas isésteros, cujas moléculas, &tomos, grupamentos ou
radicais compartilhavam formato e tamanho semelhantes, bem como propriedades fisico-
quimicas analogas.®® Posteriormente, este mesmo pesquisador deduziu, utilizando a teoria do
octeto, que o numero de elétrons na camada de valéncia era igual entre isosteros.® A seguir, em
1925, o pesquisador Grimm elaborou melhor o conceito de isosterismo mediante a proposta da
lei empirica de deslocamento de hidreto ou simplesmente regra do hidreto, segundo a qual a
adi¢do de um 4atomo de hidrogénio a um dtomo qualquer origina um pseudoatomo que apresenta
as mesmas propriedades fisicas dos atomos de elementos quimicos presentes na coluna vertical
da tabela periddica imediatamente posterior a coluna vertical do atomo original (sem o
hidrogénio adicionado).®*° A Figura 10, extraida de Barreiro e Fraga (2015), exemplifica o

conceito de Grimm:

Figura 10 — Regra do hidreto de Grimm
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Fonte: BARREIRO; FRAGA (2015).
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Em 1932, Erlenmeyer propds uma ampliacao do termo isosterismo mediante a defini¢cao
de isésteros como sendo atomos, moléculas ou ions que apresentavam o mesmo nimero de
elétrons na camada de valéncia. Neste sentido, os elementos quimicos pertencentes & mesma
coluna vertical da tabela periddica foram definidos como isésteros entre si. O termo
bioisosterismo foi introduzido por Friedman apenas no inicio da década de 50, na medida em
que ele previu uma aplicag¢do do isosterismo no ambito da atividade bioldgica de agonismo ou
de antagonismo.?%%8% A seguir, Thornber ampliou o termo bioisosteros para subunidades ou
grupos de moléculas que possuiam propriedades fisico-quimicas cujos efeitos bioldgicos eram
semelhantes.”® Segundo Meanwell (2021), os bioisosteros sio metaforas estruturais que
mimetizam uma funcionalidade biologicamente ativa. Neste contexto, interpretacdes modernas
de bioisosterismo evoluiram e tornaram-se mais expansivas, considerando o reconhecimento
bioldgico e a fungdo como principios mais fundamentais em detrimento das restrigdes passadas
de tamanho, forma e propriedades fisico-quimicas.®

Em 1970, Alfred Burger classificou e subdividiu os bioisosteros nas duas seguintes
categorias principais: classicos e ndo classicos. A primeira categoria mencionada agrupou
atomos, subunidades moleculares e grupamentos funcionais de mesma valéncia em cinco
grupos: monovalentes, divalentes, trivalentes, tetravalentes e anéis aromaticos eletronicamente
equivalentes.”® Por outro lado, todos os bioisdsteros que ndo se encaixaram em nenhum dos
tipos desta categoria, pois desobedeciam a definigdes eletronicas e/ou de efeito estérico, foram
categorizados como ndo classicos. Na maioria dos casos, estes bioisosteros nao classicos nao
tém o mesmo niimero de 4tomos do grupamento substituido.®° Eles foram agrupados segundo
quatro principios quimicos; sao eles: funcional, retroisosterismo, bioforo ou pontos isostéricos,
e anelagdo ou retroanelacao. O primeiro principio refere-se a troca de um grupamento funcional.
O segundo, por sua vez, diz respeito a modificagdo por inversao de posi¢cdo de um determinado
atomo ou conjunto de atomos em um grupo funcional. J4 o terceiro principio se trata da
alteragcdo de subunidades estruturais com sitios de interagdo equivalentes com biorreceptores.
Por fim, a anelacdo ou retroanelagdo engloba substituicdes de grupamentos ciclicos por
aciclicos e de grupamentos funcionais por outros eletronicamente diferentes dos originais.> No
ambito da descoberta de novos farmacos, a aplicagdo do bioisosterismo nao cldssico tem
sobreposto a do bioisosterismo cléassico.’ As Figuras 11 e 12, adaptadas de Meanwell (2021),

exemplificam praticamente todos os tipos de bioisdsteros supracitados.
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Figura 11 — Exemplos de bioisosteros classicos segundo os grupos aos quais eles pertencem
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Fonte: MEANWELL (2021).
Nota: O exemplo da troca bioisostérica de H por F ou de F por H ¢ enquadrado como néo cléssico por Barreiro e
Fraga (2015), devido a desobediéncia da regra da valéncia de atomos; essa justificativa foi rotunda o

bastante para que tal enquadramento fosse adotado nesta figura.

Figura 12 — Exemplos de 4 pares de bioisdsteros nao classicos
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Fonte: MEANWELL (2021).

Durante o desenho racional de novos farmacos por bioisosterismo, ocorrem
substitui¢des de grupamentos quimicos de compostos lideres. Como resultado, obtém-se séries
inovadoras de compostos congéneres candidatos a novos firmacos.”**?° Os compostos lideres

supracitados devem apresentar estrutura quimica conhecida e mecanismo de acdo bem



estabelecido; se possivel, ¢ de grande valia conhecer o grupamento farmacoférico e o modo de
interacio com a biomacromolécula.”®® Embora nem sempre seja facil prever o efeito que
modificagdes estruturais acarretardo na esfera da atividade biologica, as propriedades fisicas,
isto ¢, influéncias eletronicas, estéricas e hidrofobicas de grupamentos substituidos por
bioisosterismo, sdo bem conhecidas.?® Todavia, a predi¢do mais acertada de uma relacio
bioisostérica requer o entendimento das vias de inativagdo do metabolismo do fairmaco, assim
como dos principais fatores estruturais que determinam as propriedades fisico-quimicas
responsaveis por regular a biodisponibilidade e os efeitos adversos do mesmo.”®

Deveras, o uso correto do bioisosterismo requer conhecimentos prévios das
propriedades fisico-quimicas, bem como de pardmetros eletronicos e conformacionais
envolvidos no planejamento de uma substituicao bioisostérica, a fim de que eventuais alteragdes
das propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas do farmaco original, incluindo a
biodisponibilidade, sejam teoricamente previstas. Toda substituicdo bioisostérica deve ser
rigorosamente precedida pela analise cuidadosa dos seguintes parametros: 1) tamanho, volume
e distribuicdo eletronica dos 4tomos, assim como consideracdes sobre o grau de hibridizacao,
polarizacdo, angulos de ligacdo e efeitos indutivos e mesoméricos da ancoragem; 2) grau de
solubilidade lipidica e aquosa, para que se prevejam alteragdes fisico-quimicas, como, por
exemplo, de Log P e de pKa; 3) reatividade quimica de grupos funcionais ou de subunidades
estruturais bioisostéricas, principalmente para a previsdao de alteracdes significativas nos
processos de biotransformagdo, incluindo eventuais mudancas nos perfis de toxicidade dos
principais metabdlitos formados; 4) fatores conformacionais, incluindo diferentes capacidades
de formacgao de ligagdes de H tanto intermoleculares quanto intramoleculares. Alguns grupos
bioisostéricos alteram radicalmente as propriedades fisico-quimicas de substancias e, por
conseguinte, as atividades biologicas delas. Um exemplo classico € a substituicdo do
grupamento hidroxila (-OH) pelo grupamento amina (-NH:2); quando ligados a um anel
benzénico, obtém-se anilina a partir de um fenol, e as propriedades dcido-base destes compostos
sdo conhecidamente opostas.’

Existem varias razdes para se utilizar a estratégia de bioisosterismo no desenvolvimento
de novos farmacos, dentre as quais destacam-se: a necessidade de melhorar a atividade
farmacologica e simultaneamente diminuir os efeitos adversos, otimizar parametros
farmacocinéticos de compostos lideres, ou ainda ganhar seletividade para um determinado

receptor ou subtipo de isoforma enzimatica.®*°
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3 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi proposta a pesquisa das estruturas 3D das proteinas MP™ e PLP™ na
base de dados do Uniprot. O codigo PODTCI foi escolhido, pois ele passou por revisao e
apresenta anotagdes cuja pontuacio é maxima.’' Os codigos PDB das estruturas 3D escolhidas
para a MP™ e a PLP™ sdo, respectivamente, 7VU6 e 7JN2, e seus valores de resolu¢do, 1,80 A e
1,93 A.”? Esta escolha foi baseada nas estruturas 3D com valores de resolucio abaixo de 2,00
A que melhor evidenciaram as diferencas entre potenciais de inibicdo determinados
experimentalmente para os ligantes-controle a serem mencionados posteriormente. Tanto
7VU6 quanto 7JN2 foram baixadas no formato *.pdb pelo website RCSB PDB.*>%*
Primeiramente, estas proteinas tiveram os grupamentos quimicos de seus aminoacidos
protonados em pH 7,4 e moléculas de 4gua removidas pelo software ProteinPrepare da
plataforma PlayMolecule.”>”® Esta etapa é especialmente importante para determinagio tanto
do estado de protonacdo quanto da localizagdo do hidrogénio no aminoacido histidina (His), o
qual pode assumir trés diferentes estados. Os dois primeiros sdo neutros e tautdmeros entre si;
a diferenca entre eles consiste na localiza¢do do préoton. Neste sentido, quando o hidrogénio do
anel imidazolico do aminoacido His esta ligado ao nitrogénio épsilon, ele é identificado pela
sigla “Hie” ou “HIE”; por outro lado, quando o mesmo hidrogénio se liga ao nitrogénio delta
do anel imidazoélico, o aminoacido His passa a ser identificado pela sigla “Hid” ou “HID”. O
terceiro e ultimo estado de protonacdo deste aminodcido ¢ identificado pela sigla “Hip” ou
“HIP” e possui hidrogénios ligados aos dois nitrogénios supracitados, fato que confere a ele
carga positiva.”” Subsequentemente, fazendo uso do software ADT v1.5.7, outras entidades
moleculares indesejaveis foram removidas de ambas as proteinas. Finalmente, cargas de
Kollman e atomos de hidrogénio polares foram adicionados as estruturas proteicas, as quais
puderam, entdo, ser salvas no formato *.pdbqt.

Os ligantes precursores a ser trabalhados no bioisosterismo foram selecionados no
website DrugBank mediante aplicacdo dos seguintes filtros na se¢ao de “Categories’:
“Amides”; “Integrase Inhibitors”; “Protease Inhibitors”; “Antiviral agents”; e “Tyrosine
Kinase Inhibitors”.”® Estes filtros foram escolhidos com base na potencialidade estrutural que
entidades moleculares englobadas por eles apresentariam para se tornarem substancias
quimicas peptidomiméticas. Apos a avaliacdo visual de 1050 moléculas obtidas pelos filtros
supracitados, 126 delas, representando fArmacos j& aprovados no mercado farmacéutico ou em
fase investigativa de estudos clinicos, foram selecionadas para serem ligantes precursores. As

estruturas 3D destas substancias foram obtidas na biblioteca do website PubChem no formato
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* sdf.”” Essas moléculas foram entdo modificadas mediante uso do software MB-Isoster, o qual
possibilitou a criacdo de 831 derivados por bioisosterismo.'® Ademais, com base em resultados
de ICso obtidos a partir de experimentos in vitro de outros pesquisadores, para cada proteina, 2
ligantes-controle pertencentes a subclasse de inibidores nao covalentes foram escolhidos. Para
a MP™ as moléculas escolhidas foram: ensitrelvir e baicalein, cujos valores de ICso sdo,
respectivamente, 13 e 940 nM.!%%192 Para a PLP™, por sua vez, os ligantes escolhidos foram:
X8-83 e Jun9-13-7, cujos valores de ICso sdo, respectivamente, 210 e 7300 nM. 03104105 A
maioria das estruturas 3D foram encontradas no website PubChem, enquanto aquelas que nao
estavam disponiveis na biblioteca deste website foram desenhadas e otimizadas no software
MarvinSketch v21.20. Os ligantes precursores ¢ os derivados por bioisosterismo que
apresentam centros estereogénicos ndo tiveram seus diferentes isdmeros quirais analisados, de
modo que apenas um destes isomeros foi avaliado. Posteriormente, estados de ionizagdo em pH
7,4 foram gerados pela ferramenta OpenBabel v3.1.1, a qual também foi utilizada para
conversao de todos os ligantes para o formato *.pdbqt, incluindo os precursores baixados no
PubChem e os derivados por bioisosterismo concebidos. Porém, moléculas contendo aminas
terciarias, sulfonamidas, aminas secundarias ciclicas e hidroxilas aromaticas precisaram ter
seus estados de ionizagdo em pH 7,4 gerados pelo software MarvinSketch v21.20. Além disso,
nos casos de ligantes com estado de ionizacdo/espécie quimica predominante menor do que
80%, as espécies mais abundantes em pH 7,4 foram consideradas. Nas tabelas 1, 2, 3 e 4, que
serdo apresentadas na etapa de resultados e discussdo, os valores de score das diferentes
espécies aparecerdo em uma mesma linha, por ordem decrescente de abundancia e separados
por uma barra (/). Valores iguais serdo representados pelo simbolo ). Ademais, as imagens das
estruturas 2D de cada ligante com seus estados de protonagdo em pH 7,4 ja considerados serao
adicionadas as tabelas supracitadas para uma melhor visualizagdo das modificagdes
bioisostéricas, bem como para a observancia da influéncia do pH sobre a ionizagdo das
moléculas em estudo. Nos casos de ligantes com mais de uma espécie quimica principal, a
gravura da espécie que se encontra em maior percentual de abundancia foi adicionada.

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados mediante uso do software
AutoDock Vina v1.1.2.37 A versdo 1.1.2 do AutoDock Vina foi escolhida ao invés da mais nova
(1.2) pois existe um script nos servidores do laboratério MolMod-CS que ¢ compativel com a
versdao 1.1.2 e permite realizar estudos de docking em modo de batelada; portanto, diversos
resultados podem ser gerados em um curto intervalo de tempo. A versao 1.2, por outro lado, ¢
incompativel com o arquivo de saida .log, de modo que os resultados de energia de ligacao de

todos os resultados de ancoragem ndo seriam conhecidos se esta versao substituisse a versao
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1.1.2. Além disso, em relagdo aos resultados de energia de ligagdo, ndo houve diferengas
significativas entre essas versdes quando testadas em estudos de docking unitario com a mesma
enzima e o mesmo ligante. Para garantir que os ligantes interagiriam com o sitio ativo de cada
proteina, os calculos de acoplamento molecular foram delimitados, no software ADT v1.5.7,
por espagos de busca, chamados de “grid boxes”, nos quais os algoritmos de busca do Vina
testam diferentes conformagdes dos ligantes para determinar a conformagao que se complexa
mais favoravelmente com a proteina-alvo. Neste sentido, as delimitagdes dos espagos de busca
supracitados foram baseadas em valores de localizagdo e em tamanhos especificos das
coordenadas cartesianas x, y e z. Sendo assim, para a estrutura 7VU6, os valores de localiza¢ao
e os tamanhos escolhidos para a delimitagdo do espaco de busca em seu sitio ativo foram,
respectivamente, os seguintes: x = 6,025, y = 12,623, z = -6,436; x = 25,0 A, y =250 A z=
25,0 A. Para o sitio ativo da estrutura 7JN2, por sua vez, foram: x = 45,346, y = 27,456, z =
1,935;x =250 A, y=25,0 A, z= 25,0 A. No caso da enzima MP™ foram estudados ainda dois
sitios alostéricos previamente descritos por Gunther et al. (2021). Com base nos resultados in
silico e experimentais evidenciados por estes pesquisadores, os seguintes ligantes-controle
adicionais foram escolhidos: Pelitinib e AT-7519.%3 Para o primeiro sitio alostérico, os valores
de localizagdo e os tamanhos escolhidos para a delimitagdo do espago de busca foram,
respectivamente, os seguintes: X = 23,625,y =-12,883,z=233,478;x=25,0A,y=2504,z=
25,0 A. Para o segundo sitio alostérico, por sua vez, foram: x = 10,647,y =-7,993, z = 23,613;
x=250A, y=25,0 A,z=25,0A.

Todos os resultados foram analisados a partir de uma perspectiva de energia de ligagao
(fornecida em -Kcal/mol) e organizados em uma ordem crescente de energia (do valor mais
negativo para o mais positivo), com o objetivo de determinar os melhores perfis de interacgao.
Ademais, os valores de K; foram preditos mediante criagdo, no Microsoft Excel, da seguinte
formula, a qual equivale a equagdo 2, apresentada na revisdo da literatura, apds isolamento da
constante de equilibrio K: K; = ¢/*RD, igualmente utilizada por Ortiz e colaboradores (2019).

Em seguida, uma vez que os resultados mais favoraveis tinham sido obtidos, as
conformacgdes mais bem classificadas de cada ligante foram complexadas com cada proteina, e
o complexo foi salvo no formato *.pdb, mediante utilizacdo do software PyMOL v2.5.2. Neste
contexto, a fim de dissecar perfis de interacdo, forcas intermoleculares, como, por exemplo,
ligagdes de H, foram determinadas por meio de representacdes 2D e 3D do complexo ligante-
proteina, no software Discovery Studio Client v21.1.0.20298. Além disso, a

complementaridade proteina-ligante em 3D foi avaliada no software Pymol v2.5.2. Finalmente,
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para validar as simulag¢des in silico, o redocking foi executado, e, a seguir, os valores de RMSD
foram calculados pelo software Discovery Studio v21.1.0.20298.

Por fim, um estudo de aspectos de drogabilidade (regras de Lipinski/Veber, alertas
estruturais e acessibilidade sintética) e de lipofilicidade (Log P), assim como de outras
propriedades fisico-quimicas e de pardmetros farmacocinéticos (de ADMET) foram efetuados
com os melhores derivados contendo bioisosteros, bem como com os seus precursores € com
os ligantes-controle, através das plataformas SwissADME e ADMETlab 2.0.1%7:19 Para tanto,
os codigos SMILES dos ligantes precursores e dos ligantes-controle foram adquiridos na base
de dados do website PubChem, enquanto os cédigos SMILES de todos os derivados por

bioisosterismo foram concebidos pela ferramenta OpenBabel v3.1.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os ligantes precursores foram nomeados segundo os seus respectivos codigos de
identificacao do DrugBank (DrugBank Accession Number). Aos derivados por bioisosterismo
concebidos, além destes codigos, foi adicionada a terminacdo “ BI” seguida da numeragao
“ 00X” ou “0X”, necessaria para evidenciar o nimero de mudangas bioisostéricas cumulativas
realizadas. Os ligantes-controle, por outro lado, foram nomeados de acordo com seus nomes de
batismo ou codigos fornecidos pelos seus criadores nas publicagdes que os tornaram conhecidos
pela comunidade cientifica. No caso do ensitrelvir, dois ligantes foram avaliados, pois ¢ sabido
que este farmaco coexiste na forma de dois tautdmeros, de maneira que se fez necessaria a
adi¢do das numeracdes “ 17 e “ 27 para diferenciar os resultados de ancoragem molecular.®?

Em todas as tabelas, os ligantes-controle foram dispostos em ordem crescente de ICso,
enquanto os derivados e seus ligantes precursores, em ordem numérica crescente de seus
respectivos codigos. As tabelas 1, 2, 3 e 4 elencam o nimero de carbonos quirais existentes em
cada ligante, assim como o score obtido em cada resultado de docking realizado, e o K; predito
a partir do score. Ademais, para os derivados, detalhou-se a substitui¢do bioisostérica efetuada
e classificou-se o tipo de modificagdo realizada. Neste caso, todas as mudancas estruturais que
resultaram em uma diminui¢do no nimero de carbonos quirais da molécula derivada foram
enquadradas na estratégia de simplificagio molecular.®? Os derivados incluidos nas tabelas 1,
2, 3 e 4 sdo aqueles cujas modificagdes finais (contendo os ultimos bioisOsteros) apresentaram
valores preditos de K; < 1000 nM, refletindo um score < -8,2 Kcal/mol. O valor de K; para o
nirmatrelvir, primeiro inibidor de MP™ aprovado por agéncias reguladoras ao redor do globo

para uso emergencial no tratamento da COVID-19, ¢ de, aproximadamente, 3,1 nM.!*

Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP"™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continua)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante o o ) )
quirais bioisostérica modificacdo | (Kcal/mol)| (nM)
Ensitrelvir_1 0 NA NA -10,7 14,2
iJ

LK
X
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante . . . .
quirais bioisostérica modificagdo |(Kcal/mol)| (nM)
Ensitrelvir 2 0 NA NA -10,6 17,0
Hjc,\u
L
c—\‘/r‘l“‘ ° H”)J\M
AL A

Baicalein 0 NA NA -8,3/ 823,1/
-8,1 1153,6

0 NA NA -8,5 587,2

DB00549 BI 001 0 CHs;porH (1)  Bioisosterismo -7,7 22606,1

@ P Nao classico

DB00549 BI 002 0 CH;porH(2)  Bioisosterismo -8,7 419,0

Naio classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00549 BI 003 0 O por CH, Bioisosterismo -8,7 419,0
Classico
divalente
0 CH;porH (3)  Bioisosterismo -8,0 1365,7
Nao classico
SORAY,
DB00549 BI 005 0 O por NH Bioisosterismo -8,9 298.,9
Classico
divalente
DB06188 1 NA NA -7,9 1616,8
DB06188 BI 001 1 Clpor H Bioisosterismo -7,8 1914,1

CHy

d ’

Naio classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacdo)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB06188 BI 002 1 CHs;porH (1)  Bioisosterismo -7,7 2266,1
& Nao classico
Qe
DB06188 BI 003 1 CHspor H(2)  Bioisosterismo -7,9 1616,8
£ Nao classico
§ ;u\ !
N -.”7::\_\1.»,
DB06188_BI 004 0 CH; por H (3) Bioisosterismo -8,1 1153,6
i Nao classico
§ ;.J\ !
N ‘\_\HH‘
DB06188 BI 005 0 CH; por F Bioisosterismo -8,5 5872
Classico
monovalente
\\ N
;-. ‘\_\'\H—'
DB08882 1 NA NA -8,4 695,2

HiC

vl

N o
= N
N N =~
e Y \)\‘J
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - : .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB08882 BI 001 0 NH, (NH;5%) Bioisosterismo -8,5 587,2
" por H Nao classico/
< ) \\ (no C quiral) Simplificacdo
>/“*‘ g molecular
Hjc/r\\[(n \w
DB09079 0 NA NA -8,20 974,4
<1
LN\CH;
DB09079 BI 001 0 O por NH Bioisosterismo  -8,5/-8,3  587,2/
ERaN Classico 823,1
ol O o divalente
\
K/N\C)-L
DB09079_BI 002 0 CH; por H Bioisosterismo  -8,4/-8,2  695,2/
974,4

NH.

Nao classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante . . . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11902 0 NA NA 7,5 3176,1
/I ‘\- |H k
/ ~ ¥ S G
Hsf \ L
DB11902 BI 001 0 C=N por C=C Bioisosterismo -7,4 3760,2
i t Classico
v P divalente
/" N
H&C CH; x
’J:i-:
DB11902 BI 002 0 O por CH, Bioisosterismo -7,4 3760,2
Classico
divalente
0 CHs;porH (1)  Bioisosterismo -7,7 22606,1

DB11902 BI 003

CHy

== JH I\D
N
—
N / N
HiC - J

Naio classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11902_BI 004 0 CH; por H (2) Bioisosterismo -7,7 2266,1
i Nio classico
= N
~ P
DB11902_BI 005 0 CH; por H (3) Bioisosterismo -8,0 1365,7
i Nao classico
= NF II—bC\-‘D
/I = M/ =
HC HiC S J
f)=T:’Q
DB11902_BI 006 0 CH; por H (4) Bioisosterismo -8,1 1153,6
i Nio classico
HAC_\_ — I\HH!C\”
NN,
HiC .
O—;i:o
|
cHy
DB11902_BI 007 0 CHspor H(5)  Bioisosterismo -8,2 974.,4
i Nao classico
— R HHJC\O
chﬁ = N/ = n
HC S~ ‘
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11902_BI 008 0 CH; por H(6)  Bioisosterismo -8,5 587,2
e Nao classico
Hﬂc\h
= r~l/ 72
H,C . I
\:TZO
I
CHy
DB11902_BI 009 0 H por F Bioisosterismo -8,5 587,2
I Néo classico
NHHE‘C\L:
— N/ p
H,C S~ l
 — J —
IiJ
DB11984 1 NA NA -8,6 496,0
A
DB11984 BI 001 0 OH por H Bioisosterismo -8,5 587,2
(no C quiral) Nio classico/
\O Simplificagdo
molecular
DB11984 BI 002 0 CH; por NH Bioisosterismo 9,1 213,3
Classico
divalente

/\\

M
YO yeol
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12355 1 NA NA -7,2 5270,1
e ]
DB12355 BI 001 1 CHspor H(l)  Bioisosterismo -7,9 1616,8
E/ E\ N3o classico
X &
DB12355 BI 002 1 CHspor H(2)  Bioisosterismo -8,1 1153,6
g/ \? Nao classico
Dalas
DB12355 BI 003 1 CHs;por H(3)  Bioisosterismo -84 695,2
i/ \? Nao classico
%,C‘Hx ’ <E :.‘vf\li:CH:
DB12355 BI 004 1 CHs por NH>  Bioisosterismo -8.9 298.9
Classico
monovalente
(funcional)

CHy

/

NH

§
;zj’: O%NH

HN
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12364 0 NA NA -8,6 496,0
~
N
CH,
H‘C\N NH
4
DB12364 BI 001 0 C=Npor C=O  Bioisosterismo -8,7 419,0
o Classico
= divalente
— N
H,C\ .
b
0 CH; por H Bioisosterismo -8,6 496,0

DB12364 BI 002
Cl
~
= N

K
o
CH,

Nao classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12364 BI 003 0 O por NH Bioisosterismo -8,5 587,2
¢ Classico
= divalente
o N
H(in o
DB12364 BI 004 0 Clpor H Bioisosterismo 9,1 2133
| = Nao classico
/ N
Onl M
T”
I
CH,
DB12364 BI 005 0 H por F (1) Bioisosterismo -9.4 128,5
e . Nao classico
o o] N l \
N No o
L
DB12364 BI 006 0 H por F (2) Bioisosterismo -9,5 108,6

~

NH F
H
0, N.
X
r \
N Ne 2
0
F NH
CH,

H,C
[e]

Nao classico
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . . : .
quirais bioisostérica modificagdo |(Kcal/mol)| (nM)
DB12805 0 NA NA 9,1 2133
(/ :
=( .
N,
‘:\j'i“‘\\‘r)
DB12805 BI 001 0 Clpor F (1) Bioisosterismo -8,2 974,4
' Classico
72
i _ ( monovalente
//[J
0//‘b\N
:‘:}:—:‘_\_{n
DB12805_BI 002 0 Clpor F (2) Bioisosterismo -8,6 496,0
Classico
monovalente
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12805 BI 003 0 0=S=0 por Bioisosterismo -9,0 252,5
C=0(1) Nao cléssico
(funcional)
o
O
DB12805_BI 004 0 0=S=0 por Bioisosterismo -9.3 152,2
f C=0(2) Nio classico
(funcional)
Nra\O
o \’J
DB12863 0 NA NA -8,0 1365,7
CHy (o]
O\:\a
VA
DB12863 BI 001 0 O por NH Bioisosterismo -7,7 2266,1
e Cléssico
HyC
L divalente

O
/2 o]
o
o
N
H
(e}
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12863 BI 002 0 OH (O) por Bioisosterismo -8,5 587.,4
e o NH, Classico
"HC_H
[ monovalente
(funcional)
a\\\\q
™
(o]
N :
/\L]/
DB14209 5 NA NA -7,60 2682,8
o YT
DB14209 BI 001 4 CHj; por H Bioisosterismo -7,9 1616,8
‘j)”k Nio classico
DB14209 BI 002 4 OH (O) por Bioisosterismo ~ -7,9/-7,6  1616,8/
i NH: (1) Classico 2682,8
“\)\u g monovalente
O/ h\[(\E\“\‘ (funcional)
DB14209 BI 003 4 OH (O") por Bioisosterismo -7,9¢ 1616,8
" NH; (2) Classico
;\kc h monovalente
) (funcional)
DB14209_BI 004 4 H por F (1) Bioisosterismo  -8,1/-7,7 1153,6/

Nio classico

2266,1
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Tabela 1 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina M do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(conclusao)
Ligante Carbonos Substituigdo Tipo de Score K;
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14209 BI 005 4 H por F (2) Bioisosterismo -8,5 587.,4
Nao classico
0 NA NA -8,9 2989
0 Hpor 'He Bioisosterismo -9,0 252,5
Hpor F (1) Classico
monovalente/
Bioisosterismo
Nao classico
DB16650 BI 002 0 H por F (2) Bioisosterismo -8,9 298,9
jJHj 0 o Nao classico
\ H o j ".;_:\N__
A /T
DB16650 BI 003 0 O por NH Bioisosterismo -9,0 252,5
Classico
divalente

"
HN. o HN/CH3 Nf\
N v \N/N‘CHG
.
OINH F

Fonte: do autor.

Nota: Todas as siglas e abreviaturas utilizadas encontram-se na lista de siglas e abreviaturas; os melhores
resultados obtidos com as modifica¢des bioisostéricas foram sublinhados e destacados em negrito verde.
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Tabela 2 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 1

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continua)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
Ensitrelvir_l 0 NA NA -8,3 823,1
j/
—gc—u\ﬁ | /&
Ensitrelvir 2 0 NA NA -7,6 2682,8
N
I\
. L\ N
H:C—H/ S . Hrl)J\m
S AN A,
Baicalein 0 NA NA -6,7/- 122563/
6,6 14510,1
1 NA NA -6,8 1035,3
CHy
CHy H-\CH,
=
DB00549 0 NA NA -7,8 1914,1
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Tabela 2 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 1

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante . . . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00549 BI 001 0 CH;porH (1)  Bioisosterismo -7,3 4451,6
Nao classico
0 CH; por H(2)  Bioisosterismo -7,6 2682,8
Naio classico
0 O por CH; Bioisosterismo -7,6 2682,8
Classico
divalente
0 CH;porH (3)  Bioisosterismo -7,4 3760,2
Nao classico
SORRY,
DB00549 BI 005 0 O por NH Bioisosterismo -8,5 587,2

Classico

divalente
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Tabela 2 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 1

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(conclusao)
Ligante Carbonos Substituigdo Tipo de Score Ki
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11751 2 NA NA -8,4 695,22
1 CH;por H Bioisosterismo -8,0 1365,7
(no C quiral) Nao classico/
Simplificacdo
molecular
1 OH por F Bioisosterismo -8,5 587,2
Classico
monovalente

Fonte: do autor.

Nota: Todas as siglas e abreviaturas utilizadas encontram-se na lista de siglas e abreviaturas.

Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continua)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante o o ) )
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
Ensitrelvir_1 0 NA NA -8,0 1365,7

HC,

\
|
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
L Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
1gante
quirais bioisostérica modificagdo |(Kcal/mol)| (nM)
Ensitrelvir 2 0 NA NA -9,3 152,2
Hjc,\u
L
c_‘,/r"\ . Hr.)J\M
AL A
Baicalein 0 NA NA -7,9/ 1616,8/
-7,5/ 3176,1/
77 2266,1
1 NA NA -7,0 7386,4
DB00222 2 NA NA -9,0 252,5
i j‘r \/\©\;/’\‘ J\:>O.m‘-
DB00222 BI 001 2 H por F (1) Bioisosterismo -8,8 3539
”\j{: Nio classico
i .
J\@, JL>©
DB00222 BI 002 2 H por F (2) Bioisosterismo -9,2 180,2
“\,%: Nio classico
| vﬁ NS
DB00222 BI 003 0 CH;s por H (1) Bioisosterismo -8,6 496,0
. —no C quiral Nio classico/

Hr%ﬂmcmo

Simplificacdo

molecular
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score K
Ligante . .. . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00222 BI 004 0 CH; por H (2) Bioisosterismo -9,2 180,2
% Nao classico
4 "
) N\H/J\/D: o © /O
g S//\"')J\C‘;
DB01604 4 NA NA -7,70 2266,1
4 O por NH Bioisosterismo -7,8% 1914,1
Classico
divalente
4 O por CH» Bioisosterismo  -7,8/-7,7 1914,1/
Classico 2266,1

divalente
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacdo)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)

DB01604 BI 003 3 NH; por H Bioisosterismo -8,2 974,4
Nao classico

3 H por F (1) Bioisosterismo -8,5 587,2
Naio classico

DB01604 BI 005 3 H por F (2) Bioisosterismo -8,4 695,2

Naio classico
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . . . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB04868 0 NA NA -9,3 152,2
H \rl
N \
i P 4
DB04868 BI 001 0 CF; por CH3; Bioisosterismo -9,3 152,2
e Nio classico
N CHy
fana el
= ~«
S
Sadls
-
HiC
DB04868 BI 002 0 CH;porH(1)  Bioisosterismo -9,2 180,2
Q( Nio classico
5T
= N
NN
Sodlge
=
DB04868 BI 003 0 CH;porH(2)  Bioisosterismo 9.4 128,5
/@\”/ Nio cléssico
NN
| =
DB08882 1 NA NA -8,2 974,4

>/‘N CHy
Y0
by /“Y“\/J\N
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacdo)
Ligante Carbonos Substituigdo Tipo de Score K;
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB08882 BI 001 0 NH; por H Bioisosterismo -8,2 974,4
"9 (no C quiral) Nao classico/
O \\ Simplificagdo
N>/_\I o molecular
H/Ym
DB09078 0 NA NA -8,7 419,0
A
A
DB09078 BI 001 0 O por NH Bioisosterismo -8,5 587,2
s Cléssico
X " divalente
P (
A
o
DB09078 BI 002 0 Clpor F Bioisosterismo -9,0 252,5
i Classico
| X monovalente
— o
A
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB09079 0 NA NA -8,20 974,4
H.C\
HN °
HO \ O
N——
H‘C—’I\fo
N’>
LN\
CH,
DB09079_BI 001 0 O por NH Bioisosterismo  -8,2/-8,5  974,4/
N Classico 587,2
HN . divalente
HO \ O
N—
H,C/NTO
N/>
-
\
CH,
DB09079_BI_002 0 CH; por H Bioisosterismo -9,10 213,3

NH Naio classico
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11984 1 NA NA -8,2 974,4
D
DB11984 BI 001 0 OH por H Bioisosterismo -8,1 1153,6
“Yc- (no C quiral) Naio classico/
(/\O ) i Simplificagdo
R
”\ﬂ/\/'\\” molecular
DB11984 BI 002 0 CH, por NH Bioisosterismo -8,7 419,0
m ; Classico
AN\”/N\O 3\\‘ divalente
o “\[ﬁu/ \O
DB12805 0 NA NA -8,1 1153,6
</ {
r\//;</Nh
::\;;3‘\\?0
DB12805_BI 001 0 Clpor F (1) Bioisosterismo -8,2 974.,4
" Classico
N
- / monovalente
0//.

=N
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - : .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12805_BI 002 0 Clpor F (2) Bioisosterismo -8,1 1153,6
‘ Classico
Zt
- .‘ monovalente
v//0
AN, -
DB12805_BI 003 0 0=S=0 por Bioisosterismo -9,0 252,5
i C=0(1) Nio classico
§/_ ZS (funcional)
a
"¢Q\N :
DB12805_BI 004 0 0=S=0 por Bioisosterismo -9,5 108,6
! C=0(2) Nio classico
(funcional)
N/__’\C7
VN,
DB14209 5 NA NA -7,6/-1,7 2682,8/
o N 2266,1



Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante . - : .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14209 BI 001 4 CH; por H Bioisosterismo  -7,8/-7,6  1914,1/
! Nio classico 2266,1
DB14209 BI 002 4 OH por NH» Bioisosterismo  -8,5/-8,1  587,2/
\ (1) Classico 1153,6
‘“\2\\ N monovalente
O/ \\[(\H\N‘ (funcional)
DB14209 BI 003 4 OH por NH; Bioisosterismo -8,3 823,1
) Classico
monovalente
(funcional)
DB14209 BI 004 4 H por F (1) Bioisosterismo -8,20 9744
ﬁj“ Naio classico
DB14209 BI 005 4 H por F (2) Bioisosterismo -84 695,2

Naio classico
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14929 0 NA NA -8,1 1153,6
Tl
I
DB14929 BI 001 0 Brpor H Bioisosterismo -8,4 695,2
H“CJ\ Nao classico
I
DB14929 BI 002 0 Clpor H (1) Bioisosterismo -8,0 1365,7
H‘C;\ Nio classico
o _rE_
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14929 BI 003 0 Clpor H (2) Bioisosterismo -8,2 974,4
H’c;\ Nao classico
] !‘»l
Il
DB14929 BI 004 0 FporH Bioisosterismo -7,4 3760,2
H"Cl\ Nao classico
o 777
I
DB14929 BI 005 0 H por F (1) Bioisosterismo -8,2 974,4

Naio classico
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14929 BI 006 0 H por F (2) Bioisosterismo -7,8 1914,1
"JC;\ Nio cléssico
o _7\|l_
I
DB14929 BI 007 0 0=S=0 por Bioisosterismo  -7,7/-9.4  2266,1/
@\)\/\@\/{ M Cc=0 Nao classico 128,5
///@ - y . (funcional)
DB16650 0 NA NA -7,8 1914,1
HN, o O/CHE l-,f.-—‘\
N : \r-./h—_-CHl
g
DB16650_BI 001 0 HZporH'e Bioisosterismo -8,0 1365,7
T Hpor F (1) Classico
HM, o Sty

¥ /\H__CH monovalente/
M. >~ / 3
N N .. .
[ Bioisosterismo
N
F ~ o
Nao classico
f.'i ~NH
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Tabela 3 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos contra o sitio alostérico 2

da proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) e valores preditos de K;

(conclusdo)
Ligante Carbonos Substituigdo Tipo de Score K;
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)

DB16650 BI 002 0 Hpor F (2) Bioisosterismo -8,3 823,1

jra X . Nao classico
. o N=

N " - \‘J/NL_CHA
g

DB16650_BI 003 0 O por NH Bioisosterismo -8,2 974,4

CH, , .
’ Classico

|
HN o _CHs
A e N divalente
i ST
N N
g
O:‘ ,NH F

Fonte: do autor.
Nota: Todas as siglas e abreviaturas utilizadas encontram-se na lista de siglas e abreviaturas; os melhores
resultados obtidos com as modificagdes bioisostéricas foram sublinhados e destacados em negrito verde.

Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continua)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante o o ) )
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)

XR8-83 3 NA NA -10,5 20,1

NH.'
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

H:c4¢ I -
YT O

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
Jun9-13-7 1 NA NA -6,90 8744,7
OH
HaC NH c
CH;,
DB00222 2 NA NA -8,8 353,9
RS Ve
DB00222 BI 001 2 Hpor F (1) Bioisosterismo -8,6 496,0
""xi%; Nio cléssico
\/\CE’///‘)L@
DB00222 BI 002 2 Hpor F (2) Bioisosterismo -8,7 419,0
M% Nio classico
AP eTte
DB00222 BI 003 0 CH; por H (1) Bioisosterismo -8,9 298.9
—no C quiral Nao classico/
ﬁ‘%jw/ \/\,©: Simplificacdo
VA / : molecular
DB00222 BI 004 0 CHs por H Bioisosterismo -9.1 2133
2/;\ 2) Nao classico
T 0
// N E
DB00222 BI 005 0 0=S=0 por Bioisosterismo -9.3 152,2
Cc=0 Nao classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00549 0 NA NA -8,1 1153,6
0 CH; por H (1) Bioisosterismo -8,4 695,2
Naio classico
0 CH3 por H (2) Bioisosterismo -8,2 974,4
Naio classico
0 O por CH; Bioisosterismo -9,0 252,5
Classico
divalente
0 CH;porH (3)  Bioisosterismo -8,6 496,0

Nio classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacdo)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante - - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00549 BI 005 0 O por NH Bioisosterismo -10,1 39.4
Classico
divalente
0 NA NA -7,9/ 1616,8/
j R -8,8) 353,9
=
=
‘ N/A\NH
TH
DB00619 _BI 001 0 CHs;por H(1l)  Bioisosterismo -8,5 587.,2
., Nao classico
| =

84



Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB00619_BI 002 0 CH; por H(2)  Bioisosterismo -8,8 353,9
| o Nao classico
=
AN
‘ N/ NH
DB04868 0 NA NA -9,1 2133
u \rl
\ F
J P «4
DB04868 BI 001 0 CF3 por CH3 Bioisosterismo -9,4 128,5
Ijﬁ/ Nao classico
HyC
DB04868_BI 002 0 CHs;por H (1)  Bioisosterismo -10,2 333

H
N CHy
)\ ©
A
I = N

Naio classico



Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB04868 BI 003 0 CH; por H(2)  Bioisosterismo -9,6 91,7
/©\”/ Nio classico
TR
| N
DB06228 1 NA NA -7,8 1914,1
DB06228 BI 001 1 O por NH (1) Bioisosterismo -8,1 1153,6
Classico
divalente
DB06228 BI 002 1 O por NH (2) Bioisosterismo -8,2 974,4
Classico
divalente
DB06228 BI 003 1 Hpor F (1) Bioisosterismo -8,4 695,2

Naio classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substitui¢do Tipo de Score Ki
Ligante . - : .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB06578 2 NA NA -7,0 7386,5
o; NH B CHy
DB06578 BI 001 1 OH por H Bioisosterismo -7,4 3760,2
H:“C 0 (no C quiral) Nao classico/
A@\fa Simplificagdo
W oy molecular
DB06578 BI 002 1 CH3 por NH» Bioisosterismo -7,8 1914,1
o Classico
HC
A(p\fu monovalente
L; NH ) NH, (funcional)
DB06578 BI 003 1 Clpor F Bioisosterismo -8,2 974,4

o Classico
HiC
{p\ft monovalente
H
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB06817 0 NA NA -8,3/-8,5 8231/
j: 587,2
N / a
\N:g:
DB06817 _BI 001 0 OH por H Bioisosterismo -8,2 974,4
ji Nao classico
N / o
\N:gﬁ
HN H, -
N/ °
DB06817_BI 002 0 CH3 por H Bioisosterismo -8,5 587,2

CH,

-

Nao classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB08882 1 NA NA -6,9 8744,7
[ERMITTIR )] x
N>/\N CHy
WU N4Jj©
HBC/NTN\)%N
DB08882 BI 001 0 NH: por H Bioisosterismo -8.7 419,0
4 (no C quiral) Nio classico/
< > X Simplificacio
>/‘“ i molecular
%C/,.\[(NQ\
DB09183 0 NA NA -7,8 1914,1
0 CH; por H (1) Bioisosterismo -8,5 587,2
Nao classico
0 CHs por H (2) Bioisosterismo -8,3 823,1

Naio classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . .. ) .
quirais bioisostérica modificagdo (Kcal/mol) | (nM)
DB09183 BI 003 0 CH3 por H Bioisosterismo -8,4 695,2
“:ﬂ_m 3) Nio classico
DB09183 BI 004 0 O por NH Bioisosterismo -8,4 695,2
i Classico
o NH divalente
HC. I Oe
Eﬂ:f
DB11696 1 NA NA -7,0 7386,5
DB11696 BI 001 1 S por NH Bioisosterismo -8,0 1365,7
Classico
o ; divalente
DB11696 BI 002 1 O por NH Bioisosterismo -8,3 823,1
Classico
divalente

H

NH
HN
4N % o
O—J , He
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB11696 BI 003 1 Hpor F (1) Bioisosterismo -8,4 695,2
Nao classico
o
DB11696 BI 004 1 H por F (2) Bioisosterismo -8,3 823,1
Nao classico
DB12355 1 NA NA -1,5 3176,1
:f e (E :}—Nﬂcm
HC ]
DB12355 BI 001 1 CHs;por H (1)  Bioisosterismo -7,5 3176,1
73 Nao classico
~— N
PRes
DB12355 BI 002 1 CHs por H (2) Bioisosterismo -7,5 3176,1

CHy

NH

@q
B

Naio classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB12355 BI 003 1 CH;porH(3)  Bioisosterismo -8,4 695,2
73 Nio classico
g,z;-n)’ >\: /CH“
DB12863 0 NA NA -1,7 2266,1
SHy o
Hsc—’—(
CHy
O\:\S
A
DB12863 BI 001 0 O por NH Bioisosterismo -7,9 1616,8
I Cléssico
L divalente
C;.\\‘j.:'
n//\\\N o]
DB12863 BI 002 0 OH por NH» Bioisosterismo -8,0 1365,7
G o Classico
HECAH
monovalente

I

n//{)

<,

g
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
Ligante Carbonos Substituigdo Tipo de Score K;
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)

DB12863 BI 003 0 HporF (1) Bioisosterismo -8,2 974,4

Nao classico
3 NA NA -8,1/-7,5  1153,6/
3176,1
2 CH; por H Bioisosterismo  -8,0/-8,1 1365,7/
(no C quiral) Nao classico/ 1153,6
Simplificagdo
molecular

DB14217_BI_002 2 OH por NH» Bioisosterismo  -8,6/-7,8  496,0/
W ,\ (1) Classico 1914,1
i monovalente
N\n/\'ﬁi/\@ (funcional)

DB14217_BI 003 2 OH por NH» Bioisosterismo  -7,7/-7,8  2266,1/
H " \ 2) Classico 1914,1
7N monovalente
l‘\”/\JHL\@ (funcional)

DB14217 _BI 004 2 H por F (1) Bioisosterismo  -8,9/-8,1  298,9/

Nio classico 1153,6

X o
HI/@
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14929 0 NA NA -7,8 1914,1
Tl
I
DB14929 BI 001 0 Brpor H Bioisosterismo -1,7 2266,1
H“CJ\ Nao classico
I
DB14929 BI 002 0 Clpor H (1) Bioisosterismo -8,3 823,1
H‘C;\ Nio classico
o _rE_
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(continuacao)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante . - . .
quirais bioisostérica modificagdo |(Kcal/mol)| (nM)
DB14929 BI 003 0 Clpor H (2) Bioisosterismo -7,9 1616,8
H’c;\ Nao classico
] !‘J
Il
DB14929 BI 004 0 FporH Bioisosterismo -8,1 1153,6
H"Cl\ Naio classico
o 777
I
DB14929 BI 005 0 H por F (1) Bioisosterismo -8,0 1365,7

Naio classico
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Tabela 4 — Aspectos moleculares, resultados de score dos estudos de docking contra o sitio

ativo da proteina PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) e valores preditos de K;

(conclusdo)
) Carbonos Substituicdo Tipo de Score Ki
Ligante o . . .
quirais bioisostérica modificagdo | (Kcal/mol)| (nM)
DB14929 BI 006 0 Hpor F (2) Bioisosterismo -8,3 823,1
"‘C;\ Nio classico
o _T_
I
DB14929 BI 007 0 0=S=0 por Bioisosterismo  -8,5/-9,0  587,2/
C=0 Nao classico 252,5

?/@ O\)\@\/m o (funcional)

Fonte: do autor.
Nota: Todas as siglas e abreviaturas utilizadas encontram-se na lista de siglas e abreviaturas; os melhores
resultados obtidos com as modifica¢des bioisostéricas foram sublinhados e destacados em negrito verde.

Os resultados acima evidenciam aumentos bastante expressivos de afinidade para com
as cisteino proteases do SARS-CoV-2, com destaque para o derivado DB12355 BI 004 contra
o sitio ativo da enzima MP®, elencado na tabela 1, assim como para os derivados
DB08882 BI 001 e DB00549 BI 005 contra o sitio ativo da enzima PLP™, presentes na tabela
4. Ademais, mesmo quando o bioisosterismo ndo alterou a afinidade predita do ligante pelo
sitio de interesse da enzima em estudo, a molécula foi simplificada mediante eliminagdo de
centros quirais, como demonstrado na tabela 3 para o ligante DB08882 BI 001 contra o sitio
alostérico 2 da enzima MP™. No contexto da quiralidade, houve modifica¢des bioisostéricas que
ocasionaram uma diminuicdo do numero de carbonos quirais nas estruturas quimicas
resultantes, quando comparadas as dos seus respectivos ligantes precursores. Além disso, e
sobretudo, a quiralidade que estava presente nos ligantes precursores que deram origem aos
derivados finais DB00222 BI 004, DB00222 BI 005, DB06188 BI 005, DB08882 BI 001
e DB11984 BI 002 foi favoravelmente eliminada.
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Durante as modificac¢des bioisostéricas apresentadas nas tabelas 1 a 4, além do aumento
da afinidade pelas cisteino proteases do SARS-CoV-2, objetivou-se, simultaneamente, a
melhoria da lipofilicidade para favorecimento da absor¢ao oral, bem como a otimizacao de
aspectos de drogabilidade. Sendo assim, para todos os ligantes apresentados nas tabelas
anteriores, a lipofilicidade e trés aspectos de drogabilidade foram preditos mediante uso da
plataforma SwissADME. A lipofilicidade foi avaliada segundo valores do logaritmo do
coeficiente de particao ou Log P, o qual representa, em uma escala logaritmica, a relagdo entre
os perfis de lipo e hidrossolubilidade de um farmaco, isto ¢, a razdo matematica entre as
concentragdes dissolvidas do farmaco em uma fase orgdnica e em uma fase aquosa, nesta
ordem. A principal correlagdo do Log P € com a absorcao intestinal, de maneira que valores
entre 1 e 3 sdo considerados ideais para que o farmaco permeie a MP das células intestinais por
difusdo passiva. Como consequéncia, incrementos no valor de Log P acima de 3 reduzem
progressivamente a taxa de absor¢io intestinal de um farmaco.®?

O primeiro aspecto de drogabilidade escolhido foi o das regras de Lipinski ez al. (2001)
e das regras de Veber et al. (2002). Baseados em uma analise do extenso acervo do Derwent
World Drug Index, Lipinski e colaboradores defenderam a “Regra dos Cinco”, que definiu trés
simples critérios estruturais e um critério fisico-quimico com base em caracteristicas em comum
de farmacos administrados oralmente que atingiram 90% de taxa de absorcdo intestinal.!%%!1°
Os critérios sao os seguintes: peso molecular < 500 Da; niumero de grupos doadores de ligagao
de H presentes na molécula < 5; nimero de grupos aceptores de ligacdo de H presentes na
molécula < 10; e valor de Log P calculado < 5. Baseados nessas regras, Lipinski e colaboradores
afirmaram que farmacos oralmente ativos, em geral, ndo apresentam mais do que uma violagao
a elas. 8199110 A regras de Veber e colaboradores, por outro lado, além de considerarem esses
critérios, levam em consideracdo a desejabilidade de que a molécula seja flexivel para permear
a MP e o impacto negativo que a elevada area de superficie polar em uma molécula causa em

sua absor¢do em nivel intestinal.'!!

Como resultado, eles propuseram as propriedades adicionais
a seguir: numero de ligagdes rotacionaveis < 10 e TPSA < 140 A 82111

O segundo aspecto, intitulado alerta estrutural, consiste em uma lista de 105 fragmentos
moleculares  identificados como  supostamente toxicos, quimicamente reativos,
metabolicamente instdveis ou responsaveis por fornecerem propriedades que causam uma
farmacocinética deficiente na entidade molecular. O terceiro e ultimo aspecto de drogabilidade,
denominado acessibilidade sintética, ¢ uma ferramenta robusta baseada na analise de mais de

13 milhdes de fragmentos moleculares para a determinag¢do da frequéncia de aparecimento

destas fracoes moleculares somada a termos que consideram tamanho e complexidade
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estruturais, como, por exemplo, quiralidade e presenca ou ndo de cadeias ciclicas. Os valores
gerados variam de 1 a 10, sendo que quanto menor for o valor, maior sera a viabilidade sintética
predita da molécula em estudo.'%” A tabela 5 elucida esses resultados acrescidos das estruturas

2D dos ligantes precursores e dos derivados finais com melhorias mais significativas.

Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continua)
Lipinski/
) LogP Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
Ensitrelvir 3,05 2/0 1 3,56
Baicalein 2,24 0/0 1 3,02
Pelitinib 4,10 0/0 1 3,44
AT-7519 2,12 0/0 0 2,63
XR8-83 3,97 1/0 0 4,82
Jun9-13-7 4,10 1/0 0 2,24
DB00222 2,76 0/1 0 4,71
Il "\'r' T
\ﬁQﬂ INe
DB00222_BI_001 3,46 1/1 0 4,76
DB00222_BI_002 3,74 1/1 0 4,83
DB00222_BI_003 3,54 1/1 0 3,99
DB00222_BI_004 3,35 0/0 0 3,85
YO0
| AN,
DB00222_BI_005 3,26 0/0 0 3,57

AP ceU

DB00549 4,65 1/1 0 4,18




Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)

Lipinski/ o

) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o

(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB00549 BI 001 4,72 1/1 0 4,01
DB00549 BI 002 4,35 1/1 0 3,90
DB00549 BI 003 4,95 1/1 0 4,01
DB00549 BI 004 4,70 1/0 0 3,86
DB00549 BI 005 4,28 1/0 0 3,70
3,38 0/0 0 3,78
EZ:

DB00619 BI 001 3,11 0/0 0 3,66
DB00619_BI 002 2,76 0/0 0 3,52
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB01604 1,99 0/1 2 5,01
’ LO cHy
DB01604 BI 001 1,53 0/1 1 5,09
DB01604_BI 002 1,75 0/1 0 4,93
DB01604 BI 003 2,35 0/0 0 4,74
DB01604 BI 004 2,77 0/0 0 4,79
DB01604 BI 005 2,89 0/0 0 4,86
DB04868 4,63 1/0 0 3,81
H \ N
N \.
I P 4
DB04868 BI 001 4,02 0/0 0 3,75
DB04868_BI 002 3,68 0/0 0 3,60
DB04868 BI 003 3,35 0/0 0 3,41
b ng
NN
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacdo)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB06188 4,97 2/0 0 4,23
CHy
) M : HC - -
DB06188 BI 001 4,45 0/0 0 4,20
DB06188 BI 002 4,15 0/0 0 4,08
DB06188 BI 003 3,77 0/0 0 3,89
DB06188_BI 004 3,61 0/0 0 3,22
DB06188 BI 005 3,62 0/0 0 3,14
\\ N
;i ‘\_\ H:

DB06228 2,23 0/0 0 3,63
DB06228 BI 001 1,87 0/0 0 3,61
DB06228 BI 002 1,53 0/0 0 3,60
DB06228 BI 003 1,88 0/0 0 3,71

DB06578 3,29 0/0 0 3,68
DB06578 BI 001 3,99 0/0 0 3,29

DB06578 BI 002 3,21 0/0 0 3,26



Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB06578 BI 003 2,94 0/0 0 3,22
Wctg@\f
DB06817 1,46 1/1 0 3,49
Ng\u
\N:g:
H.C>§'5\|’IEH:
DB06817_BI 001 1,55 0/0 0 3,36
DB06817_BI 002 1,48 0/1 0 3,24
N / =]
\ __
N

o]
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB08882 1,97 0/0 1 4,40
H{dllll'-( )] x
r:>/\N CHy
e /HYN\)%W
DB08882 BI 001 2,98 0/0 1 3,85
HC
A
!‘:>/"-1 CHy
\(/\\(‘j N)jij
H“C./P‘\H/h\/l\\‘l
DB09078 2,81 0/0 0 2,88
DB09078 BI 001 2,64 0/0 0 2,89
DB09078 BI 002 2,64 0/0 0 3,01
DB09079 3,50 1/0 1 4,10
<
Q/N\CH;
DB09079 BI 001 3,07 1/0 1 4,12
DB09079_BI 002 2,81 1/0 1 4,01

NH.
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)

DB09183 3,80 0/0 0 3,46
DB09183 BI 001 3,54 0/0 0 3,34
DB09183 BI 002 3,28 0/0 0 3,22
DB09183 BI 003 3,00 0/0 0 3,10
DB09183 BI 004 2,88 0/0 0 3,14

:G—CH
e O OO
3,10 0/1 1 3,47
DB11696_BI 001 2,41 0/1 0 3,05
DB11696_BI 002 2,01 0/1 0 2,84
DB11696_BI 003 2,42 0/1 0 3,04
DB11696_BI 004 2,64 0/1 0 3,12

NH
HN
" HN F @
o e

oy



Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)

DBI11751 1,79 0/0 0 4,05
DB11751_BI 001 1,51 0/0 0 3,65
DB11751_BI_002 2,01 0/0 0 3,65

DB11902 1,43 2/1 0 4,38

/I \\ |H k
/ I = N =
)
==
DB11902_BI 001 1,81 2/0 0 4,35
DB11902_BI_002 2,79 1/0 0 4,39
DB11902_BI 003 2,56 1/0 0 4,27
DB11902_BI_004 2,17 0/0 0 4,15
DB11902_BI_005 1,87 0/0 0 4,01
DB11902_BI 006 1,58 0/0 0 3,89
DB11902_BI 007 1,22 0/0 0 3,80
HCo
ch/_ = N/ 2"
HC S ‘
L
DB11902_BI 008 0,87 0/0 0 3,69
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)

DB11902_BI 009 1,12 0/0 0 3,85

) HSC\ )

ot NH [e]

— N/ ~

HiC . l
o:];:o
T
CHy
DB11984 2,01 0/0 0 4,24
R
DB11984 BI 001 2,76 0/0 0 3,42
DB11984 BI 002 2,01 0/0 0 3,29
O WSO
o NY\E/Q\\O
DB12355 3,17 0/0 0 4,81
HC ]

DB12355 BI 001 2,90 0/0 0 4,69
DB12355 BI 002 2,44 0/0 0 4,57
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB12355 BI 003 2,10 0/0 0 4,50
7
g(z;-n)’ < — /CH“
DB12355 BI 004 1,35 0/1 0 4,50
73
kfﬂo o i NCCHJ
DB12364 3,22 0/0 2 3,05
RS
N
CH,
H‘C\N NH
b

DB12364 BI 001 2,91 0/0 0 2,96
DB12364 BI 002 2,77 0/0 0 2,85
DB12364 BI 003 2,58 0/0 0 2,93
DB12364 BI 004 2,12 0/0 0 2,84
DB12364 BI 005 2,54 0/0 0 3,02
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB12364_BI 006 2,74 0/0 0 3,08
H3C\NH F
s Ve N
; L
DB12805 3,62 1/1 0 3,72
‘/ s
(\//;</N‘-
::\;;3‘\\?0
DB12805_BI 001 3,35 1/1 0 3,67
DB12805_BI 002 3,18 1/1 0 3,64
DB12805_BI 003 3,50 1/1 0 3,51
DB12805_BI 004 3,72 0/0 0 3,25
N/——\O
o] \’J
DB12863 2,34 0/1 0 3,01
DB12863 BI 001 1,91 0/1 0 2,97
DB12863 BI 002 1,46 0/1 0 3,01
DB12863 BI 003 1,97 0/1 0 3,12
DB14209 1,34 0/0 0 3,94
DB14209 BI 001 1,12 0/0 0 3,71
DB14209 BI 002 1,16 0/0 0 3,76
DB14209 BI 003 1,23 0/0 0 3,72
DB14209 BI 004 1,49 0/0 0 3,90
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Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(continuacao)
Lipinski/
LogP Alertas Acessibilidade
Ligante Veber
(consenso) estruturais sintética
(violagdes)
DB14209 BI 005 1,88 0/0 0 4,07
DB14217 1,28 0/0 0 3,80
DB14217 BI 001 1,00 0/0 0 3,48
DB14217 BI 002 1,10 0/0 0 3,52
DB14217_BI 003 1,10 0/0 0 3,54
DB14217 BI 004 1,69 0/0 0 3,79
DB14929 4,98 1/0 0 3,45
-
|
I
DB14929 BI 001 4,40 1/0 0 3,40
DB14929 BI 002 3,87 1/0 0 3,33
DB14929 BI 003 3,39 0/0 0 3,21
DB14929 BI 004 3,03 0/0 0 3,10
DB14929 BI 005 3,34 0/0 0 3,23
DB14929 BI 006 3,70 0/0 0 3,30
DB14929 BI 007 4,05 0/0 0 3,02
JeUsUbsons
Z - i ‘
DB16650 1,28 1/0 0 3,54

BN

HIN. o CHy
~
o N ;1\

H N—cH,

N =~ 3
N r~./
|
N3

O NH



Tabela 5 — Predicdes de lipofilicidade e de aspectos de drogabilidade pela plataforma

SwissADME
(conclusao)
Lipinski/ o
) Log P Alertas Acessibilidade
Ligante Veber ) o
(consenso) ) estruturais sintética
(violagdes)
DB16650_BI 001 1,61 1/0 0 3,68
DB16650_BI_002 1,93 1/0 0 3,70
DB16650_BI_003 2,41 0/0 0 3,58
i
HN. (o] HN/CH —
N N \N/N__CH3
Ny

Fonte: do autor.
Nota: Log P (consenso) ¢ a média aritmética dos valores de coeficiente de parti¢do (Log P) calculados a partir
de cinco metodologias preditivas distintas.'?’

Os resultados apresentados na tabela 5 evidenciam que a aplicacdo da estratégia de
bioisosterismo foi capaz de diminuir expressivamente valores elevados de Log P expressos por
ligantes precursores que originaram as moléculas DB04868 BI 003 e DB06188 BI 005. As
trocas bioisostéricas de CF; por CH3; e de CH3 por H em dois locais diferentes do ligante
DB04868 diminuiu seu Log P de 4,63 para 3,35 no derivado DB04868 BI 003. Igualmente,
uma mudanga bioisostérica de Cl por H somada a trés mudancas sequenciais de CHz por He a
uma ultima mudanga de CH3 por F ocasionou a diminui¢do do valor de Log P do precursor
DB06188 de 4,97 para 3,62 em seu derivado DB06188 BI 005. Entretanto, embora esses
valores se encontrem favoravelmente proximos a faixa 6tima, eles ainda se mostram acima da
faixa méaxima ideal para absor¢cdo oral de um candidato a farmaco, conforme citado
anteriormente. Por outro lado, duas trocas bioisostéricas de CH3 por H no precursor DB00619
diminuiu seu Log P de 3,38 para 2,76 no derivado DB00619 BI 002. Além disso, o
bioisosterismo classico divalente de S por NH no precursor DB11696 foi crucial para que nao
somente o valor de Log P caisse de 3,10 para 2,64 no derivado DB11696 BI 004, como
também para que um alerta estrutural devido a presenca do grupo tioéster no precursor
DB11696 fosse eliminado. Neste sentido, a aplicacdo do bioisosterismo cldssico divalente

mediante troca de C=N por C=0 no precursor DB12364 foi igualmente essencial tanto para
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que o valor de Log P do derivado DB12364 BI 006 diminuisse de 3,22 para 2,74 quanto para
que os alertas estruturais decorrentes da presenca de grupos imina (N=C e N-C=N) fossem
extintos. No que se refere aos alertas estruturais, o feito mais expressivo foi o da eliminagao de
dois alertas apontados para o precursor DB01604; sao eles, C ligado a dois heteroatomos em
uma cadeia alifatica e presenca de dois grupos éster na estrutura. Para tanto, o bioisosterismo
classico divalente foi aplicado nas trocas de O por NH e de O por CHo, carreadas pelo derivado
DB01604 BI 005. Finalmente, ainda no tocante ao Log P, outras diminuig¢des expressivas de
valores ocorreram com os derivados DB09079 BI 002 e DB09183 BI 004, cujas mudangas
foram de 3,50 para 2,81 e de 3,80 para 2,88, respectivamente, em relacdo aos seus precursores.

No que tange a drogabilidade, a mudanca bioisostérica de CHz por H no derivado
DB00222 BI 004, e consequentemente no derivado DB00222 BI 005, transformou uma etila
em uma metila, fato que culminou na eliminacdo da violagdo a seguinte regra de Veber:
ligacdes rotacionaveis < 10. Ademais, a eliminagdo da quiralidade ocasionou uma melhoria da
acessibilidade sintética, fato que pode ser observado de igual maneira para os derivados
DB08882 BI 001 e DB11984 BI 002. Aquela mesma violacao as regras de Veber foi extinta
no derivado DB00549 BI 005 mediante as mudancas bioisostéricas sequenciais de O por CHz
e de CH3 por H. Uma segunda violagio as regras de Veber (TPSA >140 A) pode ser eliminada
nos derivados DB01604 BI 005, DB11902_BI 007, DB11902 BI 009 ¢ DB12805_BI_004.
Na esfera dos aspectos de drogabilidade que violam as regras de Lipinski, as trocas
bioisostéricas que se processaram nos derivados DB04868 BI 003, DB06188 BI 005,
DB11902 BI 007, DB11902 BI 009 e DB12805 BI 004 culminaram em valores de massas
moleculares < 500 Da para estas moléculas. Além disso, a violacdo a regra de Lipinski que
recomenda a quantidade de atomos de N e de O somados < 10 foi extinta nos derivados
DB06817 _BI 002, DB11902 BI 007, DB11902 BI 009 e DB16650 BI _003.

Com base nas evidéncias observadas nas tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, os derivados por
bioisosterismo mais promissores, isto €, cujas modificagdes finais resultaram em valores
preditos de K; < 500 nM ou score < -8,6 Kcal/mol e concomitantemente melhoria da
lipofilicidade e/ou de um ou mais aspectos de drogabilidade, foram selecionados para uma
avaliacdo fisico-quimica mais minuciosa; exce¢ao seja feita para o sitio alostérico 1 da MP™,
cujos melhores resultados de score foram iguais a -8,5 Kcal/mol. Nessa andlise, seis categorias
de interagdes intermoleculares classificadas pelo software Discovery Studio foram levadas em
considera¢do. A primeira delas ¢ composta pelas ligagdes de H que sdo subdivididas em
convencionais/classicas, ndo classicas e do tipo ponte salina. A segunda categoria representa as

interacdes eletrostaticas que, por sua vez, sdo ramificadas em cargas atrativas, Pi-Cation, Pi-
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Anion e do tipo ponte salina. A terceira classe abrange as interagdes hidrofobicas que sdo
separadas em van der Waals, Pi-Pi Stacked, Pi-Pi T-Shaped, Amida-Pi Stacked, Pi-Alquila,
Alquila e Pi-Sigma. Por fim, as trés ultimas categorias sdo: interacdes com halogénio, interagdes
variadas com atomos de enxofre envolvidos (Pi-Enxofre) e interagdes desfavoraveis, que
incluem os casos de impedimento estérico, de conflitos entre 4tomos aceptores e entre atomos
doadores de ligagdes de H e de repulsdo de cargas, inclusive a do tipo metalica, que acontece
entre um ion metalico e um atomo doador de ligacao de H.

As ligacdes de H classicas sdo interagdes fortes estabelecidas entre d&tomos doadores
classicos (N, O, P, S; e H, quando conectado a um destes quatro atomos) e atomos aceptores
classicos (F, CI, Br, I, mas também N, O, P ¢ S quando eles apresentam pelo menos um par de
elétrons livres, e.g. NH3 para originar o ion NH4", excegdo seja feita para atomos de N com
hibridizacio do tipo sp? conectados por ligagdo simples a um segundo 4tomo com hibridizacio
do tipo sp?).1%!13 As ligacdes de H nido classicas sido consideradas interagdes fracas em que o
atomo doador ¢ um carbono polarizado, como, por exemplo, o carbono que compde um grupo
acetileno, ou um outro atomo que ndo o carbono, e neste caso interagindo com um aceptor
presente em anéis Pi.!'>!14 Intera¢des do tipo ponte salina, por outro lado, sdo julgadas como
fortes e estabelecem-se entre pares de 4tomos ou grupos com cargas opostas que, a0 mesmo
tempo, realizam ligagdes de H convencionais. Essas interagdes sdo classificadas como
pertencentes tanto a categoria de ligacdes de H quanto a de interacdes eletrostaticas.'’® As
ramificagdes destas interagdes eletrostaticas, representadas pelas subclasses Pi-Cétion e Pi-
Anion, por sua vez, formam-se entre atomos carregados positivamente e elétrons deslocalizados
de um sistema conjugado/de ligagdes m. Na interacdo Pi-Cation, os dtomos envolvidos tém
carga formal maior ou igual a +0,5, enquanto na Pi-Anion, menor ou igual a -0,5.!13115-118

Na categoria das interagdes hidrofobicas, as subclasses Pi-Pi Stacked e Pi-Pi T-Shaped
formam-se entre sistemas de anéis planares compostos por a&tomos com hibridizagdo do tipo sp?
(anéis P1), os quais incluem anéis aromaticos, mas nado se restringem a eles. A diferenca entre
essas subclasses ¢ a distancia calculada entre os angulos 6 e y que caracterizam os vetores
centrais de cada um dos anéis envolvidos nas interacdes desses tipos. As subclasses Amida-Pi
Stacked e Pi-Alquila, por sua vez, compartilham desta mesma diferenca. Ademais, enquanto a
primeira subcategoria caracteriza-se pela interagdo entre um grupamento amida e um anel Pi, a
segunda representa interagdes entre cadeias alifaticas e anéis Pi. Neste sentido, a quinta
subclasse Alquila envolve interagdes entre cadeias laterais de aminodcidos predominantemente
alifaticos e grupos hidrofébicos dos ligantes, i.e., um conjunto de atomos que ndo estdo

adjacentes a atomos carregados nem que sejam altamente eletronegativos. Finalmente, a
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subclasse Pi-Sigma, também referida como “CH-mn”, ¢ um tipo de interagdo hidrofobica
considerada fraca que se da entre o d&tomo de hidrogénio ligado a um 4tomo de carbono nao
aromatico e um sistema ciclico de orbitais conjugados (sistema Pi), e.g. anel benzénico.!'!*-1?!

Interagdes da categoria halogénio t€ém uma significancia similar a de ligagdes de H nao
classicas, e elas acontecem entre um atomo de carbono e um atomo de F, Cl, Br ou 1.'?%12% As
interagdes Pi-Enxofre, por outro lado, envolvem atomos de enxofre e &tomos com hibridizagao
do tipo sp? que compdem anéis Pi.'** Por fim, as interacdes desfavoraveis supracitadas sio
definidas por distancias méaximas predefinidas, e nos casos de impedimento estérico, raios de
Van der Waals sdo considerados nos calculos.!'

E importante salientar que todos os d4tomos de hidrogénio, incluindo os polares, e.g. do
grupo hidroxila, sdo omitidos nos diagramas 2D gerados pelo software Discovery Studio
quando eles nao participam de interagdes intermoleculares. Ademais, este software nao
evidencia no diagrama duas ligagdes de H classicas que se estabelecem entre um mesmo atomo
doador do ligante e diferentes atomos aceptores de um mesmo aminoacido. No tocante ao
calculo dos valores das distancias das ligagdes de H cldssicas que aparecerdo nas tabelas 6 a 9,
o software supracitado ndo leva em consideragdo neste calculo a distancia da ligagdo covalente
estabelecida entre o hidrogénio e o 4&tomo ligado a ele, e.g. N e O, que se comporta como doador
da ligagdo de H. Por esse motivo, para que as distancias dessas ligacdes de H sejam
interpretadas segundo a categorizacao de Jeffrey (1997), a todos os valores tabelados deve-se
somar, aproximadamente, 0,95 A, referente a distancia aproximada da ligacdo covalente entre
N e H e entre O e H.'?>!26 Em 1997, Jeffrey classificou as ligagdes de H de acordo com os
valores de suas distancias de ligagdo, de maneira que valores entre 2,2 e 2,5 A classificam-nas
como fortes; entre 2,5 € 3,2 A, como moderadas; e entre 3,2 ¢ 4,0 A, como fracas.!?> A figura

13 elenca todos os tipos de interagdes apresentadas nas tabelas 6 a 9.

Figura 13 — Legenda dos diagramas 2D presentes nas tabelas 6 a 9

I:I Ligacio de H classica I:I van der Waals
D Ligacao de H nao classica D Alquila

[ Pi-Anion [] Pi-Alquila

[ pi-cation [ risigma

[ Ponte salina [ ri-pi stacked

I:I Cargas atrativas |:I Pi-Pi T-Shaped

[ Pi-Enxofre [ Amida-Pi Stacked

D Halogénio - Doador-doador/Aceptor-aceptor

Fonte: do autor.
Nota: Subclasses de interagdes intermoleculares bastante similares sdo identificadas com coloragdes iguais.
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Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continua)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
Ensitrelvir 1 6/ Ligacdo de H van der Waals 0
€M 2,23 — Glul66; (ndo classica) (Hied1)
3 & 2,32 — Serl44; Pi-Anion Pi-Alquila
Al64 CYs
- g 2,55 Cysl145;  Pi-Enxofre (Cys145)
- : @ 2,60 -Serldd;  (Cysld5)
wisa = T 2,61 -GInl89;  Halogénio
a1a2¥48
Ales 2,70 — Gly143
HIE
S As
GLDA
A189
i)
g A%
Az AZ5
Ensitrelvir 2 7/ Ligagdes de H van der Waals Doador-doador
.y pns 2,31 — Serl44; (ndo classicas) (Hie41) (Thr26)
@ 2,41 — Glul66; Pi-Anion Pi-Alquila
&D - . . 247-Glyl43;  Pi-Enxofre (Cys145)
' 2,56 — Cys145;  (Cys145)
me g 2,65-GInl89;  Halogénio
& 2,78 — Serl44;
163 N ",,{?-?;ﬁ‘iz.ﬂ?fs‘ A2 @ 2,85 — Cys145
& e
A5t K27
Baicalein (36%) 3/ 0 van der Waals 0
A e . 2,06 — Leul4l, (Hied1)
A192 : t
g 2,25 - Glul66; Pi-Alquila
As90 7 cvs C o
: ., 2,37 — Cys145 Pi-Sigma
= —‘!" ASN
: " Al42
\ -‘~_.AS:E§4

LEU TYR
GLN G e
MET 1 X :141 Al18
a5 A:189 A:166
HID
A163

A:140




Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
Baicalein (29%) 5/ Ligacdo de H van der Waals 0
e 2,27 - Glul66; (ndo classica) (Hied1)
HIE :
v 2,39 — Cys145; Pi-Alquila
a4
T o oy 2,49 - Leuldl,
A:165 | i Hy? :
A Tl 2,51 Serldd;
- 3,14 — Leul4l
: /SR
A:144
Aéfgﬁ w163
THR GLN PHE
A:190 A:189 A:140
A?llgz Alse
Baicalein (27%) 3/ Ligacdo de H van der Waals Doador-doador
T e 2,26 — Glul66; (ndo classica) (Hied1) (Glyl143)
o 2,38 — Cysl145; Pi-Alquila
L
’ P 2,52 — Serl44
B
q” 0
E LEU
A:141
éLU HID
THR A(.ﬂl-’sqs o R Ae.;lﬂEU
DB00549 3/ Ligacdo de H van der Waals 0
A e A 1,83 — GInl89; (nfo classica) (Hied1)
& L@ 222 -Thr26;  Pi-Anion  Pi-Alquila
4_ T 3,02-Glules Pi-Sigma
7 Amida-Pi
et Wi wida y o Stacked

HID GLY
MET A143
CYs

K163 a165 gy
Fe) .
THR
GLN PRO A6

LEU A182 A168

A167

MET
A4

THR
A5
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Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Interacoes Interacoes
Ligante (ntimero/ interagdes
apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB00549 BI 005 6/ Ligacdes de H van der Waals 0
o s 2,10 — Gly143; (nao classicas) (Hied41)
e o 2,16 — Serl44;  Pi-Enxofre Alquila
VOB e 2,33 - Cys145; Pi-Alquila
fﬂa 2,45 — Glul66; Amida-Pi
P i 2,64 — Serl44; Stacked
© 2,84 — Alal91
e © Y @
DB11984 3/ Ligacdo de H van der Waals
G N . 2,24 — Thr26; (n@o classica) (Hied41) 0
“:;gg;}, = & 2,49 — GIn189; Pi-Enxofre Alquila
. ; ! . 2,61 — Glul66 (Cys145) (Cys145)
I . 8 Pi-Alquila
DB11984 BI 002 3/ Ligagdes de H van der Waals 0
w15 2,28 — Gly143; (n2o classicas) Alquila
@ @ B9 g 2,55 Hiedl;
“%"u“ @ 2,69 — Cys145
a 1 o

&1ds 164 A4l

A188
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Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
cléssicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB12355 2/ Pi-Enxofre  van der Waals Doador-doador
e A1 2,42 — GIn189; (Cys145) (Hied1) (GIn189)
Ad9
MeT 2,78 — Thr25 Pi-Alquila
= pisy  Ad
.’{:J
ol s
A:25
aas
LN g
Aise ©
GLY LEU
A:143 A1l
DB12355 BI 004 8/ Ligacdo de H van der Waals 0
£ 2,11 — Cysl45; (ndo classica) (Hied1)
(@ 2,19 - Glul66;  Pi-Enxofre Alquila
GLY X
& e 2,39 — Hiel64; (Cys145) Pi-Alquila
. .:1 H‘D
Al g W A4 2,39 — Glul66; Amida-Pi
A:145 R ALA
/nﬁ'_ ..‘—-'_‘.S}Lgﬁ =g 2,43 — Serl44; Stacked
S AR
MED H H Q57 R0 2,45 — GInl189;
/ 2,63 — Gly143;
s ’ 2,66 — Glul66
ARG :LE] GLN
A:188 A:189
ASP
A:187
DB12364 2/ 0 van der Waals Doador-doador
ido 2,41 — GIn192; (Hie41) (GIn189)
2,67 — GIn189 Alquila
A.‘:: ah o Pi-Alquila

asp
187

MET
A165

ARG
188

(Cys145)
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Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB12364 BI 006 4/ Ligacdes de H van der Waals 0
A1k : 2,25—-GInl192; (nio classicas Pi-Alquila
B 167
D 2,47 — Thr26; — Hied1) (Cys145)
G G @R o 2,53-Thrl90;  Pi-Enxofre Amida-Pi
GLU ’_"1‘54 A1%0  A168
Jn s ; 2,89 — Hiedl Stacked
_ R
‘ e Pt
6 » ¥
DB12805 4/ 0 van der Waals 0
Alan - 2,05 — Gly143; Alquila
i 2,19 — Serl44; Pi-Alquila
Oa - - = 2,22 - Hiedl;
e e it 2,40 — Cys145
e i
-
DB12805_BI 004 3/ Ligacdo de H van der Waals 0
S 2,31 — Cysl45; (ndo classica) (Hied1)
e . 2,45 - GIn192; Halogénio Alquila
a &0 a5 2,64 — Serl44 Pi-Alquila
| (Cys145)
[ b
LI
: Gy A

A:1BB
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Tabela 6 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

MP do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(conclusdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB16650 4/ Ligacoes de H van der Waals 0
o b 2,14 — Gly143; (nao classicas Alquila
2,27 — Leul4l; — Hied41) Pi-Alquila
,,::ﬂ. 2,35 — Glul66; Pi-Enxofre Pi-Sigma
o 2,73 - Glul66 (Cys145)
DB16650 BI 003 4/ Ligacoes de H van der Waals 0

THR
A25
MET
A:dg

HIE
Adl

MET
A:165

GLN
189

GLU

W n:166

THR
A:190 A163

ALA HIE

A191 &N Al64

PHE

& Ai140

THR
A26

LEU
27

s
Jaaas

L AN
A142
GLY

A:143

SER

H A:lad

LEU
A141

HIE
A:172

2,07 - Gly143;

221 Leuldl;

2,45 — GIn189;
2,78 — Glul66

(nao classicas
— Hie41)

Pi-Alquila
Pi-Sigma

(Cys145)

Fonte: do autor.

Nota: Os valores das distancias das ligagdes de H sdo dados na unidade A; os percentuais apresentados entre
parénteses referem-se as espécies quimicas do ligante que sdo predominantes em pH 7,4; residuos de
aminoacidos que compdem o sitio ativo foram citados entre parénteses, e estes, assim como os tipos de
interagdes que eles realizaram, foram sublinhados e destacados em negrito laranja.
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Tabela 7— Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio alostérico 1 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continua)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
Ensitrelvir 1 3/ Ligagdes de H van der Waals 0
D 2,17 —Glul66 ou (nao classicas (Cys145)
™ 3,06 — Phe140; — Cys300) Pi-Sigma
@ 2,23 —Phe3; Pi-Anion
i ’ @ 225 Asnl42 Halogénio
o " 0
Biss
B‘?ll;o Br‘l‘sz BHLIE‘; B:145
Ensitrelvir 2 3/ Ligagdes de H van der Waals 0
Ser o - 2,28 — Phe3; (ndo classicas (I1e213)
- w 2,71 —-Hiel72;  — Cys300)
A3
ity 2,73—Phel40  Pi-Anion
B3 A2
Pi-Enxofre
B‘:‘!l’;l BF:‘;"‘EU LEU (CYS?’ OO)
B:141
81166 Halogénio
8170 4
ASN GLY
B:142 A215
HID
B:163
Biisa
Baicalein (36%) 2/ Pi-Anion  van der Waals 0
S 2,04 — Phe140; Pi-Alquila
A\ 2,45 — Phel40
“Q 4 VAL
aan # o
L A‘?zs;da ‘:‘F-‘EE
R R
B:139 GLY

We.  B:138

B:172
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Tabela 7— Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 1 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
Baicalein (29%) 1/ Ligagdo de H van der Waals 0
R 3,08 — Ser139 (nao classica) Pi-Alquila
LYS ﬂSN a T Pi-AniOn
B:137 Ai214
t? ey
-2 £ PHE
B:140
FHE GLU
G
g1 8172 A2%
Baicalein (27%) 1/ Ligacdo de H van der Waals 0
s o 2,53 —Phel40  (ndo classica) (Cys300)
P Pi-Anion Pi-Alquila
P
o — LEU
B:141
VAL
B:171 PHE o
A3
o G Bt
GLY E?ESRB
B:138
HIE GLN
B:172 A:299
CcYs
A:300
Pelitinib 5/ Ligagdes de H van der Waals 0
0 - 1,87 — Glul66; (nio classicas) (Cys300)
s G 2,06 — Asnl42; Cargas Amida-Pi
b 2,12 — Thr169; atrativas Stacked

GLY H
A215

GLY
B:170 5
B:166
THR
B:169

ILE
ASN A:213
A:214

HIE
8:172

2,41 — Phel140;
2,94 — Phe3

LEU
B:141

ASN
B:142



122

Tabela 7— Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 1 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
cléssicas Outras
Interacdes Interacoes
Ligante (ntimero/ interagdes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB00549 4/ Ligagdode H van der Waals 0
. 2,33 —Phel40; (ndo classica) (Gly256)
a _‘ T a0 Are17: Alquila
@ 7 2,59 — Hiel72; (Cys300)
@ a  271-Asn214 Pi-Sigma
4 i S @ | (1e213)
o Amida-Pi
Stacked
DB00549 BI 005 5/ Pi-Anion  van der Waals 0
s 2,43 - Arg217; (GIn256,
b © 2,55 — Gly170 ou Cys300)
<. 2,55 — Gly138; Alquila
@& 2,83 — Gly170 ou Pi-Sigma
o 2,96 - Gly138; (T1e213)
. @ 2 85— Phes;
W 311 -1e213
DBI11751 3/ Ligagdes de H van der Waals 0
oTHR, st 1,92 — Glul66 ou (ndo classicas)
. s 2,79 — Phe140; Pi-Anion
S 2,49 — Phel40;
) 2,81 — Phe3
+ ;
"
N 4 L - & dhe

B:172 B:140
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Tabela 7— Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 1 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(conclusdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ] Interacdes Interacoes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB11751 BI 002 4/ Ligacdo de H van der Waals 0
£y 1,91 — Glul66 ou (ndo classica)
e o 2,75 — Phe140; Pi-Anion
T 2,30 - Thr169;
T 2,45 — Phel40;
Pers & 2,88 — Phe3

GLY L =
B138 o
B:142
SER fagy B4
p:139 B:140

Fonte: do autor.

Nota: Os valores das distancias das ligacdes de H sio dados na unidade A; o “ou” refere-se a duas possibilidades
evidenciadas pelo software Discovery Studio para valores de distancias de ligagdo de H entre um mesmo
atomo do ligante e dois residuos de aminoacidos diferentes da enzima MP™; os percentuais apresentados
entre parénteses referem-se as espécies quimicas do ligante que sdo predominantes em pH 7,4; residuos de
aminoacidos que compdem o sitio ativo ou apontados como importantes por Gunther ef al. (2021) foram
citados entre parénteses.

Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continua)
Ligagdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interagdes )

. ) apolares desfavoraveis
distancias — polares

residuos)
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Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (ntimero/ interagdes Interagoes nteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
Ensitrelvir 1 0 Halogénio  van der Waals Doador-doador
e (Aspl53) (Cysl145, (Lysl2)
Cys300)
mo Pi-Alquila
g5 (Arg298)
" Pi-Pi T-Shaped
a5 A5 (Phe294)
o oW o ©
Ensitrelvir 2 1/ Ligacdo de H van der Waals 0
s fro, e 1,88 — Thrll1 (ndo classica (Val202,
@ —GInl10) Thr292,
< o Val297)
e | Pi-Alquila
ST 2 (11e249)
G e Pi-Sigma
A4 ks (Phe294)
s Pi-Pi Stacked
(Phe294)
Pi-Pi T-Shaped
(Phe294)
Baicalein (36%) 1/ Ligagdes de H van der Waals 0
ALE he 2,04 — Asnl51  (ndo classicas Pi-Alquila
CE ~GInl10;  (Val202)
o i Thr292,  Pi-Pi Stacked
<& » N Phe294) (Phe294)
Pi-Anion
. s A131
4245 THR

A:111l PHE
Al12



Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
Baicalein (29%) 2/ Pi-Anion van der Waals 0
81123 g2l 2,37 - Lysl2; (Asp153,
3 2,52 — Serl121 Phe294)
o~ i Pi-Alquila
A:294
. 5 (Arg298)
P P % Pi-Pi T-Shaped
L ILE  B:122
PHE A:152
A8 PRO LYS
A:9 A2
ASP
A:155
ASP
A:153
Baicalein (27%) 1/ Ligagdo de H van der Waals 0
g0 1,94 — Thrl11 (ndo classica (Thr292)
- P T PHE —GIn110) Pi-Alquila
A:249 PRO I ]
A:293 A0 (Va1202,
ST 11e249)
.‘HE A'sz Pi-Pi Stacked
o AsS  wass (Phe294)
ASP
A:295
AT-7519 4/ Ligagdode H van der Waals 0
PHE 1,94 — Tyrl54; (n3o classica) (Aspl153)
2,06 — Serl21; Ponte salina
ASP SER
A:153 B:123
= (L) 2,47 — Aspl55;
A155
o= " 2,55 — Pro122
TYR GLU
A:154 B:14

SER Lys
B:121 PRO A:12
B:122
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Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (ntimero/ interagdes Interagoes nteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB00222 2/ Ligacdo de H van der Waals Aceptor-aceptor
- A 2,04 — Phe294;  (ndo classica) (GlInl110, (Serl158)
& 3,08 — Lys102 Aspl53,
& ' 455 s Thr292)
o sy i Alquila
g & (Val202)
! Pi-Pi Stacked
(Phe294)
Ath pt
DB00222 BI 004 2/ Ligacdo de H van der Waals 0
poish - 2,15-Thrl11; (n3o classica) (Val202,
@ o & 2,84-Prol08  Halogénio 1le249,
(GIn110) Thr292)
Alquila
s, RN Pi-Alquila
Hom & Y o (Phe294)
wits Pi-Sigma
(Phe294)
DB04868 0 Halogénio van der Waals 0
@ (Glnl10,
My A Aspl53,
@ Thr292)
Alquila
S0 & (T1e249)
.-y - Pi-Alquila
v - @ o (Val202,
S @ Phe294)

Pi-Pi T-Shaped
(Phe294)



Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (ntimero/ interagdes Interagoes nteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB04868 BI 003 2/ Ligacdo de H van der Waals 0
o & m & 2,49 — Thrl11; (n3o classica) (GIn110,
b T 3,04 — Hid246 Pi-Anion Aspl53,
bo Val202,
i - Thr292)
@ . - Pi-Alquila
e Jghﬁ i (11e249)
v | 5 Pi-Pi Stacked
(Phe294)
DB09078 2/ Ligagdes de H van der Waals 0
) 1,80 — Thrl11; (ndo classicas (GIn110,
e @& 4 9 m @ & 2,44 Thrlllou - Thr292) Val202)
T Ay 2 86— Asp295 Alquila
Pi-Alquila
(T1e249)
o s m Pi-Pi Stacked
Az (Phe294)
Pi-Sigma
(Phe294)
DB09078 BI 002 5/ Ligacdo de H van der Waals 0
ah 2,13 —Thrl1l; (nfo classica (Thr292)
L. - o, 2,56 Asp295; - Glnl10) Alquila
- R W 2,61 — Asp295; Pi-Alquila
P a4 2,86 — GInl110; (Val202,
o * & 9 3,06 - Prol108 11e249)
s @B A Pi-Sigma

GLN
A207

(Phe294)
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Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (ntimero/ interagdes Interagoes nteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB09079 (72%) 1/ Ligagdes de H van der Waals 0
Rt 2,22 —Lys12 (ndo classicas (Phe294,
o — Arg298) Val297)
At - . Alquila
| ) S Pi-Alquila
. - (Arg298)
® ¥ Pi-Pi Stacked
DB09079 (25%) 1/ Ligacdo de H van der Waals 0
ey, 2,24 —Lys12 (ndo classica) (Phe294,
wi Val297)
s f J Alquila
Pi-Alquila
s
= (Arg298)
b e e s AZS7
B4 A
P
DB09079_BI 002 (72%) 2/ Ligacdo de H van der Waals 0
@ w25 . 1,98—Thrlll ou (ndo classica (I1e249,
P Av‘?io. ) 2,95 — Asp295; —GInl10) Thr292)
a © o 252 Asnlsl Pi-Alquila
e, n O (Val202)
© S e Pi-Pi Stacked

GLN
RO Al07

(Phe294)
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Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(continuacdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (nimero/ interacdes Interagoes fmteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB09079 BI 002 (25%) 2/ Ligagdes de H van der Waals 0
o O 1,97 — Thrl11 ou (nfo classicas (I1e249,
T T 303-Asp205:  —Ginll0) Thr292)
@ Aélt:i#u A:fs w3 2,47 — Asnl51 Cargas Pi-Alquila
e i I e H o atrativas (Val202)
‘ e @ Pi-Pi Stacked
a T W (Phe294)
DB11984 0 Ligagdes de H van der Waals 0
T At (ndo classicas (Aspl53,
| e —GIn110) Thr292)
AG‘{’N”gsp A“EEH Alquila
(Val202)
v Pi-Pi Stacked
| Aiby (Phe294)
o™ A106
M s
DB11984 BI 002 4/ 0 van der Waals Doador-doador

o 0 o 2.25— Thr292: (Asp153, (Thr292)
25 & 287 353
VAL 2,30 — GInl110; 11e249)
& i i Yo
amo 234 — Thrlll; Alquila
2,35—Phe294 (Val202)

VAL
A104
SER
A158

LYs
A:102

ILE
A:249 RO
A:108

GLN

ASP AL07
A:153

Pi-Pi T-Shaped
(Phe294)
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Tabela 8 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,
derivados e seus precursores com residuos de aminoacidos do sitio alostérico 2 da

proteina MP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7VU6) nos estudos de docking

(conclusdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
Ligante (ntimero/ interagdes Interagoes nteragoes )
distincias polares apolares desfavoraveis
residuos)
DB12805 3/ Ligagdode H van der Waals 0

A% AYé‘éz 2,07 = Thr292; (ndo classica) (Aspl53,
2,21 — GInl10; Pi-Enxofre Val297)
@ 2,72 - Thrlll (Phe294) Alquila
o < (Val202)

Pi-Alquila
T e @ @ o (116249,
& Phe294)

Pi-Pi Stacked
(Phe294)
DB12805_BI 004 2/ Ligacdo de H van der Waals 0

- o 2,19 — Phe294;  (ndo cléssica (Aspl153,
v @ o 2,22 —GInl10 —GInl10) Thr292)

.y S Halogénio Pi-Alquila

- T (Val202,

© ¥ 116249)
i Pi-Pi Stacked
. & (Phe294)

A:158

ILE
A:152

A:249

ASN
ASP A:151 PHE
A153 AB

Fonte: do autor.
Nota: Os valores das distancias das ligagdes de H sio dados na unidade A; o “ou” refere-se a duas possibilidades
evidenciadas pelo software Discovery Studio para valores de distancias de ligagdo de H entre um mesmo
atomo do ligante e dois residuos de aminoacidos diferentes da enzima MP™; os percentuais apresentados
entre parénteses referem-se as espécies quimicas do ligante que sdo predominantes em pH 7,4; residuos de
aminoacidos que compdem o sitio ativo ou apontados como importantes por Gunther et al. (2021) foram
citados entre parénteses.



Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(continua)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
XR8-83 5/ 0 van der Waals 0
a2 1,82 — GIn269; Cysll1l1,
- PRO
e @ 2,20 - Aspl64; Hie272)
A30L o
o 2,22 — Asn267; Alquila
2,39 — Gly266; Pi-Alquila
A269 3 H 266
. 2,43 — Gly271 Pi-Sigma
RO : Pi-Pi T-Shaped
st €D
A?lis AL‘Egz GLY
" A271
& i
RS A
Alll
Jun9-13-7 (58%) 0 Ligacdo de H van der Waals 0
Ry TR (ndo classica) Pi-Alquila
Pi-Anion Pi-Sigma
LEU TYR
A:162 A:264 . L. . .
Pi-Céation Pi-Pi T-Shaped
ASP
it & ¢ — Ponte salina
GIN A:247
A:269
o TYR
P
GLU
A:167 MET
A:208
Jun9-13-7 (37%) 0 Ligagdo de H van der Waals 0
e (n@o classica) Alquila
2 o o i Pi-Anion Pi-Alquila
A269 Q264 PRO
A:248 . .
cLy Pi-Sigma
A:163
¢ Pi-Pi T-Shaped
a17 .
O '

TYR
6L A:273

AL67 A:208



Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ] Interacdes Interacoes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB00222 3/ 0 van der Waals 0
o 59 2,10 — Tyr268; Alquila
o © “ o 2,37 — Gly266; Pi-Alquila
wats i 2,90 — Aspl6d Pi-Pi T-Shaped
A i Amida-Pi
! = & Stacked
DB00222 BI 005 2/ Ligagdode H van der Waals 0

PRO
ALA  A:289
A:249
GLN
LYs A:269

2,41 — Tyr268;

A248

2,62 — Tyr268
2/
2,05 — GIn250;
2,75 - GIn250
ey

A:157 GLY ASN
ASP e 267
£ A:266
i TYR
G A268
A:163
LEU
A162 TYR
A:264
PRO
A:247
THR
A:301
PRO
A:247
q
? L]
FPRO
A248
ASN GLN
A'?lsgtfl GLY A:267 A:251 'ZLgE
. A:163 -
TYR
A:268 TYR
A:264 TYR
A:273 PRO
A:299

THR
A:265

(nao classica)

Halogénio

Alquila
Pi-Alquila
Pi-Pi T-Shaped

van der Waals
Alquila
Pi-Alquila
Amida-Pi
Stacked

Doador-doador

(GIn269)
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Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina
PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB00549 BI 005 3/ Ligacdes de H van der Waals 0
= 2,33 — Asn267; (ndo classicas) Alquila
2,38 — GIn269; Pi-Alquila
w3y 3,02 — Asn267 Pi-Sigma
; Pi-Pi Stacked
J> g Pi-Pi T-Shaped
s Amida-Pi
- 5 @ i Stacked
DB00619 (40%) 0 Pi-Anion van der Waals 0
ASN P1-A1qu11a
A267
% Pi-Pi Stacked
n26 A5 .
oo R Pi-Pi T-Shaped
A:264
TYR
A:268
TYR
e A273
A:299
THR
GIN  A265
A:250 PRO
A:247 ASP
A GLN A:164
2y MET A:269
A:208
DB00619 (39,5%) 0 Ligacdo de H van der Waals 0
LS (ndo classica) Alquila
# GLN LEU LR . .
oy a9 w6 Pi-Anion Pi-Alquila
58 a266 e
Gl & PO, AN Pi-Sigma
:167 oty TyAi2as  A267 ) )
& Amida-Pi
2o Stacked
1]
€2 ., pers
ARG

A:208
A:166
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Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras . .
) ] Interacdes Interacoes
Ligante (ntimero/ interacdes )
o apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB00619 (20%) 1/ Ligagdo de H van der Waals 0
JUCRR S = 2,54 - Gly266  (ndo classica) Pi-Alquila
A:267 AL o
A2 G ey 2RO Pi-Anion Pi-Sigma
A7
e y Pi-Pi T-Shaped
Amida-Pi
A?ZL;’B Stacked
YR ?
A:273 LEU
A162
ASP
A:164
A6s X208
DB00619_BI 002 0 Ligagdes de H van der Waals 0
R e (ndo classicas)  Pi-Alquila
P i e Pi-Anion Pi-Sigma
GLY A:248
8 Amida-Pi
PRO
L = Stacked
164
GLN
A250 GLU
ALA o A6
A:249 A’“;Q‘-,. A264 TR
A:268
ALEEJE GIN “GlL‘ri
A:269
DB04868 1/ Ligagdes de H van der Waals 0
P Aas 2,51 = Gly266  (ndo classicas)  Pi-Alquila
A:166 TYR ~ . . .
Y& Pi-Anion Pi-Pi T-Shaped
AP';ET
PRO
ASN A:248 TYR
A:267 A264 GLN
f’ A:269
LEU
A:l62
ASP
H A:l64
& A
A249

PRO
A:299 GLN



Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(continuacao)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ] Interacdes Interacoes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB04868 BI 002 (pose 1) 2/ Pi-Anion van der Waals 0
s 1,75 — GIn269; Pi-Cation Alquila
A:AST
™ FRo e psy 2,23 — Aspl64 Pi-Alquila
A:273 A‘,llsgd A:301
' O Pi-Sigma
Pere) 4 Pi-Pi T-Shaped
o & Amida-Pi
£ Stacked
&y e I
AZ08
DB04868 BI 002 (pose 2) 2/ Ligagdes de H van der Waals 0
a5, 1,75 — GIn269; (nio classicas) Alquila
ae h 2,17 Aspl64  Pi-Anion (Cysl11)
hig : Pi-Alquila
A3 THR s
e A Pi-Sigma
as 5
. y Pi-Pi T-Shaped
lGLN
Al:}‘g? A:269 m
3 ANJZEJS A:247
DB04868 BI 003 (pose 1) 4/ Pi-Anion van der Waals 0
Ms T 1,81 — GIn269; Pi-Cation Alquila
A:301 ASN
B & 2,08 — Aspl64; Pi-Alquila
; 2 TYR
@ 2,42 — Lys157; Pi-Sigma
Az 2,51 — Tyr268 Pi-Pi T-Shaped
Al ¢ = Amida-Pi
¥ &
Stacked

GLY
A271 TYR
A:264
MET
A:208
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Tabela 9 — Detalhamento das interagdes intermoleculares estabelecidas pelos ligantes-controle,

derivados e seus precursores com residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina

PLP™ do SARS-CoV-2 (PDB: 7JN2) nos estudos de docking

(conclusdo)
Ligacdes de H
classicas Outras
) ) Interagdes Interagdes
Ligante (ntimero/ interacdes )
) ) apolares desfavoraveis
distancias — polares
residuos)
DB04868 BI 003 (pose 3) 2/ Ligacdo de H van der Waals 0
o o = 2,70 — Cysll1l; (ndo cléssica) (Hie272)
3,03 - Glyl63 Pi-Anion Pi-Alquila
o) Pi-Sigma
wil Pi-Pi T-Shaped
DB08832 0 Ligagdes de H van der Waals 0
Aaar (ndo classicas) Alquila
AS|
; o Pi-Anion Pi-Alquila
Pi-Sigma
- Pi-Pi T-Shaped
TYR
A:268
GLY PRO
VR A266 A28
A:264
ASN
A:267
DB08882_BI_001 0 Ligacdo de H van der Waals 0

ASN
A267

TYR
A268
A:248

PRO

Asp
A:247 o vk la:16d

A:264

MET
A:208

(ndo classica)

Pi-Anion

Alquila
Pi-Alquila
Pi-Pi T-Shaped

Fonte: do autor.

Nota: Os valores das distancias das ligagdes de H sdo dados na unidade A; os percentuais apresentados entre
parénteses referem-se as espécies quimicas do ligante que sdo predominantes em pH 7,4; residuos de
aminoacidos que compdem o sitio ativo foram citados entre parénteses, e estes, assim como os tipos de
interagdes que eles realizaram, foram sublinhados e destacados em negrito azul turquesa.



Pelo exposto nas tabelas 6 a 9, é evidente a melhoria da afinidade dos ligantes pelos
sitios ativo e alostéricos da MP™ e pelo sitio ativo da PLP™ ap6s o uso do bioisosterismo, haja
vista o aumento das interagdes intermoleculares da maioria dos derivados em comparagao com
0S seus respectivos precursores.

Com exce¢do do derivado DB16650 BI 003, e diferentemente de todos os ligantes
precursores, exceto o DB12805, os demais ligantes contendo biososteros presentes na tabela 6
interagiram por meio de ligagdes de H classicas com pelo menos um dos dois residuos de
aminoacidos que compdem a diade catalitica da enzima MP™ (Hie41 e Cys145). Dentre esses
resultados, o de maior destaque foi o do ligante DB12355 BI 004 devido a duas razdes. A
primeira delas € a realizagao de um nimero maior de ligagdes de H classicas com residuos de
aminoacidos do sitio ativo da MP™, quando comparado aos dois tautomeros do ensitrelvir,
inibidor nio covalente de maior poténcia bioldgica ja reportado na literatura.'®! Este niimero,
igual a 8, foi quatro vezes maior do que o expresso pelo seu respectivo ligante precursor
(DB12355). A segunda razao se da em virtude do valor da distancia da ligacdo de H cléssica
com o residuo de Cys145 ter sido menor do que as distancias estabelecidas entre os ligantes-
controle e este mesmo aminodacido. Tal fato foi igualmente observado no resultado do derivado
DB00549 BI 005. Ademais, o unico ligante que estabeleceu ligagdes de H classicas tanto com
Hie41 quanto com Cys145 foi o derivado DB11984 BI 002, e, ao contrario do tautomero 2 do
ensitrelvir que manifestou uma interacdo desfavoravel com o residuo Thr26, os derivados
DB00549 BI 005, DB11984 BI 002 e DB12355 BI 004 nao tiveram alertas neste sentido.
Finalmente, estas trés moléculas derivadas por bioisosterismo garantiram, tal qual os
tautdmeros do ensitrelvir, interagdes intermoleculares com residuos de aminoacidos de todos
os 4 subsitios que compdem o sitio ativo da MP™® do SARS-CoV-2. O subsitio S1 ¢ formado
pelos residuos Phel140, Asn142, Ser144, His163, Glul66 e His172; o S1°, pela diade catalitica
— His41 e Cys145 — e pelos residuos Thr25 e Leu27; o S2, pelos residuos His41, Met49, Tyr54,
Met165 e Aspl87; e o S4, pelos residuos Met165, Leul67, Phel85, GIn189 e Gln192,40:127-130
As Figuras 14 a 19 ilustram os resultados em 3D dos derivados DB00549 BI 005,
DB11984 BI 002 e DB12355 BI 004 na perspectiva das ligagdes de H classicas
estabelecidas, assim como destes derivados € de ambos os tautomeros do ensitrelvir no viés da
complementaridade molecular; para fins de maior clareza, no zoom destas imagens, os atomos
dos ligantes que interagiram com a diade catalitica — His41 e Cys145 — foram evidenciados com
circulos verde-claros; ademais, houve diferencia¢do de coloracdo das superficies eletrostaticas
dos atomos dos residuos de aminoacidos que compdem a enzima MP™ (carbono — cinza; enxofre

— amarelo; hidrogénio — branco; nitrogénio — azul; oxigénio — vermelho).
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Figura 14 — Ligacdes de H classicas com suas respectivas distancias entre o derivado
DB00549 BI 005 e residuos de aminoécidos do sitio ativo da MP™

GLY143

Fonte: do autor.

Figura 15 — Ligacdes de H classicas com suas respectivas distancias entre o derivado
DB11984 BI 002 e residuos de aminoacidos do sitio ativo da MP™

GLY143

F.GQ jzf

Fonte: do autor.
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Figura 16 — Ligacdes de H cldssicas com suas respectivas distancias entre o derivado
DB12355 BI 004 e residuos de aminoécidos do sitio ativo da MP™

Fonte: do autor.

Figura 17 — Comparacdo entre a ancoragem do ligante DB00549 BI 005 e as ancoragens dos
tautdomeros do ensitrelvir no sitio ativo da MP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Ligante DB00549 BI 005 ancorado no sitio ativo da enzima MP™; seus atomos de carbono foram
coloridos em verde claro;
B) Zoom de A); os atomos do ligante envolvidos nas interagdes com o residuo Cys145 foram circulados
em verde;
C) Zoom dos tautdmeros 1 e 2 do ligante-controle ensitrelvir ancorados no sitio ativo da enzima MP™;
seus atomos de carbono foram coloridos, respectivamente, em azul ciano e em rosa salméo; os
atomos dos ligantes envolvidos nas intera¢gdes com o residuo Cys145 foram circulados em verde.
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Figura 18 — Comparacdo entre a ancoragem do ligante DB11984 BI 002 e as ancoragens dos
tautdomeros do ensitrelvir no sitio ativo da MP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Ligante DB11984 BI 002 ancorado no sitio ativo da enzima MP™; seus atomos de carbono foram
coloridos em laranja;
B) Zoom de A); os atomos do ligante envolvidos nas interagcdes com os residuos His41 e Cys145 foram
circulados em verde;
C) Zoom dos tautdmeros 1 e 2 do ligante-controle ensitrelvir ancorados no sitio ativo da enzima MP™;
seus atomos de carbono foram coloridos, respectivamente, em azul ciano ¢ em rosa salmio; os
atomos dos ligantes envolvidos nas intera¢cdes com o residuo Cys145 foram circulados em verde.
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Figura 19 — Comparacdo entre a ancoragem do ligante DB12355 BI 004 e as ancoragens dos
tautdomeros do ensitrelvir no sitio ativo da MP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Ligante DB12355 BI 004 ancorado no sitio ativo da enzima MP™; seus atomos de carbono foram
coloridos em lilas;
B) Zoom de A); os atomos do ligante envolvidos nas interagdes com o residuo Cys145 foram circulados
em verde;
C) Zoom dos tautdmeros 1 e 2 do ligante-controle ensitrelvir ancorados no sitio ativo da enzima MP™;
seus atomos de carbono foram coloridos, respectivamente, em azul ciano e em rosa salméo; os
atomos dos ligantes envolvidos nas interacdes com o residuo Cys145 foram circulados em verde.

Dentre os principais residuos de aminoacidos que compdem o sitio alostérico 1 da MP™
descrito por Gunther e colaboradores (2021), todos os ligantes-controle estabeleceram

interagdes com o residuo Cys300 mediante ligagdo de H nao classica ou interagdo apolar do
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tipo van der Waals, a qual também foi expressa pelo tautdmero 2 do ensitrelvir com o residuo
[1e213 e pelo tautomero 1 deste farmaco com o residuo Cys145 do protomero B. Por outro lado,
o ligante DB00549 BI 005, concebido pela estratégia de bioisosterismo, foi o unico que
estabeleceu uma ligacdo de H classica com um dos residuos de aminoacidos supracitados,
nomeadamente a Ile213, além de interagdes apolares com trés aminodcidos que integram o sitio
alostérico 1; sdo elas, van der Waals com GIn256 e Cys300, e Pi-Sigma com Ile213. As Figuras
20 e 21 explicitam resultados em 3D do derivado DB00549 BI 005 na perspectiva das ligagdes
de H classicas estabelecidas, bem como os resultados em 3D deste derivado e do tautdmero 1
do ensitrelvir no viés da complementaridade molecular, com o proposito de ilustrar a
proximidade do nitrogénio sulfonamidico do ligante DB00549 BI 005, destacado por um
circulo verde claros, do oxigénio da carbonila do residuo Ile213; para fins de maior clareza, no
zoom destas imagens, houve diferenciacdo de coloracdo das superficies eletrostaticas dos
atomos dos residuos de aminoacidos que formam a enzima MP™ (carbono — cinza; enxofre —

amarelo; hidrogénio — branco; nitrogénio — azul; oxigénio — vermelho).

Figura 20 — Ligagdes de H classicas com suas respectivas distancias entre o derivado
DB00549 BI 005 e residuos de aminoacidos do sitio alostérico 1 da MP™

LY 138

Fonte: do autor.
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Figura 21 — Comparacao entre a ancoragem do ligante DB00549 BI 005 e as ancoragens dos
tautdomeros do ensitrelvir no sitio alostérico 1 da MP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Ligante DB00549 BI 005 ancorado no sitio alostérico 1 da enzima MP™; seus atomos de carbono
foram coloridos em verde claro;
B) Zoom de A); o 4&tomo do ligante DB00549 BI 005 envolvido na interagdo com o residuo Ile213 foi
circulado em verde;
C) Zoom do tautdmero 1 do ligante-controle ensitrelvir ancorado no sitio alostérico 1 da enzima MP™;
seus atomos de carbono foram coloridos em azul ciano.

No tocante ao sitio alostérico 2, o residuo Arg298, que, por sua vez, tem um papel crucial
no processo de dimerizagdo, isto €, de unido dos dois protdmeros que constituem a MP™,
interagiu apenas com o tautdmero 1 do ensitrelvir, com uma das espécies quimicas do ligante
Baicalein e com ambas as espécies do precursor DB09079 mediante uma interagdo apolar do
tipo Pi-Alquila.>® A espécie predominante do precursor DB09079 interagiu adicionalmente com
a Arg298 mediante uma ligacdao de H ndo classica. Além disso, com exce¢ao da molécula AT-

7519, os demais ligantes-controle, assim como todos os derivados por bioisosterismo expostos



na tabela 8, interagiram com mais de um dos residuos de aminoéacidos que compdem o segundo
sitio alostérico da MP. A maioria das interagdes estabelecidas foram de natureza apolar,
seguidas por interagdes polares mais fracas do tipo ligacao de H nao classica, halogénio e Pi-
Cation. Os tUnicos ligantes que estabeleceram ligagdes de H classicas com residuos de
aminodcidos especificos do sitio alostérico 2 foram o derivado DB09078 BI 002, com a
GInl110, e os derivados DB11984 BI 002 e DB12805 BI 004, com a GInl10 e a Phe294.
Interessantemente, este residuo de aminoacido foi o mais versatil de todos, haja vista o
estabelecimento, com atomos dos ligantes em estudo, de interagdes apolares do tipo van der
Waals, Pi-Alquila, Pi-Sigma, Pi-Pi Stacked e Pi-Pi T-Shaped, bem como de interagdes polares
do tipo Pi-Cation e Pi-Enxofre, além de ligagdes de H classicas e ndo cldssicas. No que tange
ao numero de ligagdes de H classicas realizadas, os derivados DB09078 BI 002 e
DB11984 BI 002 foram os que apresentaram a maior quantidade, igualando-se ao ligante-
controle AT-7519. No que se refere ao derivado DB11984 BI 002, enquanto ele apresentou 4
ligagdes de H classicas, seu precursor realizou 0. Por fim, uma ocorréncia incitante observada
foi a coincidente relacdo entre os valores de score mais favoraveis e o estabelecimento de
interacdes intermoleculares com 6 dos 7 principais residuos de aminoacidos que compdem o
sitio alostérico 2 da MP™. Esse fato aconteceu com os derivados DB12805 BI 004 ¢
DB04868 BI 003, os quais apresentaram valores de score iguais a -9,5 Kcal/mol ¢ a -9,4
Kcal/mol, respectivamente, e interagiram com os residuos GInl110, Asp153, Val202, 1le249,
Thr292, Phe294. Além destes dois ligantes, apenas o precursor DB12805 e o derivado
DB11984 BI 002 estabeleceram interagdes com pelo menos um destes aminoacidos; todavia,
o score menos favoravel desta molécula concebida por bioisosterismo pode ser explicado pela
ocorréncia de uma interacao desfavoravel com o residuo Thr292, conforme disposto na tabela
8. O ligante-controle com melhor score, igual a -9,3 kcal/mol, foi o tautomero 2 do ensitrelvir,
o qual curiosamente interagiu com 5 dos 7 principais residuos de aminoacidos do sitio alostérico
2; foram eles, GIn110, Val202, I1e249, Thr292 e Phe294; ¢ com 1 residuo de aminoacido do
sitio alostérico 1, a Val297. As Figuras 22 e 23 ilustram os resultados em 3D do derivado
DB12805_BI 004 na perspectiva das ligacdes de H cléssicas estabelecidas, assim como deste
derivado e do tautomero 2 do ensitrelvir no viés da complementaridade molecular, com o intuito
de ilustrar a proximidade dos oxigénios das carbonilas do ligante DB12805 BI 005 dos
hidrogénios amidicos dos residuos GIn110 e Phe294; para fins de maior clareza, no zoom destas
imagens, houve diferenciacdo de coloragdo das superficies eletrostaticas dos atomos dos
residuos de aminodcidos que integram a enzima MP* (carbono — cinza; enxofre — amarelo;

hidrogénio — branco; nitrogénio — azul; oxigénio — vermelho).
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Figura 22 — Ligacdes de H classicas com suas respectivas distancias entre o derivado
DB12805 BI 004 e residuos de aminoécidos do sitio alostérico 2 da MP™

PHEZ84

Fonte: do autor.

Figura 23 — Comparacao entre a ancoragem do ligante DB12805 BI 004 e as ancoragens dos
tautdomeros do ensitrelvir no sitio alostérico 2 da MP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Ligante DB12805 BI 004 ancorado no sitio alostérico 2 da enzima MP™; seus atomos de carbono
foram coloridos em marrom;
B) Zoom de A);
C) Zoom do tautémero 2 do ligante-controle ensitrelvir ancorado no sitio alostérico 2 da enzima MP™;
seus atomos de carbono foram coloridos em rosa salmao.
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Em 2022, Shen e colaboradores reportaram que moléculas com atividade promissora
contra a enzima PLP™ estabeleceram ligacdes de H cladssicas com os residuos GIn49, Arg72,
Aspl64, Argl66, Glul67 e GIn269. Além destes, os residuos Leul62, Pro248, Gly266, Asn267,
Tyr268 e Pro 299 encontram-se nas proximidades, sendo, por esse motivo, igualmente
susceptiveis a interagdes.!® Com base nos resultados da tabela 9, é factivel afirmar que, com
exce¢do do derivado DB08882 BI 001, todos os demais ligantes concebidos pela estratégia de
bioisosterismo interagiram com pelo menos 1 dos residuos de aminodcidos supracitados
mediante ligagdes de H classicas. Ademais, outros tipos de interagdes intermoleculares distintas
de menor forga tanto polares quanto apolares aconteceram entre pelo menos um destes
aminoacidos importantes e todos os ligantes-controle, precursores e derivados que se encontram
na tabela 9.

No tocante a triade catalitica da enzima PLP®™, apenas o ligante-controle XR8-83
interagiu com os residuos Cys111 e Hie272 por meio de interagdes hidrofobicas de van der
Waals. Entretanto, apés uma analise mais minuciosa dos resultados, foi evidenciado que a
segunda conformacgdo (pose) mais estdvel do derivado DB04868 BI 002, cujos valores de
score ¢ K; sdo, respectivamente, -10 Kcal/mol e 46,7 nM (versus -10,2 Kcal/mol ¢ 33,3 nM da
primeira pose), estabeleceu uma interagdo apolar do tipo Alquila com o residuo Cys111. De
igual maneira, a terceira pose mais estavel do derivado DB04868 BI 003, cujos valores de
score e K, sdo, respectivamente, -9,1 Kcal/mol e 213,3 nM (versus -9,6 Kcal/mol € 91,7 nM da
primeira pose), interagiu com o residuo Cys111 por meio de uma ligagdo de H classica e com
o residuo Hie272 mediante interagdes hidrofobicas do tipo van der Waals. As Figuras 24 a 29
seguir ilustram os resultados em 3D da pose 2 do derivado DB04868 BI 002 e da pose 3 do
derivado DB04868 BI 003 na perspectiva das ligagdes de H cléssicas estabelecidas, assim
como destes derivados, de suas primeiras poses € do ligante-controle XR8-83 no viés da
complementaridade molecular, com o objetivo de ilustrar o acesso ao residuo Cys111, o qual
contém um atomo de enxofre; para fins de maior clareza, no zoom das Figuras 27 e 29 houve
diferenciagdo de coloragdo das superficies eletrostiticas dos atomos dos residuos de
aminoacidos que constituem a enzima PLP™ (carbono — cinza; enxofre — amarelo; hidrogénio —

branco; nitrogénio — azul; oxigénio — vermelho).
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Figura 24 — Ligacdes de H cléssicas e interagdo apolar do tipo Alquila com suas respectivas
distancias entre a segunda conformagdo (pose) mais estavel do ligante
DB04868 BI 002 e residuos de aminoacidos do sitio ativo da PLP™

GLN269

Fonte: do autor.

Figura 25 — Ligagdes de H classicas com suas respectivas distancias entre a terceira
conformagdo (pose) mais estavel do ligante DB04868 BI 003 e residuos de
aminodcidos do sitio ativo da PLP™

\\
YO:S
A Y

GLY163

Fonte: do autor.
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Figura 26 — Comparacdo entre as ancoragens das poses 1 e 2 do ligante DB04868 BI 002 ¢ a
ancoragem do ligante-controle XR8-83 no sitio ativo da PLP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Pose 1 do ligante DB04868 BI 002 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono
foram coloridos em amarelo claro;
B) Pose 2 do ligante DB04868 BI 002 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono
foram igualmente coloridos em amarelo claro;
C) Ligante-controle XR8-83 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono foram
coloridos em um tom diferente de verde claro.



Figura 27 — Comparacao entre as ancoragens das poses 1 e 2 do ligante DB04868 BI 002 ¢ a
ancoragem do ligante-controle XR8-83 no sitio ativo da PLP" sob um diferente
angulo de visdo

Fonte: do autor.

Legenda: A)

B)
0

D)
E)

F)

Pose 1 do ligante DB04868 BI 002 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo
de visdo; seus 4tomos de carbono foram coloridos em amarelo claro;

Zoom de A);

Pose 2 do ligante DB04868 BI 002 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo
de visdo; seus atomos de carbono foram igualmente coloridos em amarelo claro;

Zoom de C); o acesso ao residuo Cysl11 ¢ evidenciado pela proximidade do ligante com o atomo
de enxofre, cuja superficie eletrostatica foi colorida em amarelo;

Ligante-controle XR8-83 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo de visao;
seus atomos de carbono foram coloridos em um tom diferente de verde claro;

Zoom de E); o acesso ao residuo Cysl11 € evidenciado pela proximidade do ligante com o atomo
de enxofre, cuja superficie eletrostatica foi colorida em amarelo.
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Figura 28 — Comparagao entre as ancoragens das poses 1 e 3 do ligante DB04868 BI 003 ¢
a ancoragem do ligante-controle XR8-83 no sitio ativo da PLP™

Fonte: do autor.
Legenda: A) Pose 1 do ligante DB04868 BI 003 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono
foram coloridos em amarelo-mostrada escuro;
B) Pose 3 do ligante DB04868 BI 003 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono
foram igualmente coloridos em amarelo-mostrada escuro;
C) Ligante-controle XR8-83 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™; seus atomos de carbono foram
coloridos em um tom diferente de verde claro.



Figura 29 — Comparacdo entre as ancoragens das poses 1 e 3 do ligante DB04868 BI 003 ¢ a
ancoragem do ligante-controle XR8-83 no sitio ativo da PLP" sob um diferente
angulo de visdo

Fonte: do autor.

Legenda: A)

B)
0

D)
E)

F)

Pose 1 do ligante DB04868 BI 003 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo
de visdo; seus 4tomos de carbono foram coloridos em amarelo-mostrada escuro;

Zoom de A);

Pose 3 do ligante DB04868 BI 003 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo
de visdo; seus atomos de carbono foram igualmente coloridos em amarelo-mostrada escuro;

Zoom de C); o acesso ao residuo Cysl11 ¢ evidenciado pela proximidade do ligante com o atomo
de enxofre, cuja superficie eletrostatica foi colorida em amarelo;

Ligante-controle XR8-83 ancorado no sitio ativo da enzima PLP™ sob um diferente angulo de visgo;
seus atomos de carbono foram coloridos em um tom diferente de verde claro;

Zoom de E); o acesso ao residuo Cysl11 ¢ evidenciado pela proximidade do ligante com o atomo
de enxofre, cuja superficie eletrostatica foi colorida em amarelo.

151



Com a finalidade de validar o protocolo dos estudos de ancoragem molecular, o
redocking foi conduzido com ambas as proteinas utilizadas. Os resultados de RMSD obtidos
foram de 0,3501 A e de 0,4984 A para os ligantes cristalizados juntamente com as estruturas
proteicas de codigos 7VUG6 e 7JN2, respectivamente. A Figura 30 evidencia as sobreposigdes
das estruturas originais, obtidas experimentalmente por cristalografia de raios X, e, in silico,

por réancoragem.

Figura 30 — Redocking dos ligantes originais (cristalograficos) das proteinas 7VU6 e 7JN2

Fonte: do autor.

A seguir, na etapa final dos estudos, quatro adicionais propriedades fisico-quimicas,
assim como pardmetros farmacocinéticos (de ADMET), foram preditos para os ligantes-
controle, para os derivados por bioisosterismo mais promissores elencados nas tabelas 6 a 9 e
para os seus respectivos precursores. Ademais, o farmaco nirmatrelvir foi concomitantemente
avaliado para que se tracasse um comparativo dos resultados obtidos in silico com aqueles
apresentados na bula do medicamento Paxlovid®.

As propriedades fisico-quimicas avaliadas foram massa molecular; volume molecular
proveniente da equacdo de van der Waals; TPSA, em consonancia com a regra de Veber; e Log
D em fungio do pH 7,4.13! Este ultimo indicador representa o Log P cujo coeficiente de parti¢io
¢ funcdo do pH igual a 7,4. Ele ¢ de vital importancia, pois, para conseguir exercer o efeito

terapéutico desejado, um farmaco de administracdo oral deve ser capaz de entrar na corrente

152



sanguinea e, subsequentemente, atingir o sitio de interesse no o6rgao-alvo. Neste contexto,
devido ao equilibrio adequado entre a taxa de permeabilidade por difusdo passiva e a
hidrossolubilidade, a faixa de 1,0 a 3,0 ¢ considerada 6tima para que um composto quimico se
difunda até o 6rgio-alvo apos ser absorvido pelos enterocitos, i.e., as células intestinais.®? A
tabela 10 lista os resultados obtidos para as 4 propriedades fisico-quimicas supracitadas. Os
resultados de substancias quimicas que apresentaram massa molecular acima de 500 Da, mas
abaixo de 600 Da, bem como os resultados de Log D cujas aproximagdes estao mais proximas
de 3 do que de 3,5, foram sublinhados e coloridos em amarelo ouro. Por outro lado, valores de
log D proximos de 3,5 e acima deste valor, assim como valores de TPSA < 75 e > 140 foram
sublinhados e coloridos em vermelho. Todas as melhorias de resultados obtidas com os
derivados por bioisosterismo foram sublinhados e coloridos em negrito verde. As estruturas
quimicas 2D destes compostos quimicos assim como dos derivados por bioisosterismo que nao

apresentaram nenhum alerta foram adicionadas a tabela 10.

Tabela 10 — Predi¢des de propriedades fisico-quimicas dos ligantes-controle, dos derivados e

de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continua)
) Massa Volume Log D
Ligante TPSA
molecular | molecular (pH 7,4)
Ensitrelvir 464,61 120,68 2,81
Baicalein 270,05 265,19 90,90 2,25
Pelitinib 467,15 460,20 93,51 3.40
AT-7519 381,08 344,15 98,91 1,97
XR8-83 523,71 85,42
Jun9-13-7 309,07 302,57 23.47 3.76
Nirmatrelvir 499,24 473,22 131,40 2,65
DB00222 490,22 485,98 129,53 2,04
DB00222 BI 004 497,17 462,21 126,75 1,67
HC
H, c’¢ H
Y
) ) - ‘//““ Q /O
" O//“\N)J\u
DB00222 BI 005 462,21 450,89 112,46 3.63
DB00549 574,55 115,73 2,37
DB00549 BI 005 533,38 120,16 2,10

DB04868 514,49 100,85 3.88
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Tabela 10 — Predi¢des de propriedades fisico-quimicas dos ligantes-controle, dos derivados e

de seus precursores pela plataforma ADMETlab 2.0

(continuacgao)
. Massa Volume Log D
Ligante TPSA
molecular | molecular (pH 7,4)
DB04868 BI 002 461.20 478,99 97,62 3.49
/©\”/H
N CHs
HN
)\ o : ;
NI ~ N
AN = N7
| \
= N
HC
DB04868 BI 003 447.18 461,69 100,85 3.25
@\”/H
N CHs
HN
)\ o
NI NIY
N
R = ﬁ
| \
= N
DB08882 472,23 474,73 116,86 2,18
DB08882_BI 001 457,22 463,73 90,84 3.70
DB09078 426,11 405,54 115,57 2.87
DB09078 BI 002 409,16 398,60 118,37 2,59
CHy
|
N NH
X
P )
F o] NH,
T
XK o
DB09079 539.25 557,82 101,47 3,04
DB09079_BI 002 524.25 542,73 118,26 1,61
DB11751 405,11 370,94 100,87 1,22
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Tabela 10 — Predi¢des de propriedades fisico-quimicas dos ligantes-controle, dos derivados e

de seus precursores pela plataforma ADMETlab 2.0

(conclusdo)
. Massa Volume Log D
Ligante TPSA
molecular | molecular (pH 7,4)
DB11751_BI 002 393,09 350,92 80,64 1,26
H
!
DB11984 479,13 447,05 107,02 1,41
DB11984 BI 002 464,13 431,96 98,82 2,08
\ﬂ/ QA
(o] N. u/S\\O
DB12355 49824 516,70 115,79 2,87
DB12355 BI 004 457,19 458,51 147,52 1,54
DB12364 451,14 445,62 110,64 2,52
DB12364 BI 006 439,15 425,25 115,45 1,96
Hg(?\NH -
o " ‘ X
g L
DB12805 574.98 485,50 121,88 1,72
DB12805_BI 004 471.11 441,93 87,74 2,85
N/—’\O
/
DB16650 425,20 408,23 139,18 1,41
DB16650_BI 003 457,18 422,57 141.98 2,35

Fonte: do autor.

Nota: A massa molecular evidenciada é a monoisotopica, isto €, a calculada a partir da massa do iso6topo de
ocorréncia natural mais abundante de cada elemento quimico presente na molécula; os valores de TPSA
(area de superficie polar topoldgica) destacados em vermelho representam compostos que violam a regra
da Pfizer no contexto de quimica medicinal, uma vez que estas substancias quimicas possuem tanto TPSA
< 75 quanto log P < 33!; as unidades utilizadas foram g/mol para massa molecular, A> para volume
molecular e A2 para TPSA.



Os valores das massas moleculares dos derivados DB04868 BI 002, DB04868 BI 003
e DB12805 BI 004 estao favoravelmente abaixo de 500 Da, ao contrario das massas de seus
respectivos precursores. Além disso, os derivados DB00222 BI 004, DB09078 BI 002,
DB11751 _BI 002, DB11984 BI 002 ¢ DB12364 BI 006 exibiram o6timos resultados em
todas as propriedades avaliadas.

Os parametros de absorc¢ao (A) escolhidos para serem avaliados foram: potencial de o
ligante inibir e/ou de se comportar como substrato de glicoproteina-P (P-gp); probabilidade de
apresentar biodisponibilidade oral (F) < 20% e/ou < 30%; e triagem de permeabilidade por
difusdo passiva baseada no modelo in vitro de cultura de linhagens celulares do epitélio renal
de cdes “Madin-Darby” (MDCK)."*! A P-gp foi a primeira proteina humana da classe dos
transportadores de cassetes de ligacdo de ATP (ABC) identificada por pesquisadores. Isto
significa que esta proteina do tipo transmembrana pertence a superfamilia de proteinas
transportadoras que utilizam a energia advinda da hidrdlise do ATP para bombear de
volta/expelir para o lumen do trato gastrointestinal substancias quimicas hidrofobicas neutras e
cationicas, incluindo farmacos, que foram previamente absorvidas pelo epitélio do intestino.
Esta proteina do tipo ABC ¢ expressa em tecidos que apresentam uma fun¢do de barreira, e.g.
epitélios do figado, do rim, do intestino delgado, do intestino grosso e das células endoteliais
do ovério, dos testiculos e do cérebro na barreira hematoencefalica (BHE/BBB).!*? A principal
consequéncia negativa da atuacao da P-gp € diminuir a biodisponibilidade oral dos farmacos,
1.e., a quantidade ou fragdo percentual de uma substancia quimica administrada por via oral que
atinge efetivamente a circulacdo sistémica, apOs possiveis metabolizagdes prévias, seja na
parede intestinal, seja no figado por metabolismo de primeira passagem.’>!3%133 Os valores
preditos pela plataforma ADMETIab 2.0 tanto de P-gp quanto de F (< 20%/< 30%) sdo de
probabilidade, e, portanto, variam de 0 a 1.!3! A metodologia considerada padrio-ouro para
triagem da permeabilidade por difusdo passiva de um farmaco tem como base o modelo in vitro
de cultura de células Caco-2, as quais sao derivadas de unidades celulares de adenocarcinoma
do intestino grosso humano mediante um processo de diferenciacdo que origina células
epiteliais altamente funcionalizadas e bastante similares tanto morfoloégica quanto
bioquimicamente ao epitélio celular do intestino delgado.!**!3 Entretanto, para a predigdo de
permeabilidade pela técnica Caco-2, os resultados fornecidos pela plataforma ADMETIab 2.0
estdo em escala logaritmica e ndo sofrem estratificacdo. Por outro lado, para a predicao pelo
modelo de células MDCK, os resultados sdo apresentados pela plataforma ADMETlIab 2.0 em
cm/s e representam o coeficiente de permeabilidade aparente (P.yp), considerado a métrica

padrao-ouro para avaliacao da eficiéncia de absor¢ao in vitro de compostos quimicos. Ademais,
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os valores sdo classificados de acordo com as seguintes categorias: 1) baixa permeabilidade por
difusdo passiva — Py < 2 x 10 cm/s; 2) permeabilidade mediana por difusdo passiva — Py
entre 2 e 20 x 10 cm/s; 3) elevada permeabilidade por difusdo passiva — Py, > 20 x 106
cm/s).'*! Por esse motivo, optou-se pela predi¢io de permeabilidade segundo o modelo MDCK.
A tabela 11 elenca os resultados encontrados para os 3 parametros de absor¢do supracitados. E
importante mencionar que nesta tabela, bem como nas tabelas que ainda serdo apresentadas, os
valores de probabilidade na faixa de 0,26 a 0,67 foram identificados pela sigla “Indet.”, que
significa indeterminado, haja vista o alerta de confiabilidade dos resultados encontrados neste
intervalo de valores, conforme apontado pelos pesquisadores que desenvolveram a plataforma
ADMETIab 2.0.!% Os resultados de substincias quimicas que apresentaram uma alta
probabilidade de ser inibidores e/ou substratos de P-gp, assim como de terem valores de F <
20% e/ou < 30%, foram sublinhados e coloridos em vermelho. De igual maneira, resultados
medianos de permeabilidade pela técnica MDCK foram sublinhados e coloridos em amarelo
ouro. Todas as melhorias de resultados obtidas com os derivados por bioisosterismo foram
sublinhados e coloridos em negrito verde, e as estruturas quimicas 2D de suas substancias

quimicas foram adicionadas a tabela 11.

Tabela 11 — Predi¢cdes de parametros de Absor¢ao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETlIab 2.0

(continua)
P-gp P-gp F MDCK
Ligante
(inib.) | (subst.) | (<20%/30%) perm.
Ensitrelvir 0,01 0,04 0,01/0,01 elevada
Baicalein 0,07 0,16 0.99/1,00 elevada
Pelitinib Indet. 0,04 0,00/0,00 elevada
AT-7519 0,00 1,00 0,00/0.88
XR8-83 091 1,00 0,99/1,00
Jun9-13-7 0,15 0,01 0,01/0.89 elevada
Nirmatrelvir 0,99 0,04 0.97/0.82 elevada
DB00222 0,08 0.99 0,00/0,00
DB00222 BI 004 0,24 Indet. 0,10/0,04 elevada

HaC
%P\n/\/ﬁ
[s} o]
) ’ - 4 /O
i D//S ~u )J\ N
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Tabela 11 — Predi¢cdes de parametros de Absor¢ao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
P-gp P-gp F MDCK
Ligante
(inib.) | (subst.) | (<20%/30%) perm.
DB00222_BI 005 0,01 1.00 0,00/0,00 elevada
Heg
r )
DB00549 1,00 0,92 0,00/Indet. elevada
DB00549 BI 005 1.00 0.98 0,00/0.87 elevada
DB04868 1.00 0.96 0,00/0,00 elevada
DB04868 BI 002 0.99 0.98 0,01/0,00 elevada
DB04868 BI 003 0.92 0.95 0,09/0,00 elevada
DB08882 0,10 0.99 0.95/0,01 elevada
DB08882 BI 001 Indet. 0,01 0,97/0,86 elevada
DB09078 0,01 1.00 0,00/0,86 elevada
DB09078 BI 002 0,01 0.99 0,00/0,06 elevada
DB09079 1.00 0,08 0,17/0,12 elevada
DB09079_BI 002 0.86 0.99 0.98/0,97 elevada
DBI11751 0,01 0,14 0,04/0,03 mediana
DB11751 BI 002 0,00 0,00 0,09/0,01 elevada
.
!
!
DB11984 0,02 0,99 0,01/0.97 mediana
DB11984 BI 002 0,13 0.99 0,01/Indet. elevada

DB12355 1,00 0.8 0,00/0,00 elevada

oo



Tabela 11 — Predi¢cdes de parametros de Absor¢ao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(conclusdo)
) P-gp P-gp F MDCK
Ligante o
(inib.) | (subst.) | (<20%/30%) perm.
DB12355 BI 004 0,15 0,01 0,00/Indet. mediana
72
\N
S
—=N
oy NH
N % }—NH
o o /CH3
0 NH
HN
DB12364 0,05 0.99 0,00/0,00 mediana
DB12364 BI 006 0,09 Indet. 0,00/0,04 mediana
HSC\NH )
"
o] N
O;\O\H/ :5\ _
’ |
N. N /
o]
F NH
CHs
DB12805 0,02 0,00 0,01/0,73 elevada
DB12805_BI 004 0,28 0,01 0,11/0,01 elevada
; r
7 s
~ NH Nl
o ]
9
o
DB16650 0,00 1,00 0,00/0,01 mediana
DB16650 BI 003 0,00 0,96 0,00/0,00 mediana

Fonte: do autor.

Legenda: P-gp — glicoproteina-P; inib. — abreviacdo para inibi¢do; subst. — abreviagdo para substrato; F —
biodisponibilidade; MDCK — modelo in vitro de cultura de linhagens celulares do epitélio renal de caes
“Madin-Darby”; Indet. — Indeterminado, pois o valor obtido encontra-se na faixa probabilistica de 0,26

a 0,67, e todos os valores decimais representam a probabilidade de que o evento seja factivel, variando
deOal.
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A permeabilidade a MP por difusdo passiva foi aumentada nos derivados
DB00222 BI 004, DB00222 BI 005, DB11751 BI 002 ¢ DBI11984 BI 002 quando
comparada a previsao para os seus respectivos ligantes precursores. Ademais, o potencial de
inibir e de ser substrato de P-gp foi favoravelmente diminuido no derivado DB12355 BI 004,
0 que pode ser igualmente o caso do composto DB12364 BI 006 no quesito substrato. O
precursor deste derivado (DB12364) representa a betrixabana, um anticoagulante profilatico
que ¢ conhecidamente substrato de P-gp, conforme descrito na bula do medicamento que o
contém.'*¢ Por fim, o derivado DB12805_BI 004, diferentemente do seu precursor, ndo possui
uma elevada probabilidade de ter uma biodisponibilidade inferior a 30%, o que igualmente pode
ser o caso do composto DB11984 BI 002.

Os parametros de distribuigao (D) eleitos para serem analisados foram: percentual de
ligacdo as proteinas plasmaticas (“plasma protein binding” — PPB); tendéncia de atravessar a
BHE; volume de distribuicdo (VD); e frag¢do livre do farmaco no plasma (Fu). As proteinas
plasmaticas sdo representadas principalmente por albuminas, que carreiam farmacos acidos,
por glicoproteinas, especialmente do tipo 4cida a1, responsavel por se ligar a firmacos bésicos,
e, em fragdes bem menores ou em casos de moléculas especificas, por globulinas.!3*137:138 A
extensdo de PPB tem influéncia direta na biodisponibilidade oral de um composto quimico,
pois a concentragao do fArmaco que se encontra livre para chegar ao 6rgio-alvo ¢ diretamente
afetada pela quantidade percentual dele que se liga as proteinas plasmaticas. A albumina ¢ a
proteina plasmatica mais abundante, e muitos fAirmacos ligam-se a ela com baixa afinidade,
mediante interagdes hidrofobicas e/ou eletrostaticas.!>” Valores de PPB < 90% s3o considerados
otimos, enquanto resultados > 90% sao interpretados como nao adequados, visto que implicardo
em baixos indices terapéuticos, isto ¢, em doses efetivas/terapéuticas (representadas por valores
de EDso), muito proximas de doses toxicas/letais (representadas por valores de LDso). Para
farmacos cujos alvos terapéuticos sejam periféricos, deseja-se uma pequena ou nenhuma
permeabilidade pela BHE, a fim de evitar efeitos adversos em nivel de sistema nervoso central
(SNC). Os valores preditos pela plataforma ADMETIab 2.0 sdo de probabilidade, e, portanto,
variam de 0 a 1.!*! Apesar de a absor¢do de um farmaco ser um pré-requisito para que niveis
plasmaticos sejam atingidos, esta substancia quimica precisa ainda alcancar o 6rgdo-alvo em
concentragdes terapéuticas para que o efeito desejado sobre o processo patologico seja

exercido.'?’

Neste ambito, o VD ¢é um conceito tedrico que relaciona a dose
administrada/quantidade de um fdrmaco presente no organismo a concentragao dele no sangue
ou no plasma.'*® Este volume, no entanto, nio se refere obrigatoriamente a um volume

determindvel em compartimentos fisioldgicos, mas ao volume de liquido necessario para conter
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a quantidade total de um farmaco presente no organismo na mesma concentracao que foi dosada
no plasma ou no sangue no estado de equilibrio.!**!37138 Sendo assim, o VD ¢ um volume
imaginario extrapolado que reflete a extensdo da presenga de um farmaco em tecidos
extravasculares.!*”!*® Como consequéncia, o VD “é relativamente baixo para farmacos que sio
principalmente retidos no compartimento intravascular e relativamente alto para aqueles que
sofrem ampla distribui¢do” em outros compartimentos nao-vasculares. Neste tltimo caso de
distribuicao acentuadamente alta, o valor de VD de um farmaco ¢ frequentemente muito maior
do que o volume total de dgua presente no corpo humano, refletindo, por conseguinte, as baixas
concentragdes dele no sangue/plasma. Por outro lado, farmacos altamente ligados a proteinas
plasmaticas tendem a permanecer no compartimento intravascular e, portanto, expressam
valores baixos de VD.!*” Os valores preditos pela plataforma ADMETIab 2.0 encontram-se na
escala de L/Kg e sdo considerados 6timos na faixa de 0,04 a 20 L/Kg ou ruins quando < 0,04
L/Kg ou > 20 L/Kg. Por fim, o parametro Fu ¢ estratificado em trés categorias, que versam
sobre o percentual predito de farmaco nao ligado a proteinas plasmaticas; sao elas: 1) elevada
(Fu > 20%); 2) mediana (Fu entre 5 e 20%); 3) baixa (Fu < 5%).!3! Neste sentido, é cabivel
mencionar que muito farmacos se encontram em concentragdes terapéuticas no plasma
principalmente ligados a proteinas plasmaticas, de modo que a fragdo livre deles, ndo raro, ¢
menor do que 1%.'* A tabela 12 elucida os resultados dos 3 parimetros de distribuigio
supracitados. Os ligantes-controle que apresentaram valores preditos de PPB inferiores a 90%
e de Fu acima de 10%, bem como os derivados por bioisosterismo que manifestaram valores
mais promissores quando comparados aos de seus respectivos ligantes precursores, foram
sublinhados e coloridos em negrito verde. Por outro lado, resultados que evidenciaram uma
elevada probabilidade de a substancia quimica em xeque atravessar a BHE foram sublinhados
e coloridos em vermelho. As estruturas quimicas 2D dos derivados por bioisosterismo

envolvidos nos destaques positivos foram adicionadas a tabela 12.

Tabela 12 — Predi¢des de parametros de Distribuicao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continua)
Ligante PPB BHE VD Fu
Ensitrelvir 93,6% 0,15 1,59 L/Kg 10.0%
Baicalein 99,0% 0,01 0,44 L/Kg 4,6%
Pelitinib 97,3% 0,22 1,62 L/Kg 2,6%

AT-7519 51.0% Indet. 2,15 L/Kg 47.7%
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Tabela 12 — Predi¢des de parametros de Distribui¢ao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
Ligante PPB BHE VD Fu
XR8-83 71.9% Indet. 2,47 L/Kg 18,6%
Jun9-13-7 95,8% 0.81 3,28 L/Kg 3,5%
Nirmatrelvir 43.5% 0,08 0,66 L/Kg 56.3%
DB00222 97,1% 0,00 0,30 L/Kg 0,7%
DB00222 BI 004 93.9% 0,01 0,25 L/Kg 4.2%
HaC
H c¢ H
Y
o o //C i /O
" D//S\N)]\u
DB00222 BI 005 95.7% Indet. 0,60 L/Kg 2,4%
%; 4
HC N N F
o T \/ﬁﬂ/a Q\O
DB00549 99,4% 0,02 0,34 L/Kg 0,5%
DB00549 BI 005 99,6% 0,00 0,25 L/Kg 0,4%
DB04868 98,0% 0,02 1,73 L/Kg 3,6%
DB04868 BI 002 98,3% 0,01 1,71 L/Kg 2,3%
DB04868 BI 003 97,3% 0,03 1,23 L/Kg 3,7%
DB08882 64,0% 0,05 0,80 L/Kg 8,9%
DB08882 _BI 001 70,0% 0,05 0,59 L/Kg 4,3%
DB09078 96,1% Indet. 0,89 L/Kg 4,4%
DB09078 BI_002 95,8% 0,08 1,27 L/Kg 8.9%
CH
N. Fl\IH
N
| P )

F : o] NH,
HN

DB09079 94,8% 0.88 1,97 L/Kg 3,3%



Tabela 12 — Predi¢des de parametros de Distribui¢ao dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(conclusdo)
Ligante PPB BHE VD Fu
DB09079 BI 002 81.9% 0,19 2,18 L/Kg 12.3%
NH
HN -
HO \ O
N—=—
.C’—N
3 fo
N/}
LN\
CH,
DB11751 91,2% Indet. 0,95 L/Kg 4,0%
DB11751_BI 002 77.3% 0,20 1,50 L/Kg 16.2%
o
N
H H />
N N\.>LO
DB11984 89,3% 0.93 0,56 L/Kg 11,3%
DB11984 BI 002 86.8% 0.89 1,27 L/Kg 12.2%
180PRYS 0]
\H/\N/ \\
H o
o
DB12355 92,5% Indet. 0,83 L/Kg 9,1%
DB12355_BI 004 96,2% Indet. 1,40 L/Kg 2,8%
DB12364 75.0% 0.97 1,25 L/Kg 21.1%
DB12364 BI 006 96,2% 0,12 1,26 L/Kg 5,3%
DB12805 99,9% 0,00 0,33 L/Kg 0,7%
DB12805 BI 004 97,9% 0,08 0,83 L/Kg 3,9%
DB16650 95,7% Indet. 1,05 L/Kg 4,6%
DB16650 BI 003 97,1% 0,05 128 L/Kg 4,7%

Fonte: do autor.

Legenda: PPB — percentual de ligagao as proteinas plasmaticas; BHE — barreira hematoencefalica; VD — volume
de distribui¢do; Fu — fracdo livre no plasma; Indet. — Indeterminado, pois o valor obtido encontra-se na
faixa probabilistica de 0,26 a 0,67, e todos os valores decimais representam a probabilidade de que o

evento seja factivel, variandode O a 1.
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Pelo exposto, o parametro PPB foi diminuido, e, consequentemente, o Fu foi aumentado
nos derivados DB00222 BI 004, DB00222 BI 005, DB09079 BI 002, DB11751 BI 002 e
DB11984 BI 002. Como resultado positivo, caso estas substancias quimicas venham a se
tornar farmacos, o indice terap€utico delas pode ter aumentado em relagdo ao de seus
respectivos precursores, €, por consequéncia, o potencial toxico, favoravelmente diminuido.
Ademais, os derivados DB09079 BI 002, DB11751 BI 002 e DB12364 BI 006, quando
comparados aos seus respectivos precursores, tém probabilidade consideravelmente menor de
gerar efeitos adversos em nivel de SNC. Os valores preditos de PPB para o nirmatrelvir e para
os precursores DB00222, DB00549 e DB12364, cujos codigos representam, respectivamente,
a glimepirida, um hipoglicemiante oral, o zafirlucaste, um antiasmatico, e a betrixabana, um
anticoagulante profilatico, foram proximos dos descritos nas bulas dos medicamentos que os
contém. Para o nirmatrelvir, o valor que consta na bula deste farmaco ¢ de 69%, versus 43,5%
calculado pelo software ADMETIlab 2.0; para a glimepirida, 99,5% versus 95,7%; para o
zafirlucaste, acima de 99% versus 99,4%; e para a betrixabana, 60% versus 75,0%,!36:13%-141

Os processos segundo os quais distintos farmacos sofrem alteracdo por reacdes
bioquimicas no corpo de um ser vivo sdo descritos, em sua totalidade, como metabolismo
(M)."3” Uma miriade de 6rgios ¢ capaz de metabolizar firmacos em certo grau mediante reagdes
lideradas por enzimas.® No entanto, a maior quantidade e diversidade de enzimas metabdlicas
estdo contidas no figado, de maneira que este 6rgao € o responsavel por metabolizar a parcela
mais expressiva dos farmacos.'*” Ademais, os rins, o trato gastrintestinal, os pulmdes e a pele
possuem, secundariamente, fungdes metabdlicas significativas.®>137 A classificacio de
Williams tradicionalmente divide o metabolismo dos firmacos em fase I, ou simplesmente
biotransformacao, representada por reagdes de funcionalizagdo, e em fase Il ou conjugacao,
representada por reacdes de biossintese. Estas reacdes da fase II sdo catalisadas por enzimas
transferases que demandam a participagao de cofatores para transferirem aos farmacos porg¢oes
moleculares endogenas de alta polaridade mediante formacao de uma ligacdo covalente por
glicuronidac¢ao, sulfatacao, conjuga¢do com glicina, metilacao, acetilagdo e/ou conjugagdao com
glutationa. Todas estas transferases localizam-se no citosol, o liquido que preenche o interior
do citoplasma, exceto a uridina-difosfato(UDP)-glicuroniltransferase (UGT) que se localiza no
microssoma, isto €, na membrana do reticulo endoplasmaético, principalmente dos hepatocitos,
i.e., das células do figado.®>!*® Em termos moleculares, essas reagdes metabdlicas tém como
principal finalidade transfazer farmacos lipofilicos (com 1 Log P e | TPSA) em metabolitos
hidrofilicos (com | Log P e 1 TPSA), favorecendo, por consequéncia, a eliminagdo deles pela

mais importante via de excregio do organismo humano, a renal.8%!3?
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A biotransformagdo ¢ a primeira etapa de metabolismo dos compostos quimicos e
envolve catabolismo mediante reacdes de hidrélise, de oxidagdo e de redugio.?>!3* Os produtos
dela sdo, em sua grande maioria, mais reativos quimicamente para que, a seguir, outros grupos
possam ser introduzidos na fase I1.13%13 As reacdes de hidrolise sdo promovidas pelas esterases,
amidases, tioesterases e fosfatases, agrupadamente denominadas hidrolases. Em sua grande
maioria, elas se localizam no microssoma; porém, quando presentes no figado, podem ser
encontradas no citosol, em lisossomas e em mitocondrias. As reacdes de oxidacao, por sua vez,
predominam na fase I, e, dentre as enzimas oxidativas, aquelas que compdem o citocromo P450
(CYP450) destacam-se pelo papel fundamental que exercem no metabolismo hepatico de
farmacos provenientes de diversas classes terapéuticas. CYP450 ¢ a sigla atribuida a uma
superfamilia de hemeproteinas ou hemoproteinas, i.e., biomacromoléculas constituidas por uma
parte proteica e por um grupo prostético, o heme, que consiste em um macrociclo tetrapirrolico,
cujos quatro atomos de nitrogénio que o compdem coordenam, na por¢ao central, um ion de Fe
(I1 ou IIT) responsavel por ligar o oxigénio molecular (O2) aos locais ativos dessas enzimas.5*!%8
O quinto 4tomo que coordena este ion define o tipo de hemeproteina. No caso do CYP450, este
4tomo é o enxofre de um residuo de aminoacido cisteina.®> O niimero 450 refere-se ao pico de
absorc¢ao dessas hemeproteinas, que se dd em 450 nm quando elas se ligam ao mondxido de
carbono.'®” As proteinas que caracterizam o complexo CYP450 estdo presentes em bactérias,
fungos, plantas, animais e seres humanos e associam-se a uma flavoproteina redutase, a
NADPH-citocromo-P450 redutase, que transfere elétrons do NADPH para elas, acarretando
sua reducio e transformando-as em monoxigenases.®> Como resultado, estas enzimas medeiam
oxidagdo por meio da inser¢ao de um atomo de oxigénio a um substrato organico, seja uma
molécula endégena, seja um xenobidtico, incluindo os farmacos.’*!**137 As transformacdes
quimicas consequentes do metabolismo influenciam diretamente na biodisponibilidade oral (F),
um parametro de absor¢do, e na meia-vida de eliminagdo, um parametro de excrecdo que sera
descrito logo mais. Como consequéncia, a duragdo e a intensidade dos efeitos terap€uticos
sofrem alteracdo, podendo, assim, culminar no aparecimento de efeitos toxicos.>13®

J& foram identificados 57 genes humanos codificadores de 18 familias e 44 subfamilias
de CYP450. Em 1987, recomendou-se “a abreviagdo CYP para designar proteina citocromo
P450”, seguida de um niimero para indicar a familia genética, ao qual se segue uma letra
maiuscula para identificar a subfamilia genética, seguida, finalmente, de um segundo numeral
que designa a isoenzima ou o gene especifico ao qual ela pertence.?>!3® Proteinas CYP que
apresentam identidade > 40% na sua sequéncia de aminoacidos pertencem a mesma familia, e

identidade > 55%, 2 mesma subfamilia.?? Das 18 familias existentes de CYP, apenas trés delas
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atuam no metabolismo de farmacos; sdo elas: CYP1, CYP2 e CYP3. Além disso, as isoenzimas
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EI e CYP3A4 somadas sao responsaveis por
aproximadamente 75% de todo o metabolismo e 90% do metabolismo oxidativo da totalidade
de farmacos presentes no mercado mundial, inclusive de pro-farmacos, isto €, de moléculas
inativas que sdo transformadas em suas formas ativas (de farmacos) apds metabolizacdo via
CYP.2>137 Dentre essas seis isoenzimas, CYP3A4, CYP2D6 ¢ CYP1A2 sdo as mais ativas, com
destaque maior para CYP3A4, devido ao seu envolvimento na metabolizagdao de mais de 50%
de todos os farmacos prescritos na clinica médica.!*® A caracterizagio das isoenzimas
envolvidas no metabolismo de um farmaco € uma etapa singular para antecipacao de eventuais
interagdes medicamentosas, quando da aprovagao da substancia quimica em desenvolvimento
para uso na terapéutica. As seis importantes isoenzimas supracitadas se encontram,
majoritariamente, no microssoma hepatico, e em menor escala no microssoma dos rins, das vias
nasais, do cérebro, da pele e do intestino; excecdo seja feita para CYP3A4, haja vista sua
abundancia no trato intestinal. Quimicamente, elas catalisam, em nivel microssomal, rea¢des
de hidroxilagdo aromatica, alilica, benzilica e alquilica, bem como de oxidagdo de
heteroatomos, de epoxidagao e de desalquilagdo, além de reacdes de redugao, responsaveis por
modificar estruturas quimicas contendo duplas ligacdes mediante adi¢do de hidrogénio.*?
Todas as enzimas envolvidas no metabolismo podem ser impactadas pelo fendmeno de
inibicdo enzimatica, o qual ¢ caracterizado pela diminui¢do da atividade de enzimas
metabolicas, resultando, assim, no aumento da concentracdo plasmatica e da meia-vida de
eliminacdo de um fadrmaco, fato que pode prejudicar o efeito terapéutico. Nao raro, observa-se
uma elevagdo da incidéncia de efeitos toxicos ou adversos, favorecidos por farmacos que
apresentam baixo indice terapéutico, assim como pela auséncia de vias metabolicas alternativas
aquela inibida para poderem ser ativadas. Inibidores de isoenzimas CYP, embora compitam
pelos sitios ativos delas, ndo sdo, necessariamente, substratos destas enzimas.'** Além disso, o
modo de inibi¢do pode ser reversivel ou irreversivel, mediante, neste caso, o estabelecimento
de ligacdes covalentes.®?” Uma consequéncia importante e concomitantemente perigosa da
inibi¢do de isoenzimas CYP ¢ a diminuicdo do metabolismo de fairmacos de tal maneira que
suas concentragdes ultrapassam a janela terapéutica, definida como o intervalo entre a dose
eficaz minima e a dose maxima permitida; como resultado, eles atingem niveis toxicos.!?’
Portanto, pressagiar a potencial interagdo, seja como substrato, seja como inibidor, de um
farmaco com isoenzimas metabolizadoras do CYP450 € uma conjuntura sine qua non para que
interagdes medicamentosas eventuais possam ser previstas e, assim, o uso do farmaco torne-se

mais seguro.®? Similarmente, como ja fora defendido por Brunton e colaboradores (2012), a
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seguranga ¢ a eficacia de um farmaco dependem intrinsicamente do metabolismo dele. Neste
sentido, abordagens com sistemas quimico-computacionais sdo facilitadoras de uma
subsequente etapa experimental.!*® Neste contexto, a plataforma ADMETIab 2.0 prediz os
potenciais que substancias quimicas t€ém de ser substratos assim como de inibir cinco das seis
principais isoenzimas envolvidas no metabolismo de farmacos; sao elas: CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. 13!

Os parametros de excrecao (E) escolhidos para serem avaliados foram: clearance (Cl)
e meia-vida de eliminacdao ou simplesmente meia-vida. A eliminacao de farmacos inalterados
pela urina representa um dos mecanismos principais de subtra¢do de cerca de 25 a 30% dos
farmacos aprovados para uso em seres humanos.!*® Por esse motivo, a excrecio é quantificada
pelo pardmetro denominado depuracdo ou clearance (CI) renal, que representa uma medida da
eficiéncia do organismo em eliminar um firmaco da circulagdo sistémica.!**!13® Esta medida ¢
determinada mediante calculo do volume plasmatico que contém a fragdo removida pelos rins
de um composto quimico ou farmaco na unidade de tempo estipulada. Para tanto, ¢ necessario
o conhecimento da velocidade de fluxo urinario, bem como das concentragdes urinaria €
plasmatica do fArmaco em estudo. Os valores obtidos variam bastante, desde < 1 mL/min até o
méximo tedrico de 700 mL/min.!3* A relacdo entre VD e clearance permite determinar a meia-
vida, isto é, a frequéncia necessaria para se administrar um farmaco.®?> Teoricamente, a meia-
vida de elimina¢do de um farmaco ¢ o tempo necessario para reduzir a concentragdo dele no
plasma em 50% (t12)."*"1*® O conhecimento deste tempo possibilita a0 médico determinar a
frequéncia de doses necessaria para a manutencdo da concentragdo plasmatica de um farmaco
dentro da janela terap€utica. Insuficiéncias renal, hepatica e/ou cardiaca podem, em conjunto
ou isoladamente, reduzir a capacidade de um fadrmaco ser inativado ou eliminado e, por
conseguinte, aumentar a sua meia-vida. Ademais, os efeitos de farmacos com meia-vida longa
sdo capazes de durar varios dias, como é o caso da cloroquina, cujo ti2 é de 1 semana.'*” Os
valores de clearance preditos pelo ADMETIab 2.0 encontram-se na escala de mL/min/Kg e sdo
considerados elevados quando > 15; moderados, na faixa de 5 a 15; e baixos quando < 5. Os
valores de meia-vida de eliminacdo, por sua vez, refletem a probabilidade de 0 a 1 de o valor
de t1» de uma substancia quimica ser > 3 h.!*!

A tabela 13 elenca as isoenzimas de CYP450 cujos ligantes apresentam valores de
probabilidade entre 0,7 e 1,0 de ser substratos e/ou inibidores delas, de maneira que resultados
na faixa de 0,26 a 0,67 foram ignorados, e quando todos os resultados se encontraram nesta
faixa, a sigla “Indet.” foi utilizada. Além disso, os resultados encontrados para os 2 parametros

de excregdo supracitados foram incluidos nessa tabela. Os ligantes-controle e derivados por
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bioisosterismo que apresentaram probabilidade elevada de ser substrato e/ou inibidor de
nenhuma ou de apenas uma isoenzima de CYP450 foram sublinhados e coloridos em negrito
verde. Similarmente, os compostos quimicos que exibiram valores moderados de clearance (5
a 15 mL/min/Kg) e altos de probabilidade de ti» > 3 h foram igualmente destacados. As
estruturas quimicas 2D dos derivados por bioisosterismo envolvidos nestes destaques positivos

foram adicionadas a tabela 13.

Tabela 13 — Predicdes de parametros de Metabolismo e de Excrecao dos ligantes-controle, dos

derivados e de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continua)
CYP CYP Clearance
Ligante Tin
(inib.) (subst.) | (mL/min/Kg)
Ensitrelvir 2C19; 1A2 6.59 0,71
2C9;
3A4
Baicalein 1A2 Indet. 4,08 0,88
Pelitinib 1A2; 1A2; 4,69 0,21
2D6; 2C9;
3A4 2D6;
3A4
AT-7519 1A2 2C9 3,61 0,08
XR8-83 2C9 Indet. 4,63 0,03
Jun9-13-7 1A2; 1A2; 10,21 Indet.
2C19; 2C19;
2D6 2D6;
3A4
Nirmatrelvir 3A4 3A4 3,48 Indet.
DB00222 2C9 2C9; 0,19 0,08
3A4
DB00222_BI_004 209; 2C19; 0,72 0,10
3A4 2C9
DB00222_BI 005 209 209 2,44 0,09

H;’%j‘ H
) Y“m -N.
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Tabela 13 — Predigdes de parametros de Metabolismo e de Excre¢do dos ligantes-controle, dos

derivados e de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
. CYP CYP Clearance
Ligante . ' Tz
(inib.) (subst.) | (mL/min/Kg)
DB00549 2C9; 2C9; 1,38 0,14
3A4 3A4
DB00549 BI 005 2C9; 2C9; 0,45 0,11
3A4 3A4
DB04868 1A2; 1A2; 4,50 Indet.
2C19; 3A4
2C9;
2D6;
3A4
DB04868 BI 002 1A2; Indet. 4,88 Indet.
2C19;
N CHy 2D6:
HN
PR L 3A4
NI AN
= N
NN
| { i
N
HaC
DB04868_BI 003 1A2; Indet. 4,72 0,79
2C19;
N 209;
HN
)\ o 2D6;
N RN
| 3A4
/ N
TN
| W,
s N
DB08882 2C19; 1A2; 3,95 Indet.
2C9; 3A4
2D6;
3A4
DB08882 BI 001 2C19; 1A2; 5,27 Indet.
2C9; 3A4
3A4
DB09078 Indet. 1A2; 3,47 0,15

2C9

169



Tabela 13 — Predigdes de parametros de Metabolismo e de Excre¢do dos ligantes-controle, dos

derivados e de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
. CYP CYP Clearance
Ligante . . Tz
(inib.) (subst.) | (mL/min/Kg)
DB09078 BI 002 1A2 Indet. 3,88 0,14
CHy
|
N NH
~
| .
F o] NH,
HND/
HN/KO
DB09079 Indet. 1A2; 4,04 0,03
2C19;
3A4
DB09079_BI 002 Indet. 1A2; 10,44 0,02
NH 2D6;
o o 3A4
HO \
H,C"NfD
N/§
LN\
CH,
DBI11751 Indet. 2C9 2,35 0,10
DB11751_BI 002 Indet. 209 2,12 0,09

ZT
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Tabela 13 — Predigdes de parametros de Metabolismo e de Excrecdo dos ligantes-controle, dos

derivados e de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
. CYP CYP Clearance
Ligante . . Tz
(inib.) (subst.) | (mL/min/Kg)
DB11984 Indet. 2C19 1,89 0,16
DB11984 BI 002 Indet. Indet. 3,88 0,07
m )
HN N
\”/ 5
\H/\N/ N
H o]
O
DB12355 2C19; 3A4 3,21 0,30
2C9;
3A4
DB12355 BI 004 Indet. Indet. 6.05 0,26
72
\N
—
~N
Oy NH
N % }—NH
0 o /CH:
0 NH
HN
DB12364 2D6 1A2; 1,56 Indet.
2D6
DB12364 BI 006 209; 2C9 5.15 Indet.
e, ) 3A4
”
[s] N
0 ~
;\QW‘/H j{j
N N ==
o
F NH
CHy
DB12805 2C19; 209; 1,18 0,03
209; 3A4

3A4
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Tabela 13 — Predigdes de parametros de Metabolismo e de Excre¢do dos ligantes-controle, dos

derivados e de seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(conclusdo)
. CYP CYP Clearance
Ligante . ' Tz
(inib.) (subst.) | (mL/min/Kg)
DB12805 BI 004 Indet. 2C9 1,65 0,06
F
NH NH
(o]
(7
o
DB16650 1A2; 1A2; 1,29 Indet.
2C19; 2C9;
2C9; 3A4
3A4
DB16650 BI 003 209 1A2 717 Indet.
CH,
(o] CH;
o v ’ Nﬁ\
H N~——CH,
Z N = /
Lo
o} NH F

Fonte: do autor.

Legenda: CYP —isoenzimas do citocromo P450; T, — tempo da meia-vida de eliminagao; inib. — abreviagdo para
inibi¢do; subst. — abreviagdo para substrato; Indet. — Indeterminado, pois o valor obtido encontra-se na
faixa probabilistica de 0,26 a 0,67, e todos os valores decimais representam a probabilidade de que o
evento seja factivel, variando de O a 1.

Perante o exposto, o potencial de interacdes medicamentosas decresceu para os
derivados DB00222 BI 005 e DB16650 BI 003. De igual maneira, a extensdo da
metabolizacdo por isoenzimas CYP dos derivados DB00222 BI 005, DB12364 BI 006,
DB12805 BI 004 e DB16650 BI 003 foi oportunamente diminuida. As predi¢cdes das
isoenzimas para as quais os farmacos nirmatrelvir, glimepirida (DB00222) e zafirlucaste

(DB00549) servem como substratos equivaleram aos estudos de metabolismo descritos em suas
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respectivas bulas.!**1*! Além disso, a prospeccio do pardmetro clearance melhorou em todos
os derivados por bioisosterismo quando comparados aos seus respectivos precursores, com
excecdo das substancias DB00549 BI 005 e DB11751 BI 002. As melhorias mais
significativas de clearance ocorreram com os derivados DB09079 BI 002, DB12355 BI 004,
DB12364 BI 006 ¢ DB16650 BI 003. No que tange ao ti2, o unico derivado com
probabilidade alta de apresentar uma meia-vida > 3 h ¢ o DB04868 BI 003, fato que pode ser
benéfico no sentido da necessidade de uma menor frequéncia de doses que facilitaria a adesao
de um paciente a farmacoterapia, pensando-se hipoteticamente no desenvolvimento de um
possivel novo medicamento que contenha esse candidato a farmaco.

Os parametros de toxicidade (T) eleitos para serem analisados foram: cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, mutagenicidade, carcinogénese e toxicologia no século 21 (Tox21). Para
tanto, foi determinado o potencial de os candidatos a farmacos inibirem uma proteina
transmembrana do tipo canal idnico de potéssio do coragdo que ¢ codificada pelo gene humano
conhecido pela sigla hERG (“human Ether-a-go-go-Related Gene”), visto que tal inibi¢ao esta
intimamente relacionada a consequéncias cardiotoxicas, tais como palpitacdo, taquicardia,
desmaio e arritmia cardiaca possivelmente fatal.!*13%137  Ademais, foi calculada a
probabilidade de as substincias quimicas em desenvolvimento para fins terapéuticos
ocasionarem lesdo hepatica induzida por medicamentos (“Drug-Induced Liver Injury” ou
simplesmente DILI), assim como de serem mutagénicas segundo o teste de Ames, um ensaio
empirico de triagem amplamente utilizado para determinar o potencial que compostos quimicos
tém de causar mutagdes no DNA de espécies de bactérias do género Salmonella.’>''** A
carcinogenicidade ¢ um processo conhecidamente complexo que envolve multiplas alteragdes
no genoma ao longo de anos ou décadas e deve-se, sobremaneira, a exposi¢ao a carcind0genos
quimicos. Por essa razdo, ¢ de vital importancia, durante o desenvolvimento de fairmacos, a
realizagio de testes que avaliem esse potencial carcinogénico.'*”!*® Por fim, a Tox21 é um
programa de colaboragdo entre agéncias federais do EUA que desenvolveu mais de 75
metodologias in vitro de triagem de alto rendimento (“quantitative High-Throughput
Screening” ou simplesmente qHTS).!#3:144195 Estes métodos sio sistemas roboticos totalmente
automatizados que avaliaram, em linhagens de células humanas, o potencial téxico de uma
biblioteca quimica de cerca de 10 mil substincias as quais seres humanos sdo expostos
rotineiramente pela alimentagdo, pelo meio ambiente, e/ou pelo uso de farmacos
estruturalmente semelhantes ou diversos aprovados para uso clinico; neste caso, foram
incluidos mais de 90% dos farmacos aprovados pelo FDA ou em fases finais de estudos

clinicos.!'*!** Para antever essa latente toxicidade, uma ampla gama de vias de sinalizaco
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celular e de potenciais alvos biologicos toxicologicamente relevantes foram analisados, a fim
de que efeitos adversos devido a citotoxicidade, estresse celular, disfun¢do mitocondrial e
ligacdo a receptores nucleares pudessem ser previstos.!* Todos os dados e resultados das
atividades exibidas pelos 10 mil compostos quimicos que foram gerados pelas metodologias da
Tox21 estdo disponiveis publicamente através do seguinte endereco eletronico:
https://tripod.nih.gov/tox/.14>144145 Com efeito, pesquisadores que trabalham com modelagem
computacional podem utilizar esses resultados de alta qualidade para construir modelos que
predizem a toxicidade de substancias quimicas antes que elas sejam testadas em laboratorios.'*

A partir desta oportunidade, os criadores da plataforma ADMETIab 2.0 estabeleceram
a triagem in silico do potencial de interagdo de substincias quimicas com diferentes alvos
bioldgicos que versam sobre 5 receptores nucleares (“nuclear receptors” — NR) e sobre 4 vias
de sinalizagdo envolvidas em respostas a estresses celulares (“stress response” — SR); neste
caso, foi definido ainda o potencial de alteragio de 1 parAmetro eletroquimico.!”® Os 5 alvos do
tipo NR sdo o receptor de andrégeno (“androgen receptor” — AR), o qual tem influéncia no
surgimento de doengas relacionadas a hormonios androgénicos, como, por exemplo, o cancer
de prostata; o receptor de aril-hidrocarboneto (“ary! hydrocarbon receptor” — AhR), um tipo de
fator de transcricdo que ¢ essencial para mediar respostas celulares adaptativas a poluentes
ambientais, e.g. hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presentes na fumacga do cigarro, por
meio da inducao de enzimas de fases I e/ou II e da interacdo com outras vias de sinaliza¢ao de
receptores nucleares; o receptor aromatase, responsavel por catalisar a conversdo de
androgénios em estrogénios, e desempenhar um papel fundamental na homeostase, isto €, na
manutengdo do equilibrio entre estas duas classes de hormonios; o receptor de estrogeno
(“estrogen receptor” — ER), encarregado de ativar este hormodnio, estando envolvido ainda em
muitos canceres de mama; e os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(“peroxisome proliferator-activated receptors” — PPARs), os quais abrangem trés subtipos, o
PPARa, o PPARY e o PPARP ou PPARGS. Eles sdo considerados fatores de transcri¢do, pois,
quando ativados, regulam a expressdo de proteinas mediante ligacdo prévia a regides
promotoras de varios genes. O receptor PPARY, por exemplo, apds heterodimerizagdo com um
segundo receptor, o retinoide X (RXR), ativa a transcricdo de genes envolvidos na regulacao
do metabolismo da glicose e dos lipideos.*"!3” No que se refere ao NR-AR e ao NR-ER, os
compostos quimicos sdo avaliados in silico duplamente quanto ao potencial que eles tém de ser
agonistas destes receptores, isto ¢, de gerar o efeito fisioldgico pretendido parcial ou
plenamente, bem como de se ligar ao dominio de ligacdo do ligante (“/igand binding domain”

— LBD), podendo, neste caso, ser agonistas ou antagonistas.'>""!*® As 4 vias do tipo SR sdo a do
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elemento de resposta antioxidante (“antioxidant response element” — ARE), a qual desempenha
um papel crucial na diminui¢do do estresse oxidativo; a da proteina 5 contendo o dominio AAA
da familia ATPase (“ATPase family AAA domain-containing protein 5 — ATADS), que ¢ de
vital importancia para a manutencao da integridade genomica, uma vez que esta envolvida em
reparos a danos no DNA que ocorrem durante ciclos de replicagdo por exposi¢des prévias a
agentes genotoxicos; os niveis da ATADS aumentam em resposta a varias formas de dano no
DNA, fato que a classifica como uma proteina supressora de tumores; a via do elemento de
resposta do fator de choque térmico (“heat shock fator response element” — HSE), que, apos se
ligar a fatores de transcri¢ao especificos (“heat shock transcription factors” — HSFs) medeia
uma regulacao transcricional via HSR/UPR (“heat shock response/unfolded protein response’)
que culmina na traducdo de proteinas de choque térmico (“heat shock proteins” — HSPs),
responsaveis por facilitar a dobradura de proteinas e evitar, assim, a formacao de proteinas nao
funcionais; e a via da proteina supressora tumoral p53, a qual é ativada apos estresse celular,
incluindo danos no DNA; a principal atribui¢do dela consiste em regular o destino da célula,
seja induzindo reparo do DNA, seja parando o ciclo celular por senescéncia, isto €, promovendo
o envelhecimento das células apds parada irreversivel da multiplicagdo celular, seja por
apoptose, isto é, por morte celular programada.!*!137:146147  Finalmente, o parametro
eletroquimico avaliado que esta envolvido em respostas a estresses celulares € o potencial de
membrana mitocondrial (“mitochondrial membrane potential” — MMP), gerado pela cadeia de
transporte de elétrons da mitocondria que cria um gradiente eletroquimico a partir de uma série
de reagdes redox, e este gradiente impulsiona a sintese de ATP, uma molécula vital para varios
processos celulares. Diminuicdes de MMP evidenciam um comprometimento da funcao
mitocondrial.!*“13713% O Gnico receptor para o qual a plataforma ADMETIlab 2.0 determina
especificamente o potencial de inibi¢io é o NR-Aromatase.'*! Farmacologicamente, inibidores
de aromatase s3o usados no tratamento de tumores dependentes de estrogénio.!3” Os resultados
preditos pela plataforma ADMETIab 2.0 sdo de probabilidade, e, portanto, variam de 0 a 1,
sendo que foram listadas na tabela 14 apenas as vias com probabilidade de interacao entre 0,7
e 1,0.131 Os resultados de substancias quimicas que apresentaram uma alta probabilidade de ser
toxicas para o coragdo, para o figado e/ou para o DNA foram sublinhados e coloridos em
vermelho. As melhorias de resultados obtidas com os derivados por bioisosterismo foram
sublinhados e coloridos em negrito verde, e as estruturas 2D destes compostos foram

adicionadas a tabela 14.
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Tabela 14 — Predi¢des de parametros de Toxicidade dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continua)
hERG
Ligante DILI | Ames | Carcin. Tox21
(inibigao)
Ensitrelvir 0,01 0,98 Indet. 0.89 NR-Aromatase;
SR-ARE
Baicalein 0,04 0,96 Indet. Indet. NR-AhKR;
NR-Aromatase;
NR-ER;
NR-ER-LBD;
NR-PPARYy;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-HSE;
SR-MMP;
SR-p53
Pelitinib 0.93 0.96 0.79 0,16 NR-AR-LBD;
NR-AhR;
NR-Aromatase;
SR-ARE;
SR-HSE;
SR-MMP;
SR-p53
AT-7519 Indet. 0.97 0,02 0,12 NR-AhR
XR8-83 0,95 Indet. Indet. 0,03 SR-MMP
Jun9-13-7 0,14 Indet. 0,02 0,07 SR-MMP
Nirmatrelvir 0,00 Indet. 0,01 0,24 -
DB00222 0,03 0.99 0,00 0,02 -
DB00222 BI 004 0,00 0.98 0,02 0,01 SR-ARE
A O
DB00222 BI 005 0,02 0.74 0,02 0,01 —

HiC
HiC #}v ; F
\ﬂ/ H /
[} o N N
- \n/
<] o [ ]
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Tabela 14 — Predi¢des de parametros de Toxicidade dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
hERG
Ligante DILI | Ames | Carcin. Tox21
(inibigao)
DB00549 0,12 0,99 0,01 0,19 NR-AR;
NR-PPARy;
SR-MMP
DB00549 BI 005 0,25 0,99 0,01 0,03 NR-AhR;
SR-MMP
DB04868 0.98 0.99 Indet. 0,03 NR-AhR;
NR-Aromatase;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-MMP;
SR-p53
DB04868 BI 002 0,96 0,99 0,26 0,08 NR-AhR,;
NR-Aromatase;
NR-ER;
NR-PPARYy;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-HSE;
SR-MMP;
SR-p53
DB04868 BI 003 0.98 0.99 Indet. 0,05 NR-AhR;
NR-Aromatase;
NR-ER;
NR-PPARy;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-HSE;
SR-MMP;
SR-p53
DB08882 0,95 0,87 Indet 0,88 NR-AhQR;
SR-ARE
DB08882 BI 001 0,81 0,84 0,25 091 NR-AhR;

SR-ARE
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Tabela 14 — Predi¢des de parametros de Toxicidade dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)
) hERG )
Ligante o DILI | Ames | Carcin. Tox21
(inibic¢do)
DB09078 0.70 0.96 Indet. Indet. NR-AhR;
SR-ARE;
SR-MMP
DB09078 BI 002 0.75 0.96 Indet. Indet. NR-AhR;
SR-ARE;
SR-MMP
DB09079 0.94 0.99 0,02 0,08 NR-AhR
DB09079 BI 002 0.94 0,98 0,07 0,10 NR-AhR
NH
HN -
HO \
H,C/N
T@
Q/N
N
CH,
DB11751 0,05 0.97 0,27 Indet. SR-ARE
DB11751_BI 002 0,07 0.87 Indet. Indet. SR-ARE
o]
.
W
: S
N N
o
!
DB11984 0,10 0.95 0,01 0,04 NR-AR;
SR-ARE
DB11984 BI 002 0,28 0.94 0,01 0,05 SR-ARE

VAN
H o

9 m
Yo



Tabela 14 — Predi¢des de parametros de Toxicidade dos ligantes-controle, dos derivados e de

seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(continuacgao)

Ligante

hERG
(inibigao)

Ames

Carcin.

Tox21

DB12355

DB12355 BI 004

DB12364

DB12364_BI 006

F NH

CH,

DB12805

DB12805_BI 004

NH

)

0,75

Indet.

0,04

0,24

Indet.

0,24

0,02

0,06

0,13

0,05

NR-AhR;
NR-ER;
NR-PPARYy;
SR-ARE;
SR-MMP
NR-AhR;
NR-PPARYy;
SR-MMP;
SR-p53
NR-AhR;
NR-Aromatase;
NR-ER;
NR-ER-LBD;
NR-PPARYy;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-MMP;
SR-p53
NR-AhR;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-MMP;
SR-p53

SR-ARE,;
SR-MMP
NR-AhR;
NR-PPARy;
SR-ARE;
SR-MMP;
SR-p53
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Tabela 14 — Predi¢des de parametros de Toxicidade dos ligantes-controle, dos derivados e de
seus precursores pela plataforma ADMETIab 2.0

(conclusdo)

. hERG '
Ligante o DILI | Ames | Carcin. Tox21
(inibigao)

DB16650 0,04 0.97 0,22 0,90 NR-AhR;
NR-Aromatase;
NR-PPARYy;
SR-ARE;
SR-ATADS;
SR-HSE;
SR-MMP;
SR-p53
DB16650 BI 003 0,05 0.98 0,06 0.07 NR-AhR;
G NR-PPARY;
HN 0 HN/CH3 Nﬁ\ SR-MMP:
SR-p53

Fonte: do autor.

Legenda: DILI — “Drug-Induced Liver Injury” (dano ao figado causado por um medicamento); Carcin. —
abreviagdo para carcinogenicidade; Indet. — Indeterminado, pois o valor obtido encontra-se na faixa
probabilistica de 0,26 a 0,67, e todos os valores decimais representam a probabilidade de que o evento
seja factivel, variando de 0 a 1.

Em face do exposto, o potencial de cardiotoxicidade do derivado DB12364 BI 006
diminuiu drasticamente quando comparado ao do seu precursor. De maneira ainda mais
favoravel, os derivados DB00222 BI 004, DB00222 BI 005, DB00549 BI 005,
DB11751 BI 002, DB11984 BI 002 e DB16650 BI 003 apresentam baixa probabilidade de
ser cardiotoxicos. Além disso, a auséncia de cardiotoxicidade no farmaco nirmatrelvir € o
potencial efeito cardiotdxico do farmaco nilotinibe (DB04868), um quimioterapico inibidor de
tirosina quinase, foram confirmadas nas respectivas bulas dos medicamentos que os
contém.!¥*!*8 No que se refere ao potencial de causar dano ao figado, todos os derivados e seus
precursores demonstraram elevada probabilidade de ocasionar este efeito adverso. No entanto,

para uso em patologias agudas, como ¢ o caso da infecgdo viral pelo novo coronavirus, este
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dano potencial ao figado ¢ improvavel, uma vez que mecanismos biologicos de reversdo de
efeitos toxicos ocorrem para a manuten¢do da homeostase nos organismos de individuos que
ndo sofrem de doencas hepaticas.!*® Ademais, as altas probabilidades de hepatotoxicidade
preditas para os farmacos zafirlucaste (DB00549) e nilotinibe (DB04868) foram ratificadas nas
respectivas bulas dos medicamentos que os contém, fato que, claramente, ndo impediu as suas
comercializagdes.'*"!*® Similarmente, o baixissimo potencial mutagénico determinado in silico
para os farmacos nirmatrelvir, glimepirida (DB00222) e zafirlucaste (DB00549) foi confirmado
pelos resultados dos testes de Ames descritos nas respectivas bulas dos medicamentos que
contém estes farmacos. No caso da glimepirida e do zafirlucaste, a baixa probabilidade de eles
serem carcinogénicos foi igualmente confirmada.!**-!*! Por outro lado, a péssima prospec¢io
no dmbito da carcinogenicidade para o derivado DB08882 BI 001 acende um alerta importante
quanto a sua seguranca. Curiosamente, a probabilidade de o fiarmaco ensitrelvir ser
carcinogénico foi elevada. Por fim, na esfera da Tox21, os derivados DB00222 BI 004,
DB09079 BI 002 e DB11984 BI 002 demonstraram alto potencial de interagir com apenas
um dos alvos estudados ou de interferir em apenas uma das vias de sinalizagdo de estresse
celular, enquanto o derivado DB00222 BI 005 ndo demonstrou potencial com nenhum dos
alvos e nenhuma das vias avaliadas.

Em suma, tendo como base unicamente o potencial de inibi¢do enzimatica a partir de
valores preditos de K, os derivados por bioisosterismo mais promissores seriam
DB12364 BI 006 e DB12805 BI 004 contra o sitio ativo da enzima M?* (K; = 108,6 nM), e
DB04868 BI 003 e DB00549 BI 005 contra o sitio ativo da enzima PLP* (K; =33,3 nM e
39,4 nM, respectivamente). Levando-se em conta associadamente os resultados de interacdes
intermoleculares estabelecidas, a inibicao predita da PLP™ por estes dois derivados ¢ reforgada,
haja vista o nimero de ligagdes de H classicas estabelecidas, além do potencial, no caso do
composto DB04868 BI 003, da realiza¢do de interagcdes com a Cysl11, um dos residuos de
aminoacidos que compdem a triade catalitica da PLP™. Segundo esse mesmo ponto de vista,
para a enzima MP®, no entanto, os melhores derivados seriam DB12355 BI 004 e
DB00549 BI 005, com valores preditos de K; igual a 298,9 nM. Isto se d4 em virtude do
nimero de ligacdes de H cléssicas realizadas pelos derivados DB12355 BI 004 e
DB00549 BI 005 ser igual a 8 e a 6, respectivamente, versus 4 ¢ 3 dos compostos
DB12364 BI 006 ¢ DB12805 BI 004. Embora todos esses 4 derivados tenham interagido
com um dos residuos de aminoacidos que compdem a diade catalitica da MP™ (His41 e/ou
Cysl45), apenas o composto DB11984 BI 002 estabeleceu ligagdes de H classicas com

ambos. Além disso, tanto as propriedades fisico-quimicas quanto os parametros
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farmacocinéticos preditos para este derivado foram auspiciosos, com exce¢ao da consideravel
possibilidade de que ele atravesse a BHE e, consequentemente, ocasione efeitos adversos em
nivel de SNC. Um ponto desfavoravel do composto DB12355 BI 004 ¢ a presenca de um
centro estereogénico, visto que essa caracteristica demanda esfor¢os para o isolamento de
isomeros quirais, tendo em vista o conhecido impacto da quiralidade sobre diferentes potenciais
de inibi¢do enzimatica entre isdmeros. Neste contexto, estudos conduzidos por Shen et al.
(2022) envolvendo uma série congénere que deu origem ao ligante-controle XR8-83
evidenciou, mediante ensaios in vitro, diferengas de inibi¢ao entre isomeros quirais da enzima
PLP™. Um segundo ponto de infortunio do derivado DB12355 BI 004 ¢ a previsibilidade de
que sua permeabilidade por difusdo passiva nos enterdcitos seja mediana. Uma terceira causa
de desventura, que ¢ inclusive compartilhada pelos compostos DB04868 BI 003,
DB12364 BI 006 ¢ DB12805 BI 004, refere-se a elevada probabilidade de ele ocasionar
efeitos adversos decorrentes da interagao com muitos alvos e/ou vias de sinalizagdo de estresse
celular (Tox21). O derivado DB04868 BI 003 possui ainda alertas de alto potencial
cardiotoxico, bem como de interagdes medicamentosas, tendo em vista o seu possivel
envolvimento na inibi¢do de cinco isoenzimas de CYP, assim como na inibi¢do de P-gp. Neste
caso, o composto DB00549 BI 005 compartilha do mesmo desfortiinio. Outro ponto negativo
destes dois derivados, assim como do DB11984 BI 002, ¢ a elevada probabilidade de que eles
sejam substratos de P-gp, fato que pode prejudicar a biodisponibilidade deles. No caso do
composto DB00549 BI 005, esse fato refletiu em uma possibilidade alta de F < 30%. No
tocante aos derivados DB00549 BI 005, DB04868 BI 003 e DB12364 BI 006, entretanto,
todas as desvantagens trazidas a tona para eles foram igualmente expressas pelos seus
respectivos ligantes precursores, os quais sao os farmacos zafirlucaste, nilotinibe e betrixabana,
aprovados pelo FDA para uso clinico. Além disso, a potencial indu¢do de hepatotoxicidade
expressa por todos os derivados, sem excegdo, ¢ muito provavelmente reversivel, como
acontece na maioria dos casos de hepatopatias causadas pelo uso de medicamentos que tratam
infec¢des agudas, conforme elucidado por Golan et al. (2014). Para concluir, foi propiciamente
constatado a partir dos resultados de ancoragem molecular que os derivados DB00549 BI 005
e DB04868 BI 003 tém um mecanismo de acdo multialvo contra os sitios ativos de ambas as
cisteino proteases do SARS-CoV-2 e, cada qual, respectivamente, contra os sitios alostéricos 1

e 2 da enzima MP™,
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O status de “emergéncia de saude publica de importancia internacional” envolvendo a
COVID-19 foi revogado pela OMS no inicio do més de maio de 2023, pouco mais de trés anos
apods o comunicado oficial emitido por este mesmo 6rgdo informando que a doenga em xeque
atingira propor¢des pandémicas.'**!>° Entretanto, essa revogagio nio significa que a pandemia
teve fim, pois a COVID-19 continua ceifando, ao redor do mundo, a vida de uma pessoa a cada
trés minutos.'#

Apos todo esse periodo, o conhecimento cientifico acumulado sobre o SARS-CoV-2
expandiu horizontes, tornando evidente a imperatividade de se continuar buscando por novos
candidatos a farmacos antivirais que atuem como inibidores seletivos de enzimas essenciais
desse patdgeno. Neste contexto, moléculas inovadoras sdo necessarias tanto para o combate a
futuros surtos quanto para impedir que toda a farmacoterapia disponivel sucumba a resisténcia
adquirida por novas variantes do SARS-CoV-2. Esta resisténcia ja pode ter sido inclusive
expressa por subvariantes da Omicron, conforme constatado por Iketani et al. (2023) em
estudos in vitro com os firmacos nirmatrelvir e ensitrelvir.!>!

No ambito dessa problematica, os resultados obtidos mediante o desenvolvimento da
pesquisa cientifica em questio revelaram que estudos computacionais de ancoragem molecular
envolvendo substituigdes bioisostéricas de farmacos ou de candidatos a farmacos sdo um
excelente passo inicial rumo a criagdo de um novo arsenal quimico contra a COVID-19. Com
efeito, a estratégia de bioisosterismo foi capaz de melhorar a afinidade de substancias quimicas
pelas cisteino proteases do SARS-CoV-2 ao mesmo tempo em que simplificou algumas destas
moléculas e otimizou suas propriedades fisico-quimicas, assim como seus parametros
farmacocinéticos.

Anseia-se que a pesquisa cientifica envolvendo os derivados DB00549 BI 005,
DB04868 BI 003, DB11984 BI 002, DB12364 BI 006 ¢ DB12805 BI 004 prossiga com
uma equipe multidisciplinar em dire¢do a estudos de dindmica molecular seguidos de ensaios
empiricos com o proposito de ratificar os resultados defendidos in silico. Para tanto, recomenda-
se a descoberta das rotas sintéticas dessas substancias quimicas, a fim de que estudos in vitro e

in vivo sejam conduzidos para a determinagdo tanto da eficacia quanto da seguranga dessas

entidades moleculares inovadoras concebidas por bioisosterismo.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

SARS-CoV-2 cysteine proteases are essential nonstructural proteins due to their role
in the formation of the virus multiple enzyme replication-transcription complex. As a
result, those functional proteins are extremely relevant targets in the development of
a new drug candidate to fight COVID-19. Based on this fact and guided by the
bioisosterism strategy, the present work has selected 126 out of 1050 ligands from
DrugBank website. Subsequently, 831 chemical analogs containing bioisosteres, some
of which became structurally simplified, were created using the MB-Isoster software,
and molecular docking simulations were performed using AutoDock Vina. Finally, a
study of physicochemical properties, along with pharmacokinetic profiles, was carried
out through SwissADME and ADMETIlab 2.0 platforms. The promising results
obtained with the molecules encoded as DB00549 Bl 005, DB04868 Bl 003,
DB11984_BI_002, DB12364_BI_006 and DB12805_BI_004 must be confirmed by
molecular dynamics studies, followed by in vitro and in vivo empirical tests that ratify

the advocated in-silico results.

KEYWORDS
bioisosterism, cysteine proteases, molecular docking, SARS-CoV-2

number of people's deaths attributable to COVID-19 had already
exceeded 6.9 million across the five continents of Earth.> SARS-

According to an official statement from the World Health Organization
(WHO), for the first time in history, a virus from the Coronaviridae
family, called SARS-CoV-2, reached pandemic proportions on March
11, 2020.%? The disease caused by this etiologic agent was titled
Coronavirus Disease 2019 or simply COVID-19. Based on WHO
COVID-19 dashboard at the time that this text was written, the total

CoV-2 is a virus that encodes two large polypeptide chains, namely
ppla and pplab, with the contribution of its host's cellular machin-
ery.2 These polyproteins are subsequently processed into 1 peptide
and 15 nonstructural proteins, namely Nspl to Nsp16.*7 Two of
them, after having undergone autocleavage, process the other

Nsps.”® These two enzymes, collectively called cysteine proteases
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(EC 3.4.22), are Nsp5 (EC 3.4.22.69), better known as main protease,
or 3CLP™, or simply MP™, and the papain-like protease, or simply
PLP™, which represents one of the Nsp3 domains (EC 3.4.22.46).°
Both enzymes cause proteolysis so that the other Nsps become
functional, thereby allowing specific Nsps to come together to form
the SARS-CoV-2 multiple enzyme replication-transcription complex
(RTC), which is essential for originating a new viral particle. As a
result, the infection provoked by this virus settles in the host's
organism.*"1° The absence of proteins highly homologous to MP™
and PLP™ in humans makes these enzymes extremely attractive tar-
gets for the development of drug candidates that are efficacious to
fight COVID-19.*7

Currently, the only drug that inhibits one of the SARS-CoV-2
cysteine proteases and has been approved by regulatory agencies
around the world for emergency use in the treatment of COVID-19
is nirmatrelvir. Its mechanism of action consists in inhibiting cova-
lently the MP™ enzyme.'>'2 However, less than a year after its
approval, lketani and collaborators argued that new variants of
SARS-CoV-2 might easily acquire or have already acquired resis-
tance to nirmaltrevir via several pathways evinced through in vitro
studies.’® In this sense, the same drug resistance hypothesis
defended by these researchers was extended to ensiltrevir, a second
MP™ inhibitor, but a noncovalent one, which has been approved for
emergency use in Japan.2*®> However, no drug exists on the market
inhibiting PLP™ or acting as a multitarget, inhibiting both MP™
and PLP™.

There are several reasons to use the bioisosterism strategy in
the development of new drug candidates, among which the need
to gain selectivity for a given receptor or enzyme is
noteworthy.2®"® Acting as a collaborative methodology in this
process, the molecular docking protocol stands out as one of the
most useful techniques in the modern world for research studies
involving the initial development of new drugs. In this context,
there is a wide range of software available on the market. Out of
more than 50 existing package programs, AutoDock Vina or simply
Vina, a semi-flexible docking software of simple parameter configu-
ration and easy to use, has been one of the most utilized tools in
the last decade for in-silico simulations of the intermolecular inter-
action between small flexible ligands and rigid biomacromolecules
with flexible side chains.'~?? Therefore, approaches involving
computational systems on a chemical scope facilitate a subsequent
experimental stage.?® Based on the information given above, the
current scientific research proposes the use of the bioisosterism
strategy through the MB-Isoster software, associated with molecu-
lar docking studies, through AutoDock Vina, for the in-silico devel-
opment of innovative molecules that promisingly inhibit cysteine
proteases of SARS-CoV-2 or that function as multitargets for the
treatment of COVID-19, thereby having the potential of being
furtherly developed as a medication administered orally.???* Sub-
sequently, for the most promising drug candidates, physicochemi-
cal properties, as well as drug-like aspects and pharmacokinetic
parameters from Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion
and Toxicity (ADMET) were determined.

2 | METHODS

Initially, the search of both MP™ and PLP™® 3D structures was
conducted on the Uniprot database. The code PODTC1 was chosen,
as it has undergone review, and its annotations have the maximum
score of 5.2° The selected PDB codes of MP™ and PLP™ 3D structures
are, respectively, 7VU6 and 7JN2, and their resolution values are 1.80
and 1.93 A.2* Both MP™ and PLP™ were downloaded in *.pdb format
from the RCSB PDB website.?%?” Initially, the chemical groups of
these proteins' amino acids were protonated at pH 7.4, and water
molecules were removed using the ProteinPrepare software from the
PlayMolecule platform.2®2° This step is particularly important for
determining both the protonation state and the hydrogen location on
the histidine (His) amino acid, which can assume three different states.
Its first two states are neutral and tautomeric to one another, and the
difference between them lies in the proton location. In this regard,
when the His imidazole ring hydrogen is bound to the epsilon nitro-
gen, it is identified by the abbreviation “Hie” or “HIE”; on the other
hand, when the same hydrogen is bound to the delta nitrogen of the
imidazole ring, the His is identified by the abbreviation “Hid” or
“HID.” The third and final protonation state of this amino acid is the
abbreviation “Hip” or “HIP,” which stands for His having hydrogens
attached to both epsilon and delta nitrogens, and therefore acquiring
a positive charge.*° Subsequently, using the AutoDock Tools (ADT)
v1.5.7 software,?? other unwanted molecular entities were removed
from both proteins. Finally, Kollman charges and polar hydrogen
atoms were added to MP™ and PLP™ structures, and both could be
saved in *.pdbqt format.

All precursor ligands modified through bioisosterism were
selected on the DrugBank website after applying the following filters
in the “Categories” section: “Amides”; “Integrase Inhibitors”; “Prote-
ase Inhibitors”; “Antiviral agents”; and “Tyrosine Kinase Inhibitors.”3*
These filters were chosen based on the structural potential that
molecular entities belonging to them would have to become peptido-
mimetic compounds. After a visual evaluation of 1050 molecules
obtained through the filters mentioned above, 126 out of these
molecules, which represent either drugs already approved in the phar-
maceutical market or drug candidates in investigational phase of clini-
cal studies, were selected as precursor ligands. The 3D structures of
these chemical substances were obtained from the PubChem website
library in *sdf format3? They were then modified using the
MB-Isoster software, which allowed the creation of 831 analogs
through bioisosterism.2* In addition, based on ICsy results previously
obtained from in vitro experiments performed by other researchers, two
control ligands belonging to the subclass of noncovalent inhibitors
were chosen for each protein. For MP™, the chosen molecules were
ensitrelvir and baicalein, whose ICsq values are 13 and 940 nM, respec-
tively.3*3* For PLP™, the chosen ligands were X8-83 and Jun9-13-7,
whose ICsq values are 210 and 7300 nM, respectively.>> 37 Most of all
3D structures were found on the PubChem website, while the ones
that were not available in its library were drawn and optimized using
the MarvinSketch v21.20 software. Both precursors and analogs con-

taining chiral centers did not have their different enantiomers analyzed,
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so only one of these optical isomers was evaluated. Subsequently,
ionization states at pH 7.4 were generated by the OpenBabel v3.1.1
tool, which was also used to convert all ligands to *.pdbgt format,
including the precursors downloaded from PubChem and the structural
analogs designed through MB-Isoster. However, molecules containing
tertiary amine, sulfonamide, cyclic secondary amine, and aromatic
hydroxyl groups had their ionization states at pH 7.4 generated by the
MarvinSketch v21.20 software due to structural issues encountered
during the OpenBabel conversion. Additionally, for ligands with pre-
dominant chemical species/ionization states at levels lower than 80%,
the two or three most abundant species at pH 7.4 were assessed. In the
results and discussion section, the score values of these different spe-
cies appear in a descending order of abundance and are separated by a
slash (/). Equal score values are represented by the symbol (*).

Molecular docking studies were conducted using the AutoDock
Vina v1.1.2 software.?2 The version 1.1.2 of AutoDock Vina was cho-
sen instead of the newest one (1.2) as there is a script on the labora-
tory servers compatible with the version 1.1.2 that allows to perform
docking studies on a batch mode, and, therefore, various results can
be generated all at once. The version 1.2, on the other hand, is incom-
patible with the .log output file, so the binding energy results from all
docking results would not be known if this version replaced the ver-
sion 1.1.2. Moreover, regarding binding energy results, there were no
significant differences between these versions when they were tested
in unitary docking studies with the same enzyme and the same ligand.
To ensure that all ligands would interact with each enzyme's active
site, molecular docking calculations were configured on the ADT
v1.5.7 software by delimiting the search spaces, also known as grid
boxes, using the following settings for 7VU6 and 7JN2, respectively:
X =6.025 (25 A), y = 12.623 (25 A), z= —6.436 (25 A); x = 45.346
(25 A), y = 27.456 (25 A), z = 1.935 (25 A). For the MP™ enzyme, one
out of two allosteric sites previously described by Giinther and collab-
orators was also studied. The molecular docking grid box settings for
this allosteric site were as follows: x = 10.647 (25 A), y = —7.993
(25 A), z =23.613 (25 A).*®

All results were analyzed from a binding energy perspective (pro-
vided in —kcal mol~1) and organized in an ascending order of energy
(from the most negative to the most positive value), with the aim of
determining the best interaction profiles. Additionally, K; values were
predicted by the following formula created on Microsoft Excel:
K; = e»%RD 3150 used by Ortiz and collaborators in 2019.%? This for-
mula represents an important thermodynamic relationship that allows
determining the equilibrium constant (K) of a system from AG values.
In this context, AutoDock Vina binding energy/score results are
closely related to AG values.

After selecting the most favorable results, the highest-ranked
conformations of each ligand were complexed with each protein, and
the complex was saved in the *.pdb format using the PyMOL v2.5.2
software. In this sense, to determine intermolecular interactions, such
as hydrogen bonding, 2D and 3D representations of the ligand-
protein complex were generated using the Discovery Studio
(DS) Client v21.1.0.20298 software. Furthermore, 3D protein-ligand
complementarity was assessed using the Pymol v2.5.2 software.
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To validate the in-silico simulations, redocking was performed, and
RMSD values were calculated using the DS software.

Finally, a study of lipophilicity along with three drug-like aspects
(Lipinski/Veber rules, structural alerts, and synthetic accessibility) was
conducted using the SwissADME platform.*® Afterwards, the analysis
of one more physicochemical property (LogD) along with ADMET
parameters was carried out with the best analogs containing bioisos-
teres as well as with their precursors and best control ligands, using
the ADMETIab 2.0 platform.** For these purposes, the SMILES codes
of both precursor and control ligands were obtained from the Pub-
Chem database, while the SMILES codes of all analogs were gener-
ated using the OpenBabel tool.

3 | RESULTS AND DISCUSSION
All precursor ligands were named according to their respective
DrugBank identification codes (DrugBank Accession Numbers). In
addition to these codes, bioisosteric analogs were named with the
suffix “_BI” followed by the numbering “_00X” or “0X” to indicate the
number of cumulative bioisosteric replacements. Control ligands were
named according to their given names or codes provided by their cre-
ators in publications known to the scientific community. In the case of
ensitrelvir, two ligands were evaluated because it exists in the form of
two tautomers,* thereby requiring the addition of the numbers «_1”
and “_2” to differentiate the molecular docking results.

Tables 1-3 list the three best results for MP™ active and allosteric

sites and for PLP™

active site, along with a promising fourth result for
MP"® active site (added to Table 1). For each case, the number of chiral
carbons present in the ligands, as well as the score obtained for each
molecular docking result, and the predicted K; were assessed.
Furthermore, the bioisosteric changes taking place on all analogs were
detailed. In this sense, it is important to mention that the structural
changes resulting in a decrease of chiral carbons number fall also into
the molecular simplification strategy.42

The results show significant increases in the affinity for SARS-
CoV-2 cysteine proteases, particularly those ones involving the
DB12355_BI_004 analog against the MP™ active site, listed in Table 1,
as well as the DB00549_BI_005 analog against the PLP™ active site,
present in Table 3. Moreover, the bioisosteric modification of OH to
H in the DB11984_BI_002 analog, described in Table 1, was responsi-
ble for favorably eliminating the chirality that was present in its pre-
cursor ligand.

During the bioisosteric modifications divulged in Tables 1-3, the
aim was not only to increase the affinity for SARS-CoV-2 cysteine
proteases, but also to improve lipophilicity in favor of oral absorption
and to optimize drug-like properties. Therefore, lipophilicity and three
drug-like aspects were predicted for all ligands using the SwissADME
platform. Lipophilicity evaluation was based on LogP values, which
correlate with a satisfactory intestinal absorption when they are
between 1 and 3. This range translates into a drug having a high prob-
ability of permeating the intestinal cell membrane through passive
diffusion.*? The first drug-like property evaluated was Lipinski's Rule
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Ligand
Ensitrelvir_1
Ensitrelvir_2
Baicalein
DB00549
DB00549_BI_005

DB11984
DB11984_BI_002

DB12355
DB12355_BI_004

DB12364
DB12364_BI_006

2Unit in kcal mol™2.
PUnit in nM.
“x” stands for times.
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Bioisosteric
changes

NA

NA

NA

NA

CHj3 for H
(3x)°

O for CH,
O for NH
NA

OH for H
CH,, for NH

NA

CHj; for H
(B3x)°
CH3 for NH2

NA

N for O
(on C=N)
CH; for H
O for NH
ClforH
H for F
(2x)°

Score?
-10.7
-10.6
-8.3/-8.1"
—-8.5

-8.9

—8.6
-9.1

-7.2

-8.9

-8.6
—-9.5

KP

14.2

17.0
823.1/1153.6
587.2

298.9

496.0
2133

5270.1

298.9

496.0
108.6

TABLE 1  Molecular aspects, docking
results, and predicted K; values against
SARS-CoV-2 MP'™ active site (PDB

code: 7VU6).

TABLE 2 Molecular aspects, docking results, and predicted K; values against SARS-CoV-2 MP™ allosteric site (PDB code: 7VUé).

Ligand
Ensitrelvir_1
Ensitrelvir_2
Baicalein
AT-7519
DB04868
DB04868_BI_002

DB04868_BI_003

DB09079

DB09079_BI_002

DB12805
DB12805_BI_004

2Unit in kcal mol™2.
bUnit in nM.
“x” stands for times.

Chiral
carbons

O O » O O O

Bioisosteric
changes

NA
NA
NA
NA
NA

CF3 for CH3
CHj; for H

CF3 for CH3
CHj; for H
2x)°

NA

O for NH
CHj for H

NA

ClforF

(2x)°

0O=S5=0 for C=0
(2x)°

Score® K
—-80 1365.7
-9.3 152.2
—-79/-75/-7.7 1616.8/3176.1/2266.1
-7.0 7386.4
-93 152.2
9.2 180.2
-94 128.5
-8.20 974.4
-9.10 2133
-8.1 1153.6
-95 108.6
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TABLE 3 Molecular aspects, docking
results, and predicted K; values against

Ligand
SARS-CoV-2 PLP™ active site (PDB
code: 7JN2). XR8-83
Jun9-13-7
DB00549

DB00549_BI_005

DB04868
DB04868_BI_002

DB04868_BI_003

DB14929
DB14929_BI_007

2Unit in kcal mol™™.
PUnit in nM.
““x” stands for times.

of Five (2001) and Veber's rules (2002).***> The second drug-like
aspect was the identification of structural alerts for molecular frag-
ments that are potentially toxic, chemically reactive, metabolically
unstable, or responsible for poor pharmacokinetics. The third and final
drug-like property was synthetic accessibility. In this case, values
range from 1 to 10, and the lower the result the better is the pre-
dicted synthetic feasibility of the molecule under study.*® The results
are displayed on the following Table 4.

The application of bioisosterism was able to significantly reduce
high LogP values exhibited by precursor ligands. In fact, the nonclassi-
cal bioisosteric replacements of CF5; with CHz and CH5 with H at two
different positions in the DB04868 precursor decreased its LogP from
4.63 to 3.35 in the DB04868_BI_003 analog. Another significant
decrease in LogP values occurred with the DB09079_BI_002 analog,
whose change was from 3.50 to 2.8, when compared to its precursor.
In addition, the application of classical bioisosterism by replacing N
with O (C=N with C=0) in the DB12364 precursor was essential not
its LogP value from 3.22 to 274 in the
DB12364_BI_006 analog, but also to eliminate structural alerts owing

only to reduce
to the presence of an imine group (N=C/N—C=N). Finally, three non-
classical bioisosteric replacements of CH; with H and one of CH3 with
NH, led to a LogP decrease in the DB12355_BI_004 analog from
3.17 to 1.35, when compared to its precursor.

In terms of drug-likeness, two classical bioisosteric replacements
of O with CH, and CHs with H in the DB00549_BI_005 analog
resulted in the elimination of the Veber's rule violation for the number

of rotatable bonds, which must be <10. Additionally, a second

CHEMISTRY
Chiral Bioisosteric
carbons changes Score® K
3 NA -10.5 20.1
1 NA —-6.99 8744.7
0 NA -8.1 1153.6
0 CH3 for H -10.1 39.4
(3 x)°
O for CH,
O for NH
NA -9.1 213.3
0 CF3 for CH3 -10.2 83818
CHj; for H
0 CF;3 for CH3 -9.6 91.7
CHj; for H
(2x)°
0 NA -7.8 1914.1
Br for H -8.5/-9.0 587.2/252.5
ClforH
(2x)°
F for H
H for F
(2x)°

0=5=0 for C=0

violation of Veber's rules (Topological Polar Surface Area or simply
TPSA >140 A) could be eliminated in the DB12805_BI_004 analog.
Regarding Lipinski's rules, the bioisosteric replacements resulting in
the DB04868_BI_003 and DB12805_BI_004 analogs eliminated their
precursor ligands violation of molecular masses above 500 Da.
Furthermore, significant improvements in terms of synthetic accessi-
bility were observed in all analogs, except for DB12364_BI_006. The
most notable enhancement occurred with the DB11984_BI_002
analog due to the elimination of chirality.

Subsequently, a more detailed physicochemical evaluation was
conducted on the best control ligand for each case as well as on all
precursor and analog ligands, except for the ones interacting with the
PLP™ protease, whose best two analogs and their respective precursor
ligands were evaluated. In this analysis, six categories of intermolecu-
lar interactions classified by the DS software were taken into
consideration.**=>® All hydrogen atoms, including polar ones, such as
hydroxyl groups, are omitted in the 2D diagrams generated by DS
when they do not participate in intermolecular interactions. Addition-
ally, this software does not indicate on the 2D diagram two conven-
tional H-bonds that are established between the same ligand donor
atom and different acceptor atoms of the same amino acid. Concern-
ing the calculation of distances for conventional H-bonds, the DS
does not consider the distance of the covalent bond between hydro-
gen and the atom which it is bonded to (e.g., N and O). Hence, to
interpret the distances of H-bonds according to Jeffrey's categoriza-
tion, approximately 0.95 A should be added to all tabulated values
given in the Supporting Information section. This approximate value
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corresponds to the distance of the covalent bond between N and H,
and between O and H.5%¢°

Based on the data presented in Tables S1, S2 and S3, given in the
Supporting Information section, it is noticeable that the ligands' inter-
molecular interactions with the active and allosteric sites of MP™, as
well as with the active site of PLP™, apart from the DB12805_BI_004
analog, increased after the use of bioisosterism. The ligands contain-
ing bioisosteres interacted through conventional H-bonds with at
least one of the two amino acid residues that comprise the MP™ cata-
lytic dyad (His41 and Cys145). Among these results, the most remark-
able is the one exhibited by the DB12355_BI_004 analog because of
two different reasons. The first motive is its number of conventional
H-bonds being greater than the one manifested by ensitrelvir, a MP™
noncovalent inhibitor with the highest biological potency reported in
the literature.®® The number of conventional H-bonds established
between DB12355_BI_004 and MP™ active site, which is 8, was four
times higher than the one expressed by its precursor ligand
(DB12355). The second reason is the fact that the conventional
H-bond distance value established with the Cys145 residue was smal-
ler than the distance involving ensitrelvir and Cys145. This observa-
tion was also made for the DB00549_BI_005 analog, which exhibited

the same number of conventional H-bonds expressed by the tautomer

TABLE 4 Predictions of lipophilicity and drug-like aspects by the
SwissADME platform.

Lipinski/Veber Structural Synthetic

Ligand LogP (violations) alerts accessibility
Ensitrelvir 3.05 2/0 1 3.56
Baicalein 224 0/0 1 3.02
XR8-83 3.97 1/0 0 4.82
Jun9-13-7 410 1/0 0 2.24
DB00549 465 1/1 0 4.18
DB00549_BI_005 4.28 1/0 0 3.70
DB04868 4.63 1/0 0 3.81
DB04868_BI_002 3.68 0/0 0 3.60
DB04868_BI_003 3.35 0/0 0 3.41
DB09079 3.50 1/0 1 4.10
DB09079_BI_002 2.81 1/0 1 4.01
DB11984 201 0/0 0 424
DB11984_BI_002 2.01 0/0 0 3.29
DB12355 3.17 0/0 0 4.81
DB12355_BI_004 135 0/1 0 4.50
DB12364 322 0/0 2 3.05
DB12364_BI_006 2.74 0/0 0 3.08
DB12805 3.62 1/1 0 3.72
DB12805_BI_004 3.72 0/0 0 3.25
DB12805 362 1/1 0 3.72
DB12805_BI_004 3.72 0/0 0 3.25
DB14929 498 1/0 0 3.45
DB14929 _BI_007 4.05 0/0 0 3.02

1 of ensitrelvir, which is 6. Furthermore, the only ligand that
established conventional H-bonds with both His41 and Cys145 was
the DB11984_BI_002 analog. Contrasting the ensitrelvir tautomer
2, which showed an unfavorable interaction with the Thr26 residue,
the DB00549_BI_005, DB11984_BI_002, and DB12355_BI_004 ana-
logs did not exhibit any alerts in this regard. Lastly, these three mole-
cules containing bioisosteres, as both ensitrelvir tautomers, exhibited
intermolecular interactions with amino acid residues from all 4 subsites
that compose the SARS-CoV-2 MP™ active site. The subsite S1
encompasses the Phel40, Asn142, Serl44, His163, Glul66, and
His172 residues; the S1° includes the catalytic dyad—His41
and Cys145—as well as the Thr25 and Leu27 residues; the S2 com-
prises the His41, Met49, Tyr54, Met165, and Asp187 residues; and
the S4 contains the Met165, Leul67, Phel85, GIn189, and GIn192
residues.”®1"%* The following Figure 1 illustrates the conventional
H-bonds established between the DB00549_BI_005 analog and the
MP"® active site residues from a 3D perspective. The figures generated
for the DB11984_BI_002 and DB12355_BI_004 analogs are shown in
the Supporting Information section (Figures S1 and S2).

The following Figure 2 evinces the molecular complementarity
between the DB00549_BI_005 analog and the MP™ active site as well
as this innovative ligand and both tautomers of ensitrelvir in a zoomed
image that considers the electrostatic surfaces of the MP™® amino acid
residues by differentiating their atoms according to different colors
(carbon—gray; hydrogen—white; nitrogen—blue; oxygen—red; sulfur—
yellow). Also, atoms that interacted with the catalytic dyad were
highlighted in green circles. Both figures generated for the
DB11984_BI_002 and DB12355_BI_004 analogs are shown in the
Supporting Information section (Figures S3 and S4).

Concerning the MP™ allosteric site, all bioisosteric analogs, as
ensitrelvir both tautomers, interact with multiple amino acid residues
that compose it. Most of these interactions are apolar, followed by
weaker polar interactions, such as nonconventional H-bonds. Based
on the results exhibited on the Table S2, given in the Supporting
Information section, the only ligand that established conventional
H-bonds with more than one of those specific amino acid residues is
the DB12805_BI_004 analog (with GIn110 and Phe294). Furthermore,
a correlation was perceived between the most favorable score values
exhibited by the DB12805_BI_004 and DB04868_BI_003 analogs

FIGURE 1

Conventional H-bonds and their respective distances
between the DB00549_BI_005 analog and amino acid residues from
the SARS-CoV-2 MP™ active site.
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(respectively, —9.5 kcal mol™ and —9.4 kcal mol™1), and the estab-
lishment of intermolecular interactions with 6 out of the 7 main amino
acid residues that compose the MP™ allosteric site under evaluation,
namely GIn110, Asp153, Val202, lle249, Thr292, and Phe294. Also,
the ensitrelvir tautomer 2, which exhibited the best score
(—9.3 kcal mol~?) among control ligands, interestingly interacted with
5 out of those 7 main amino acid residues.®® Figures illustrating the
conventional H-bonds established between the DB12805_BI_004
analog and the MP™ allosteric site from a 3D perspective as well as
the molecular complementarity of this ligand and the ensitrelvir tauto-
mer 2 are shown in the Supporting Information section on the same
fashion previously described for the ligands interacting with the MP™
active site (Figures S5 and S6). The zoomed parts aim to highlight the
proximity of the DB12805_BI_005 carbonyl oxygens to both GIn110
and Phe294 amide hydrogens.

In 2022, Shen and collaborators reported that molecules exhibit-
ing auspicious activity against SARS-CoV-2 PLP™ enzyme established
conventional H-bonds with the GIn49, Arg72, Asplé4, Argléé,
Glul167, and GIn269 residues. Additionally, the Leul62, Pro248,
Gly266, Asn267, Tyr268, and Pro299 residues were very close to
those molecules, thereby being susceptible to interactions.®® Based
on the results exhibited on the Table S3, given in the Supporting
Information section, it is evident that all ligands designed using the
bioisosterism strategy interacted with at least one of the above-
mentioned amino acid residues through conventional H-bonds.
Regarding the PLP™ catalytic triad, only the XR8-83 control ligand
interacted with the Cys111 and His272 residues through van der

Waals interactions. However, upon further evaluation of results, it

B

FIGURE 2

(A) DB00549_BI_005 analog, whose carbon atoms are
colored in light green, anchored in the SARS-CoV-2 MP™ active site.
(B) “A” zoomed. (C) Zoom on ensitrelvir tautomers 1 and 2, whose
carbon atoms are colored, respectively, in cyan blue and salmon pink,

pro

anchored in the MP™ active site.

was found that the second most stable conformation and orientation
(pose) of the DB04868_BI_002 analog, whose score and predicted K;
values are —10 kcal mol™ and 46.7 nM, respectively (compared to
—10.2 kecal mol~* and 33.3 nM for its first pose), established an alkyl-
type of nonpolar interaction with the Cys111 residue. Similarly, the
third most stable pose of the DB04868_BI_003 analog, whose score
and predicted K; values are —9.1 kcal mol~! and 213.3 nM, respec-
tively (compared to —9.6 kcal mol~ and 91.7 nM for its first pose),
interacted with the Cys111 residue through a conventional H-bond
and with the His272 residue through van der Waals interactions.

The Figure 3 showed below illustrates the 3D results of the
DB04868_BI_003 analog's third pose, highlighting the conventional
H-bonds established with the PLP™ active site. The figure generated
for the DB04868_BI_002 analog's second pose is shown in the Sup-
porting Information section (Figure S7).

The following Figure 4 reveals the molecular complementarity
between the DB04868_BI_003 analog's first and third poses and the
PLP™ active site as well as this ligand's poses and the XR8-83 control
ligand in a zoomed image on the same fashion previously described
for Figure 2. The zoomed parts aim to spotlight the access to the
Cys111 residue, which contains a sulfur atom (colored in yellow).
The figure created for the DB04868_BI_002 analog's first and second
poses is shown in the Supporting Information section (Figure S8).

Intending to validate the molecular docking protocol,®®

re-docking
was performed, and the obtained RMSD values were 0.3501 and
0.4984 A for the crystallized ligands complexed with MP™ (7VU6)
and PLP™ (7JN2), respectively. The following Figure 5 illustrates the
3D overlay of the original structures obtained through X-ray crystal-
lography and the in-silico results from re-docking.

The final step of the current research predicted one additional
physicochemical property (LogD) along with pharmacokinetic
(ADMET) parameters for all ligands. Furthermore, nirmatrelvir was
concurrently evaluated aiming to compare the in-silico results with

the information presented in its medicine (Paxlovid®) leaflet. In this

FIGURE 3 Conventional H-bonds and their respective distances
between the DB04868_BI_003 analog's third pose and amino acid
residues from the SARS-CoV-2 PLP™ active site.
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sense, precursor ligands representing drugs already approved in the

pharmaceutical market had their leaflets also considered for
comparison.

Log D represents LogP whose partition coefficient is a function of
pH 7.4. It is an extremely important property since an orally adminis-
tered drug must be able to exert the desired therapeutic effect by
reaching the site of interest in the target organ after entering the
blood stream. The LogD optimal range for a chemical compound to
diffuse to the target organ after being absorbed by enterocytes (intes-
tinal cells) is from 1.0 to 3.0.*2 All ligands showed LogD values
between 1.4 and 2.9, apart from XR8-83 (3.2) and Jun9-13-7 (3.8), as
well as the DB04868 precursor and its two analogs. In this last case,
however, the use of bioisosterism enabled an improvement on Log
D values, for the DB04868 precursor value decreased from 3.88 to
349 in the DBO04868_BI_002 analog and to 3.25 in the
DB04969_BI_003 analog.

The absorption (A) parameter evaluated was the ligand's potential
to be a P-glycoprotein (P-gp) substrate. This biomacromolecule is an
important transmembrane protein responsible for pumping neutral

and cationic hydrophobic chemicals, including drugs, back into the

FIGURE 4 (A) Pose 1 of the
DB04868_BI_003 analog, whose
carbon atoms are colored in dark
yellow, anchored in the PLP™
active site. (B) “A” zoomed.

(C) Pose 3 of the DB04868_BI_003
analog, whose carbon atoms are
also colored in dark yellow,
anchored in the PLP™ active site.
(D) “C” zoomed. (E) XR8-83 control
ligand, whose carbon atoms are
colored in another shade of light
green, anchored in the PLP™ active
site. (F) “E” zoomed.

lumen of the gastrointestinal tract after they had been absorbed by
the intestinal epithelium. The main negative consequence of P-gp
action is to decrease the oral bioavailability of drugs, that is, the
amount of a chemical substance administered orally that effectively
reaches the systemic circulation.*? Results from ADMETIab 2.0 show
a low probability (less than 30%) of control ligands and nirmatrelvir to
be P-gp substrates. Regarding the precursor ligands, only DB09079
and DB12805 exhibit the same low probability. Concerning all ana-
logs, the bioisosteric changes on the DB12355_BI_004 analog consid-
erably decreased its probability of being a P-gp substrate from 88% to
less than 30% when compared to the DB12355 precursor. Also, the
DB12805_BI_004 analog favorably maintained the same profile of its
respective precursor. Finally, the DB12364 precursor, which exhibited
a high probability of being a P-gp substrate, represents betrixaban, a
prophylactic anticoagulant drug known to be a P-gp substrate accord-
ing to its medicine leaflet.%®

The distribution (D) parameter assessed was the plasma protein
binding (PPB) percentage. The extent of PPB has a direct influence on
the oral bioavailability of a chemical compound, for the concentration

of the drug that is free to reach the target organ is directly affected by
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FIGURE 5

Superimpositions of both MP™ (PDB code: 7VUé) and
PLP™ (PDB code: 7JN2) original (crystallographic) ligands with the first
poses obtained for the same ligands through re-docking. The carbon
atoms were changed from gray to purple on the re-docked ligand to
distinguish it from the crystallographic one.

the percentage amount of it that binds to plasma proteins.*?%” Results
from ADMETIab 2.0 reveal that the PPB values decreased in the
DB09079_BI_002, DB11984_BI_002, and DB12805_BI_004 analogs
when compared to their respective precursors. This positive outcome
suggests that if these chemical substances are developed into drugs,
their therapeutic index may have increased compared to their respec-
tive precursors, thereby resulting in a lower potential of causing toxic-
ity. Also, the predicted PPB values for nirmatrelvir as well as for the
DB00549 and DB12364 precursors, representing zafirlukast (an anti-
asthmatic drug), and betrixaban, respectively, were very close to the
values described in their medicines' leaflets. The comparison between
the values calculated by the ADMETIab 2.0 platform and the ones
presented in leaflets is as follows: for nirmatrelvir, 43.5% versus 69%;
for zafirlukast, 99.4% versus above 99%; and for betrixaban, 75.0%
versus 60%.66:68:67

The metabolism (M) evaluation was based on the cytochrome
P450 (CYP450), a broad and diverse superfamily of proteins forming a
complex with metabolic functionality. Six isoenzymes belonging to
CYP450 are responsible for approximately 90% of all oxidative drug
metabolism as well as for metabolizing 75% of all drugs on the mar-
ket.*?%”7 The ADMETlab 2.0 platform predicts the potential of chemi-
cal substances to be substrates of five out of the six main CYP450
isoenzymes involved in drug metabolism.*? Results from ADMETIab
2.0 show a high probability of decreased metabolism by CYP isoen-
zymes in the DB12364_BI_006 and DB12805_BI_004 analogs.
Furthermore, the predictions regarding the isoenzymes for which
nirmatrelvir and zafirlukast (DBO0549) serve as substrates (3A4 and
3A4 plus 2C9, respectively) were consistent with the metabolism
studies described in their respective medicine leaflets.®®¢?

The excretion (E) parameter assessed was the elimination half-life.
Theoretically, the half-life of a drug is the time required to reduce its
concentration in plasma by 50% (t1,2).2%¢” Knowing this time allows

the physician to determine the frequency of doses necessary to

CHEMISTRY

maintain the drug plasma concentration within the therapeutic
window.®” The ADMETlab 2.0 platform determines the probability of
a chemical substance to have a ty,, value >3 h.*! In this context, only
the DB04868_BI_003 analog exhibit a high probability of having a
half-life >3 h. This prolonged half-life could be beneficial in terms of
dosing frequency, thereby potentially facilitating patient adherence to
pharmacotherapy if a new medicine containing this lead compound is
developed.

The toxicity parameters (T) selected for analysis were cardiotoxi-
city through inhibition of the hERG (“human ether-a-go-go-related
gene”) protein, hepatotoxicity via drug-induced liver injury (DILI),
mutagenicity according to the Ames test, carcinogenesis, and the toxi-
cology in the 21st-century (Tox21).4%7%71 Within the scope of Tox21,
the ADMETIlab 2.0 platform developers have build in-silico models
that predict the toxicity of chemicals based on their potential interac-
tion with different biological targets involving five human nuclear
receptors (NR)—androgen receptor (AR), aryl hydrocarbon receptor
(AhR), estrogen receptor (ER), and peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs)—as well as four signaling pathways related to
human cellular stress responses (SR)—antioxidant response element
(ARE), ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATAD5), heat
shock factor response element (HSE), and the p53 tumor suppressor
protein. The only receptor for which the ADMETIab 2.0 platform spe-
cifically determines the inhibition potential is NR-Aromatase. Lastly,
an electrochemical parameter involved in human cellular stress
responses, the mitochondrial membrane potential (MMP), is also
assessed.*17°

Results from ADMETIlab 2.0 indicate that the DB12364_BI_006
analog exhibits a drastic decrease in its potential to induce cardiotoxi-
city when compared to its precursor ligand. Also, the control ligands,
apart from XR8-83, and the DB00549_BI_005 and DB11984_BI_002
analogs, as their precursor ligands, show a low probability of causing
cardiotoxicity. Moreover, the absence of cardiotoxicity in nirmatrelvir
and the confirmed cardiotoxic effect on nilotinib (DB04868), a tyro-
sine kinase inhibitor used in chemotherapy, were consistent with the
information provided in their respective medicine leaflets.$®72
Regarding DILI, all control ligands, excepting XR8-83 and nirmatrelvir,
as well as all analogs and their respective precursor ligands, have a
high probability of triggering this adverse effect. However, in the case
of acute pathologies, such as viral infection by SARS-CoV-2, the likeli-
hood of liver damage is improbable.>¢” Additionally, the high pre-
dicted probabilities of hepatotoxicity for zafirlukast (DB00549) and
nilotinib (DB04868) were confirmed in their respective medicine leaf-
lets, and this fact clearly did not prevent their commercialization. In a
similar fashion, the very low mutagenic potential evinced by ADME-
Tlab 2.0 for nirmatrelvir and zafirlukast (DBO0549) was consistent
with the results of the Ames tests described in their respective medi-
cine leaflets.®®%? In the case of zafirlukast, the low probability of carci-
nogenicity was also confirmed.®” All the other ligands also show no
potential to be either mutagenic or carcinogenic molecules. The only
exception, according to ADMETlab 2.0, was, interestingly, ensitrelvir,
which has a high probability of being carcinogenic. Finally, on the
Tox21 scope, the DB09079_BI_002 and DB11984_BI_002 analogs
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exhibit a high potential to interfere with, respectively, only one of the
studied nuclear targets (NR-AhR) and with only one of the cellular
responses (SR-ARE). Also, the
DB00549_BI_005 analog, just as ensitrelvir, has a high probability of
interfering with two different Tox21 NRs and/or SRs. The remaining

stress under consideration

ligands have the potential to interfere with more than three NRs
and/or SRs, except for nirmatrelvir, which demonstrate a very low
probability of interacting with all Tox21 NRs and SRs under evalua-
tion. Lastly, the bioisosteric changes in the DB00549_BI_005,
DB11984_BI_002, DB12355_BI_004, and DB12364_BI_006 analogs
resulted in less interference with NRs and SRs of Tox21 when com-
pared to their precursor ligands. Conversely, the bioisosteric replace-
ments taking place in the DB04868_BI_002, DB04868_BI_003 and
DB12805_BI_004 analogs increased their potential to interact with
more NRs and SRs of Tox21 when compared to their precursor
ligands.

Based solely on the predicted K; values, the most promising bioi-
sosteric analogs are DB12364_BI_006 and DB12805_BI_004 against
the MP™ active site (predicted K; = 108.6 nM), and DB04868_BI_003
and DBO00549_BI_005 against the PLP™ active site (predicted
K; = 33.3 and 39.4 nM, respectively). Considering their intermolecular
interactions, the predicted inhibition of PLP™ by these two analogs is
reinforced. Regarding the MP™ enzyme on the same matter, the best
analogs are DB12355_BI_004 and DB00549_BI_005 (predicted
K; = 298.9 nM). Additionally, the only analog that established conven-
tional H-bonds with both His41l and Cys145 residues is the
DB11984_BI_002 molecule. Moreover, this compound exhibits favor-
able physicochemical properties and predicted ADMET parameters.
Differently, one disadvantage of the DB12355_BI_004 analog is the
presence of a chiral carbon in its chemical structure. As a result, it
demands efforts to isolate optical isomers due to the known impact of
chirality on enzymatic inhibition, as previously described by Shen and
collaborators, who demonstrated different in vitro inhibition profiles
of optical isomers against the PLP™ enzyme. Another drawback of the
DB12355_BI_004 analog shared with the DB04868_BI_002,
DB04868_BI_003, DB12364_BI_006, and DB12805_BI_004 analogs,
is the high probability of generating toxic effects through interactions
on the Tox21 sphere. Both DB04868_BI_002 and DB04868_BI_003
analogs also raise alerts for its high cardiotoxic potential along with
the substantial probability of causing drug interactions, given their
likely involvement in the inhibition of five CYP450 isoenzymes. In
addition, the DB00549_BI_005, DB04868_BI_002, DB04868_BI_003,
and DB12364_BI_006 analogs have a high likelihood of being P-gp
substrates, which can negatively affect their bioavailability. None-
theless, all the above-mentioned drawbacks evinced for these chem-
ical analogs are also presented in their respective precursor ligands,
which are the FDA-approved drugs zafirlukast, nilotinib, and betrixa-
ban. Furthermore, the hepatotoxic potential exhibited by all
structural analogs is likely reversible, as it is the case of most drug-
induced hepatopathies resulting from the treatment of acute
infections.®” Ultimately, the molecular docking results demonstrate
that the DB00549_BI_005 and DB04868_BI_003 analogs have a
multi-target mechanism of action against SARS-CoV-2 cysteine

proteases, inhibiting, respectively, MP™® and PLP™ active sites and

MP'® allosteric site and PLP™ active site.

4 | CONCLUSIONS

The status of “public health emergency of international concern”
involving COVID-19 was revoked by the WHO in early May 2023,
just over 3 years after the official statement issued by the same orga-
nization stating that the disease at stake had reached pandemic pro-
portions.”>”* However, this revocation does not mean that the
pandemic is over, since COVID-19 continues to take the life of one
person every 3 minutes around the world.”®

After all these years, the accumulated scientific knowledge about
SARS-CoV-2 expanded horizons, making evident the imperativeness
to continue searching for new antiviral drug candidates that work as
SARS-CoV-2 essential enzymes selective inhibitors. In this context,
innovative molecules are required to tackle future outbreaks as well
as to prevent all the available pharmacotherapy from succumbing to
the resistance acquired by SARS-CoV-2 new variants. This viral resis-
tance might have already been expressed by subvariants of Omicron,
as advocated by lketani and collaborators through in vitro studies with
nirmatrelvir and ensitrelvir.*3

Based on the aforementioned issue, the results obtained through
the current research reveal that molecular docking studies involving
bioisosteric replacements in drugs and drug candidates are an excel-
lent initial step toward the creation of a new chemical arsenal against
COVID-19. In fact, the bioisosterism strategy was able to improve the
affinity of chemical substances for SARS-CoV-2 cysteine proteases
while it has structurally simplified some of these molecules and opti-
mized their physicochemical properties, as well as their pharmacoki-
netic parameters.

It is hoped that the scientific research involving specially the
DB00549_BI_005 and DB04868_BI_003 analogs not only continues
but also reaches remarkable results after being conducted by a
multidisciplinary team toward studies of molecular dynamics fol-
lowed by empirical tests with the purpose of ratifying the current
in-silico evidence. Therefore, the discovery of the synthetic
routes of these chemical substances is encouraged so that in vitro
and in vivo studies are conducted to determine both the efficacy
and the safety of these innovative molecular entities conceived
by bioisosterism.
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