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“Todo animal ¢ superior a0 homem pelo que tem de divino, isto €, pelo instinto. Ora, de todos
0s animais, o gato € o que tem o instinto mais perseverante, o mais perpétuo.”

(Banville, 2020)



RESUMO

A Peritonite Infecciosa Felina (PIF) ¢ uma doenga infectocontagiosa sist€émica provocada pelo
Coronavirus Felino (FCoV), que infecta o trato respiratdrio e gastrointestinal e causa uma
vasculite imunomediada, como também uma inflamagdo piogranulomatosa. Medicamentos
anti-inflamatoérios e imunossupressores sdo usados para inibir o processo inflamatério, com o
intuito de aliviar os sintomas. Porém, ainda ndo ha nenhum relatério sobre o uso
bem-sucedido de terapias virais acessiveis e seletivas para o tratamento da PIF em gatos.
Neste estudo, foi realizada uma abordagem in silico para a busca de candidatos a compostos
lideres anti-PIF a partir de compostos de origem natural disponiveis no banco de dados
PubChem, subse¢dao The Natural Products Atlas. Com este objetivo, foram aplicadas técnicas
de ensaios in silico, como o Molecular Docking, para triagem virtual e determinacdo de
potenciais candidatos antivirais. O alvo selecionado consiste em uma protease responsavel
pelo processamento de poliproteinas no FCoV durante a replicagdo viral, cuja inibicao
compreende um mecanismo interessante do ponto de vista farmacoldgico. Foram indicados 11
melhores compostos candidatos que possuem caracteristicas de inibidores antivirais, pois
demonstraram forte afinidade com o alvo. Dentre o grupo de candidatos, observou-se uma
predomindncia de origem bacteriana e de classes metabdlicas diversas. Esta andlise pode
reduzir as chances de falha de ensaios in vitro e in vivo por meio do direcionamento dos

esforcos para os candidatos que obtiveram as melhores previsdes neste estudo.

Palavras-chave: coronavirus felino; enzima protease; modelagem molecular.



ABSTRACT

Feline Infectious Peritonitis (FIP) is a systemic infectious-contagious disease caused by
Feline Coronavirus (FCoV), which primarily affects the respiratory and gastrointestinal tracts,
leading to immune-mediated vasculitis and pyogranulomatous inflammation.
Anti-inflammatory and immunosuppressive drugs are commonly employed to mitigate the
inflammatory response and alleviate clinical symptoms. However, no successful reports of
accessible and selective antiviral therapies for the treatment of FIP in cats have been
documented to date. In this study, an in silico approach was employed to identify potential
anti-FIP lead compounds derived from natural products available in the PubChem database,
specifically from The Natural Products Atlas subsection. Molecular docking techniques were
applied for virtual screening and identification of promising antiviral candidates. The selected
molecular target was a viral protease responsible for the processing of FCoV polyproteins
during viral replication—an attractive pharmacological target due to its critical role in the
viral life cycle. A total of 11 lead compounds were identified as potential antiviral inhibitors,
exhibiting strong binding affinities to the target protease. Notably, most of these candidates
were of bacterial origin and belonged to diverse metabolic classes. This analysis may enhance
the efficiency of subsequent in vitro and in vivo assays by prioritizing compounds with the
most promising computational predictions, thereby reducing the likelihood of experimental

failure.

Keywords: feline coronavirus; protease enzyme; molecular modeling.
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1 INTRODUCAO

Entre os coronavirus (CoV) que afetam os animais, destaca-se o Coronavirus Felino
(FCoV). O FCoV pertence ao género Alphacoronavirus da familia Coronaviridae e
apresenta-se em dois biotipos, o Coronavirus Entérico Felino (CoVEF) e o Virus da Peritonite
Infecciosa Felina (VPIF), capaz de causar a Peritonite Infecciosa Felina (PIF), uma condig¢ao
imunomediada grave e frequentemente fatal (Oliveira; Pekler, 2023). O FCoV ¢ um virus
RNA de cadeia simples, envolvido por uma camada lipidica que contém a proteina spike (S),
responsavel pela adesdo do virus as células do hospedeiro. A infeccdo pelo CoVEF,
geralmente se restringe ao trato gastrointestinal e pode ser assintomadtica ou associada a
sintomas leves. Em alguns casos, o0 CoVEF pode sofrer mutacao e dar origem ao VPIF, uma
versdo mais agressiva do virus, que se dissemina pelo corpo e causa a PIF. A PIF resulta em
uma inflamacao sistémica que pode afetar diversos 6rgaos, como figado, rins, sistema nervoso
central e olhos (Gao et al., 2023). A doenca pode se manifestar de duas formas: efusiva
(timida) e ndo-efusiva (seca), cada uma com sintomas distintos. Dada a complexidade em
relacdo aos aspectos clinicos da doenca, aliada as particularidades morfoldgicas do agente
infeccioso, a busca por tratamentos eficazes para o enfrentamento da PIF consiste em um
problema atual (Barker; Tasker, 2020).

Embora o tratamento da PIF tenha sido tradicionalmente restrito a cuidados de suporte,
pesquisas recentes vém explorando o uso de compostos antivirais representando uma
alternativa promissora, como o GS-441524 e o GC-376, que tém demonstrado resultados
favoraveis no combate a doenca (Nekouei et al., 2022). No entanto, o tratamento ainda
enfrenta desafios significativos, como o alto custo e a falta de aprovagado oficial por érgaos
regulatérios como a Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (da
sigla em inglés “FDA”, que significa Food and Drug Administration), além da necessidade de
monitoramento continuo e ajustes na dosagem. Apesar do potencial dos medicamentos, seu
uso ¢ limitado e deve ser supervisionado por médicos veterindrios especializados,
considerando os custos elevados ¢ a falta de regulamentacao (Zwicklbauer et al., 2023).

Diante dos problemas apresentados para o tratamento disponivel, a identificagdo de
alvos moleculares virais compreende um importante ponto de partida para a identificacao de
novos farmacos. Neste cenario, as proteases virais constituem uma classe de macromoléculas
de grande interesse no desenvolvimento de terapias antivirais (Nekouei et al., 2022). Essas
enzimas desempenham papel crucial no ciclo de vida dos virus, sendo responsaveis pela

clivagem das poliproteinas, o que permite a maturacdo e a replicacdo viral. A inibicdo das
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proteases virais pode, portanto, interferir diretamente na interrup¢do da propagacao do virus,
tornando essas enzimas alvos estratégicos para o desenvolvimento de medicamentos antivirais
(Vuong et al., 2020).

A avaliagdo do potencial bioldgico de produtos naturais consiste em uma alternativa
promissora no desenvolvimento de tratamentos para diversas doengas, incluindo a PIF. Com
os problemas acerca da eficacia, seletividade e o custo dos tratamentos disponiveis, explorar
fontes naturais pode abrir novas possibilidades terapéuticas. Substancias presentes em plantas,
fungos e microrganismos tém demonstrado atividades imunomoduladoras e antivirais, o que
representa alternativas mais acessiveis € com menor risco de efeitos colaterais (Newman,;
Cragg, 2020). Assim, a investigacdo de substancias naturais ndo apenas representa uma via
promissora para um tratamento mais eficaz contra a PIF, como também amplia as
possibilidades de descoberta de novos prototipos antivirais, contribuindo significativamente
para o avango da medicina veterinaria. Vale destacar que o uso de produtos naturais nao se
limita a acdo antiviral direta, mas também engloba compostos capazes de modular a resposta
imune do organismo, favorecendo um ambiente mais eficiente para o controle da infecc¢ao
(Mitra et al., 2022).

Neste ambito, a Bioinformatica Estrutural representa uma estratégia poderosa na
descoberta de novos farmacos, especialmente ao utilizar técnicas como o Molecular Docking
para o estudo da interacdo entre ligantes e macromoléculas (Aguiar, Camps, 2024). Essa
abordagem computacional permite a simulacdo do ancoramento entre ligantes, como
compostos de origem natural, e alvos moleculares virais, como as proteases, facilitando a
identificacdo de candidatos promissores antes mesmo de ensaios laboratoriais. Ao prever a
afinidade de ligagdo e a conformagdo ideal de uma molécula no sitio ativo de uma proteina
viral, o Molecular Docking otimiza o processo de triagem de compostos, tornando-o mais

eficiente e pratico (Torres et al., 2019).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CORONAVIRUS FELINO

Os Coronavirus (CoV) sdo uma grande familia de virus que podem infectar tanto
humanos quanto animais, causando doengas que variam de resfriados comuns a sindromes
respiratorias graves. Estudos mais recentes t€ém se concentrado no SARS-CoV-2, responsavel
pela pandemia de COVID-19. No entanto, ¢ importante destacar que diferentes espécies de
CoV afetam diversas espécies animais, incluindo os felinos (Ristow; Carvalho; Gebara,
2020).

O CoV ¢ um virus de RNA de cadeia simples, considerado um dos principais
causadores de problemas entéricos e respiratorios em felinos selvagens e domésticos
(Mendonga et al., 2022). Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae e sdo
classificados em quatro gé€neros principais: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus ¢ Deltacoronavirus. Os Alphacoronavirus e Betacoronavirus geralmente
infectam mamiferos, enquanto os Gammacoronavirus e Deltacoronavirus tendem a infectar

aves e, ocasionalmente, mamiferos (Oliveira; Pekler, 2023).

Figura 1 - Taxonomia completa do Alphacoronavirus 1

Reino Riboviria — Orthornavirae
l
Filo Pisuviricota
Classe Pisoniviricetes
Ordem Nidovirales — Cornidovirineae
Familia Coronaviridae — Orthocoronavirinae
Género Alphacoronavirus — Tegacovirus
Espécie Alphacoronavirus 1

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Entre os coronavirus que afetam os animais, destaca-se o Coronavirus Felino (FCoV),
que pertence ao género Alphacoronavirus. O FCoV ¢ altamente prevalente em populagdes de
gatos domeésticos e ¢ classificado em dois biotipos principais: O Coronavirus Entérico Felino

(CoVEF), biotipo geralmente causador de infec¢des assintomaticas ou leves no trato
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gastrointestinal dos gatos (Gao et al., 2023). Os sintomas podem incluir diarreia leve e
transitoria; e o Virus da Peritonite Infecciosa Felina (VPIF), uma mutacdo do CoVEF que
pode resultar no VPIF, que ¢ responsavel pela Peritonite Infecciosa Felina (PIF), uma doenga
grave e frequentemente fatal. A PIF pode se manifestar em duas formas: efusiva (imida),
caracterizada pelo acimulo de liquido no abdomen ou térax, e ndo efusiva (seca), que envolve
a formagao de piogranulomas em varios 6rgaos (Barker; Tasker, 2020).

O FCoV ¢ um virus de RNA ndo segmentado, de cadeia simples, que pertence a
ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae e género
Alphacoronavirus. As particulas do virus sdo redondas ou polimoérficas, com simetria
helicoidal e didmetros de aproximadamente 80 a 120 nm. O FCoV ¢ envolto e tem
aproximadamente 15-20 nm de comprimento em sua superficie, que causam uma aparéncia

coronal (coroada) sob um microscopio eletronico (Gao et al., 2023).

Figura 2 - Representagdo da estrutura de um FCoV

membrane envelope

Fonte: Adaptado de Fields (2020).

Legenda: A) Imagem de crio-microscopia eletronica tomografica de virions purificados do coronavirus;
B) Esquema ilustrando as principais proteinas estruturais do virion do coronavirus: S, proteina spike
(espicula); M, proteina de membrana; E, proteina de envelope; e N, proteina do nucleocapsideo.

O FCoV ¢ um RNA-virus envelopado amplamente distribuido entre felinos, conhecido
por sua alta contagiosidade e potencial de mutagdo. O CoVEF, comumente responsavel por
infeccOes intestinais autolimitantes, e o virus da VPIF, que esta ligado a Peritonite Infecciosa
Felina (PIF), uma condi¢cdo imunomediada grave e frequentemente fatal, sdo os biotipos

principais. A mudanca de CoVEF para VPIF acontece devido a alteragdes no genoma do
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virus, que possibilitam a mudanga de célula alvo, de enterdcitos para monocitos € macrofagos,
causando disseminagao sistémica e inflamag¢do piogranulomatosa (Mendonga et al., 2022).

A transmissao do FCoV pode ocorrer pela via fecal-oral ou oral-nasal, especialmente
em ambientes com alta densidade de gatos, como abrigos e criadouros. A maioria dos gatos
infectados com o CoVEF ndo desenvolve a PIF; no entanto, fatores como a predisposi¢do
genética, o estresse e condicdes ambientais podem contribuir para a mutagdo do virus € o
desenvolvimento da doenca. Além disso, gatos jovens, com menos de 2 anos de idade, e
aqueles submetidos a contatos frequentes com outros felinos, como em abrigos e coldnias,
tém maior risco de ser infectados (Almeida; Galdino; Aratjo Junior, 2019). O estresse
também pode ser um fator de risco, uma vez que ele pode desencadear a mutagdo viral em um
numero maior de gatos. Gatos com sistema imunologico mais comprometido ou que possuem
predisposicdo genética para desenvolver respostas imunologicas inadequadas ao FCoV estao

mais propensos a sofrer a mutacdo do virus e a desenvolver a doenga (Tasker ef al., 2023).

2.2 PERITONITE INFECCIOSA FELINA

A PIF foi relatada pela primeira vez na década de 70, quando foi introduzida a
infeccdo como uma doenca. No entanto, devido as condigdes na época, apenas testes
bacteriologicos foram realizados para detectar infeccdes bacterianas. Compreende uma
doenca viral de elevada gravidade e complexidade, que afeta gatos domésticos e selvagens
(Wolfe; Griesemer, 1966). A PIF ¢ causada por uma mutagdo do coronavirus felino (FCoV),
um virus que, na sua forma original, ¢ bastante comum e geralmente estd presente no trato
gastrointestinal de muitos gatos sem causar sintomas graves. Em uma propor¢do menor, esse
coronavirus pode sofrer uma mutagdo, que o transforma em um subtipo altamente patogénico,
conhecido como VPIF (Tekes; Thiel, 2016). O VPIF pode desencadear uma resposta
imunolédgica exagerada, levando a inflamacdo sistémica e ao desenvolvimento da PIF, que
pode afetar praticamente qualquer 6rgdo do corpo do animal, com predilecdo pelo sistema
gastrointestinal, figado, rins, sistema nervoso central e olhos (Mendonga ef al., 2022).

A PIF resulta em uma resposta inflamatdria cronica e intensa, o que pode levar a
danos irreversiveis em varios orgdos vitais. Esse processo inflamatorio, em vez de ser
localizado, tem a caracteristica de se espalhar rapidamente pelo corpo, € a inflamagao pode se
apresentar de duas formas principais, que determinam a manifestacao clinica da doencga: a
forma efusiva (Umida) e a forma ndo-efusiva (seca), e cada uma delas apresenta um conjunto

de sintomas especificos. Embora a PIF seja uma condi¢do grave, a compreensdo dos sinais
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clinicos e um diagnoéstico precoce podem permitir a implementacdo de tratamentos eficazes,

aumentando as chances de sucesso no manejo da doenga (Barker; Tasker, 2020).

Figura 3 - Diferenciacdo entre PIF seca e imida

Fonte: Adaptado de Barker; Tasker (2020).
Legenda: a) PIF Seca ou Nao-Efusiva;
b) PIF Umida ou Efusiva.

Na sua forma ndo-efusiva, ou seca, a PIF caracteriza-se por um conjunto de sintomas
mais sutis e de evolugdo mais lenta quando comparada a forma efusiva. Ao invés do acumulo
de liquidos nas cavidades corporais, tipico da forma umida, a forma seca ¢ caracterizada pela
formagdo de lesdes granulomatosas, como pode ser observado nas regides assinaladas na
figura acima, que sdo areas de inflamacdo cronica e fibrose que afetam diversos oOrgaos
internos. Essas lesdes podem se formar em 6rgaos como figado, rins, sistema nervoso central
e olhos, levando a uma série de sintomas clinicos que variam dependendo dos 6rgaos
envolvidos. Portanto, a PIF seca apresenta uma série de sintomas que variam conforme os
orgdos afetados e o estdgio da doenca (Tasker et al., 2023). Esses sintomas podem se
manifestar de forma gradual, o que torna o diagnostico precoce um desafio. Nessa forma, os
gatos podem apresentar ataxia, que ¢ a dificuldade de coordenagdo motora. Isso pode se
manifestar como dificuldades para andar, tropecos e até desorientagcdo. Em casos mais graves,
o virus pode afetar diretamente o sistema nervoso central, levando a convulsdes que podem
variar em intensidade, desde episddios leves até convulsdes severas. Além disso, mudangas
no comportamento também sao frequentemente observadas. Gatos afetados podem se tornar
letargicos, mais agressivos ou entrar em um estado de desorientagdo, especialmente a medida

que o sistema nervoso ¢ progressivamente comprometido pela doenca (Barker; Tasker, 2020).
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A uveite, inflamagao ocular, ¢ uma das manifestacdes mais comuns da PIF seca e pode
se apresentar como vermelhiddo nos olhos, dor ocular, sensibilidade a luz e secrecao ocular.
Se nao tratada adequadamente, a uveite pode evoluir para cegueira. Em alguns casos mais
avancados, as lesdes granulomatosas podem afetar diretamente a estrutura ocular, como a
retina e a cornea, causando danos graves aos olhos (Tasker ef al., 2023).

Embora a forma seca da PIF ndo cause o acimulo de liquidos no abddémen, as lesdes
piogranulomatosas podem afetar 6rgaos internos como o figado e o pancreas. Isso pode levar
a dificuldade de digestdo, perda de apetite e emagrecimento progressivo do animal. O
envolvimento hepatico pode provocar ictericia, que ¢ o amarelamento das mucosas e da pele,
sinalizando comprometimento do figado. Esse quadro ¢ comum em estagios mais avancados
da doenga (De Cunha et al., 2021). Quando os rins sao afetados pela PIF seca, a insuficiéncia
renal pode ocorrer, isso se manifesta inicialmente com sintomas como aumento da sede
(polidipsia) e aumento da produgdo urinaria (politiria). A medida que a fungdo renal se
deteriora, a producdo urinaria diminui, o que pode levar a sinais de desidratagdo. Além disso,
a anemia pode ser observada nos estdgios mais avancados da doenga, devido ao
comprometimento da medula dssea e a dificuldade do organismo em produzir globulos
vermelhos saudaveis (Barker; Tasker, 2020).

Entre os sintomas mais gerais e frequentemente observados em gatos com PIF seca,
destaca-se a febre persistente. A febre costuma ser dificil de controlar e pode persistir por
periodos prolongados sem uma causa identificavel. Além disso, a perda de peso e a falta de
apetite (anorexia) sdo sinais clinicos comuns, ocorrendo devido ao comprometimento dos
orgdos internos e¢ a inflamagdo cronica. Com o avanco da doenga, os gatos se tornam
letargicos e apresentam fraqueza, passando a maior parte do tempo deitados e mostrando
pouca energia para se movimentar ou interagir (De Cunha et al., 2021).

Em alguns casos, pode ser observada a linfadenopatia, que ¢ o aumento dos ganglios
linfaticos. Embora esse aumento ndo seja sempre evidente, ele pode ocorrer como uma
resposta a inflamagdo sist€émica causada pela infeccdo viral. O aumento dos ganglios
linfaticos pode ser palpavel e € mais comum em estagios mais avangados da doenca. Esses
sintomas podem evoluir de forma varidvel, dependendo da intensidade das lesdes
piogranulomatosas nos diferentes 6rgdos. O acompanhamento veterinario e o diagndstico
precoce sdo fundamentais para aumentar as chances de tratamento eficaz e melhorar o
prognostico do gato afetado pela PIF seca (Tasker et al., 2023).

Segundo Itaborahy (2024), a PIF timida, também conhecida como forma efusiva, ¢

caracterizada pela presenca de acumulo de liquidos nas cavidades corporais, como abddmen,
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torax e, as vezes, na cavidade pericardica. A forma imida da PIF ¢ geralmente mais rdpida em
sua progressdao e tende a ser mais evidente devido ao acimulo de liquidos, o que causa
distensao abdominal e dificuldades respiratorias. Os sintomas podem variar de acordo com a
localizagdo do actimulo de liquidos e os 6rgdos afetados. Desta forma, a PIF ¢ uma doenga
viral grave caracterizada principalmente pelo acimulo de liquidos nas cavidades corporais. O
acimulo de fluido pode ocorrer no abdomen, térax e, em casos mais raros, na cavidade
pericardica. Os sintomas da forma umida podem ser variados, mas geralmente envolvem
sinais sistémicos, abdominais e respiratorios.

Um dos primeiros sinais a ser notado ¢ a febre persistente, que ¢ uma caracteristica
comum tanto na PIF seca, quanto na imida. A febre na PIF timida pode ser dificil de controlar
e muitas vezes nao responde aos tratamentos convencionais para febre (De Cunha et al.,
2021). Além disso, os gatos afetados por PIF timida costumam apresentar perda de apetite
(anorexia), o que leva a perda de peso gradual. Esse quadro ¢ muitas vezes acompanhado de
fraqueza e apatia, com o gato se tornando progressivamente mais letargico. O aumento da
letargia resulta em um comportamento cada vez mais apatico, com o animal se mostrando
pouco interessado em interagdes sociais ou atividades didrias (Itaborahy ef al., 2024).

A caracteristica mais evidente da PIF umida ¢ o acimulo de liquido no abdémen,
conhecido como ascite. Esse acumulo de fluido causa uma distensao abdominal visivel, que
pode ser palpada durante o exame fisico. O aumento do volume abdominal pode ser
significativo, causando desconforto e dificultando a respiracdo do animal. Quando o liquido
se acumula em torno do diafragma, ele pode comprometer a expansdo pulmonar, resultando
em dificuldade respiratéria. Isso pode se manifestar como respiragdo ofegante ou dificuldade
evidente para respirar. Em casos mais graves, o liquido também pode se acumular no toérax
(derrame pleural), agravando ainda mais os problemas respiratorios ¢ comprometendo a
funcao pulmonar (De Cunha et al., 2021).

Embora a PIF umida seja predominantemente caracterizada pelo acimulo de liquidos,
alguns gatos afetados podem apresentar sintomas neurologicos leves, como desorientacdo ou
até convulsdes, especialmente se o sistema nervoso central estiver envolvido. Além disso,
mudancas comportamentais sdo comuns, como agitacdo, letargia e uma combinacao de apatia
e agressividade. Essas alteragdes podem ser resultado da inflamagdo sistémica e do
desconforto fisico causado pelo acumulo de liquidos nas cavidades corporais (Itaborahy et al.,
2024).

Segundo Tasker e colaboradores (2023), a uveite, que ¢ a inflamag¢do ocular, pode

estar presente em gatos com PIF tmida, embora seja mais caracteristica da forma seca da
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doenca. Quando ocorre, a uveite pode se manifestar com vermelhidao ocular, sensibilidade a
luz, secrecdo ocular e, em casos mais graves, pode levar a perda de visao se ndo for tratada
adequadamente.

O actmulo de liquidos também pode afetar o sistema cardiovascular. A insuficiéncia
cardiaca ¢ uma complicagdo comum da PIF umida, especialmente quando o liquido se
acumula na cavidade pericardica, onde envolve o coragdo. Esse acumulo de fluido pode gerar
dificuldades respiratorias e edema (inchago) nas extremidades, além de aumentar o risco de
faléncia organica, comprometendo ainda mais a satide do gato (Tasker et al., 2023).

O aumento dos ganglios linfaticos também pode ser observado em gatos com PIF
umida, embora essa manifestacdo ndo seja tdo evidente quanto os sinais de retengdo de
liquidos no organismo. O aumento dos linfonodos pode ser um indicativo da resposta
imunoldgica do organismo a infec¢@o viral, embora nem sempre seja facilmente detectado. A
PIF tmida ¢ uma doenga que apresenta sintomas clinicos evidentes e progressivos,
especialmente devido ao acimulo de liquidos nas cavidades corporais. O diagndstico precoce
e o manejo adequado sdo essenciais para aumentar as chances de tratamento eficaz e melhorar

o bem-estar do gato afetado (Itaborahy et al., 2024).

2.2.1 Diagnostico

O diagnostico da PIF é complexo devido a auséncia de sinais clinicos patognomdnicos
e a semelhanga dos sintomas com outras doengas felinas. Além disso, muitos dos testes
disponiveis ndo diferenciam entre o coronavirus entérico felino (FECV), geralmente benigno,
e o virus mutante causador da PIF. A avalia¢do inicial inclui a coleta detalhada do historico do
animal e um exame fisico completo. Fatores como idade jovem, convivéncia em ambientes
com multiplos gatos (gatis, abrigos) e sinais clinicos compativeis podem aumentar a suspeita
de PIF (Oliveira; Pekler, 2023).

Em relacdo aos exames laboratoriais, o hemograma pode revelar anemia nao
regenerativa, leucocitose com neutrofilia e linfopenia. No exame de bioquimica sérica, pode
ser observado hiperproteinemia, especialmente hiperglobulinemia, um achado comum em
casos de PIF. A relagdo albumina/globulina inferior a 0,8 ¢ sugestiva de PIF. Na forma
efusiva, a analise do liquido acumulado ¢ fundamental. O liquido tipico da PIF ¢ um exsudato
viscoso, de coloragdo amarelo-citrino, com alta proteina (geralmente >3,5 g/dL) e baixa

celularidade. O teste de Rivalta consiste em um exame simples que auxilia na diferenciacao
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entre transudatos e exsudatos. Um resultado positivo ¢ indicativo de PIF, embora ndo
definitivo (Itaborahy et al., 2024).

De acordo com Oliveira e Pekler (2023), a detecgdo de anticorpos contra o FCoV pode
ser realizada, mas ndo distingue entre CoVEF e VPIF. Portanto, um resultado positivo indica
exposicdo ao coronavirus, mas ndo confirma a PIF. A Rea¢do em Cadeia da Polimerase com
Transcriptase Reversa permite a deteccdo do RNA viral em amostras de sangue, efusdes ou
tecidos. Embora nao diferenciam entre CoVEF e VPIF, a deteccao de altos titulos virais em
efusdes ou tecidos ¢ altamente sugestiva de PIF.

Radiografias e ultrassonografias podem identificar efusdes e lesdes em Orgaos
internos, o que auxilia na avaliacdo da extensao da doenga. Com isso, a obtengdo de amostras
de tecidos afetados para exame histopatologico € considerada o padrao-ouro para o
diagnoéstico definitivo da PIF. As lesdes tipicas incluem wvasculite e inflamagao
piogranulomatosa perivascular (Itaborahy et al., 2024).

Portanto, o diagnostico da PIF requer uma abordagem multifacetada, combinando
dados clinicos, laboratoriais ¢ de imagem. Embora nenhum teste isolado seja conclusivo, a
integracdo de multiplas evidéncias aumenta a precisdo diagndstica. Avancgos nas técnicas de
biologia molecular e imuno-histoquimica tém aprimorado a capacidade de detecgdo e
confirmagdo da doenca, oferecendo esperanga para diagndsticos mais precoces € precisos

(Oliveira; Pekler, 2023).

2.2.2 Tratamento

Historicamente, o tratamento da PIF era limitado a cuidados de suporte e terapias
imunossupressoras, com prognostico reservado. No entanto, pesquisas recentes tém explorado
o uso de compostos com atividade antiviral, como o GS-441524, o GC-376, a Prednisolona, o
Interferon e a Ribavirina, que mostraram resultados promissores no tratamento da PIF,
oferecendo esperanga para uma condicdo anteriormente considerada fatal, porém apresentam
problemas relacionados ao custo, efeitos colaterais e eficacia (Nekouei et al., 2022).

O GS-441524 ¢ um analogo de nucleosideo que age como um inibidor da RNA
polimerase dependente de RNA viral. Apés a administragdo, o GS-441524 ¢ metabolizado em
sua forma ativa, GS-5734, que se incorpora ao RNA viral em replicacdao e bloqueia a sintese
de novas copias do coronavirus. Isso impede a propagacdo da infec¢do, proporcionando uma
reducdo significativa na carga viral. Estudos clinicos demonstraram que o GS-441524 ¢

seguro e eficaz no tratamento da PIF, como os dados apresentados por Pedersen e
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colaboradores (2019), que indicam uma dosagem ideal de 4,0 mg/kg por via subcutinea a
cada 24 horas, administrada por pelo menos 12 semanas (Pedersen et al., 2019).

Embora o GS-441524 tenha mostrado resultados promissores, ¢ essencial que o
tratamento seja supervisionado por um veterindrio especializado. A dosagem e a duracdo do
tratamento podem variar conforme a gravidade da doenca e a resposta individual do animal.
Embora o GS-441524 tenha mostrado grande potencial, o seu uso continua a ser um tema de
debate em varias regides devido a falta de aprovacao oficial por 6rgaos como a FDA para o
tratamento da PIF em gatos. Muitos dos medicamentos disponiveis sdo obtidos por
importagdo, € seu uso ocorre no contexto de uso compassivo (Zwicklbauer et al., 2023).

Um dos principais problemas relacionados ao tratamento com GS-441524 para PIF se
deve principalmente ao alto custo do medicamento, que ndo ¢ amplamente disponivel no
mercado e ¢ frequentemente importado. Além disso, o tratamento exige varias semanas de
administracdo continua, o que pode representar uma despesa significativa para os tutores de
gatos afetados. O valor do tratamento pode variar entre R$ 1.000 ¢ R$ 3.000 por més, a
depender da dosagem necessaria ¢ da duracdo do tratamento (geralmente entre 8 e 12
semanas). Isso pode resultar em um custo total superior a R$ 10.000. A alta demanda ¢ a falta
de regulamentacdo também contribuem para os precos elevados (Pedersen et al., 2019).
Devido ao alto custo e a necessidade de mais estudos sobre a dose ideal, efeitos a longo prazo
e aprovagao regulatdria, a utilizacdo deste medicamento se torna um obstaculo do ponto de
vista financeiro e deve ser considerada com cautela e sempre sob orientagdo veterinaria
especializada (Zwicklbauer et al., 2023).

O GC-376 ¢ outro antiviral em etapa experimental, que atua de forma semelhante ao
GS-441524. Ele ¢ um inibidor da protease do FCoV, capaz de bloquear o processo de
replicagdo viral. Estudos demonstraram que o GC-376 ¢ eficaz na reducao dos sintomas da
PIF e na melhoria do prognostico dos gatos infectados. Esse medicamento mostrou-se eficaz
em estudos tanto in vitro quanto in vivo, com bons resultados em modelos experimentais de
gatos afetados pela PIF. Nos testes realizados, foi observado que o GC-376 reduz
significativamente os sintomas clinicos da doenca, promovendo recuperagdo nos animais
tratados. No entanto, como o GS-441524, o GC-376 ndo esta aprovado oficialmente para uso
veterindrio em muitos paises, o que limita seu acesso (Nekouei et al., 2022).

O tratamento com GC-376 requer uma administra¢ao cuidadosa, por via subcutanea, e
¢ realizado por um periodo prolongado, que pode durar at¢ 12 semanas, dependendo da
gravidade da doenca e da resposta do animal ao tratamento. Embora o GC-376 tenha

mostrado potencial para salvar vidas, ainda existem desafios relacionados ao custo, a



23

disponibilidade, a falta de regulamentacgdo oficial e a via de administra¢do, o que evidencia a
necessidade de busca de novos farmacos que sejam mais acessiveis (Kim et al., 2016).

A Prednisolona € um corticosteroide frequentemente utilizado no tratamento da PIF
como parte do manejo clinico para reduzir a inflamacdo e melhorar os sintomas associados a
doenca. A Prednisolona pode ser util em casos ndo complicados ou como parte de um
tratamento paliativo, mas ndo trata a causa viral subjacente da PIF. Ela ¢ indicada
principalmente em casos onde ha uma resposta inflamatoria significativa, na medida em que
reduz a dor, a febre e o inchago abdominal. No entanto, seu uso € controverso, pois 0s
corticosteroides podem suprimir o sistema imunolédgico, o que pode permitir a proliferacdo do
virus que causa a PIF, agravando a infec¢do viral (Nekouei et al., 2022).

A Prednisolona nao trata diretamente o FCoV, mas pode ser utilizada em tratamentos
paliativos ou como parte de uma terapia de suporte, especialmente em gatos com formas nao
complicadas da doenga. Seu uso ¢ mais comum em associagdo com outros medicamentos,
como o GS-441524 e o GC-376, que agem diretamente sobre o virus, enquanto a
Prednisolona contribui para controlar as manifestagdes inflamatorias. Em geral, a
Prednisolona deve ser utilizada com cautela, pois o uso prolongado pode levar a efeitos
colaterais além da imunossupressdo, como o aumento da pressdo intraocular e problemas
gastrointestinais (Kameshima et al., 2020).

O Interferon tem sido utilizado como uma terapia adjuvante no tratamento de PIF, pois
pode estimular a resposta imunologica do gato, ajudando a controlar a infec¢do viral. O
Interferon possui propriedades antivirais que podem aumentar a capacidade do sistema
imunoldgico de combater o coronavirus felino, embora ndo seja eficaz sozinho para tratar a
PIF. Seu uso ¢ frequentemente combinado com outros tratamentos, como antivirais
(GS-441524), para melhorar a resposta clinica. Além disso, o Interferon pode ter efeitos
colaterais, como febre, mal-estar e alteragdes no comportamento, que precisam ser
monitorados durante o tratamento (Tasker et al., 2023).

A Ribavirina ¢ um antiviral de amplo espectro que tem sido utilizado em tratamentos
experimentais para PIF. Ela atua inibindo a replicagdo do RNA viral, o que ¢ relevante no
controle da infec¢do por FCoV, o agente causador da PIF. O medicamento foi empregado em
protocolos terapéuticos para PIF antes do desenvolvimento de antivirais mais especificos,
como o GS-441524. Em alguns casos, os efeitos adversos da Ribavirina, como toxicidade
hepatica, anemia e distirbios hematologicos, tornaram sua utilizagdo problematica. Esses

efeitos colaterais podem ser graves, especialmente em gatos com o sistema imunoldgico
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comprometido pela infec¢do viral, o que limita a recomendagao do medicamento como terapia
de primeira linha (Weiss; Cox; Martinez, 1993).

Portanto, o tratamento para a PIF apresenta diversas alternativas, mas nenhum dos
medicamentos ou compostos atualmente efetivos apresentam um conjunto ideal de

caracteristicas, o que deve incluir o custo acessivel e a eficacia frente ao agente viral.

2.3 PROTEASES VIRAIS

Proteases virais desempenham um papel central no ciclo de replicacdo viral, incluindo
o FCoV, responsavel pela PIF. Essas enzimas sao responsaveis pela clivagem de poliproteinas
virais produzidas durante a replicagdo do virus em proteinas funcionais, necessarias para a
montagem de novas particulas virais (Vuong et al., 2020). No caso dos FCoV, a protease
principal, a 3CLpro, e a protease dependente de RNA, a PLpro, sdo as enzimas-chave
envolvidas nesse processo (Lu et al., 2022).

Segundo Wang e colaboradores (2016), a protease 3CLpro cliva as poliproteinas em
varios segmentos que se tornardo as proteinas estruturais do virus, como o capsideo e outras
proteinas necessarias para a replicagdo viral. Sem a acdo dessa protease, o virus nao consegue
gerar as proteinas essenciais para sua montagem e multiplicagdo. Da mesma forma, a PLpro
estd envolvida no processamento das proteinas virais e na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro, além de atuar em processos de replicacdo. A figura a seguir apresenta o modelo
tridimensional da estrutura de uma protease viral disponivel no banco de dados Protein Data

Bank (PDB):
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Figura 4 - Modelo tridimensional de uma protease viral, de codigo PDB SEUS8

Fonte: Adaptado de Nekouei et al. (2022).

Devido a sua importancia na replicacdo viral, as proteases virais se tornaram um alvo
estratégico para o desenvolvimento de terapias antivirais, especialmente no tratamento de
infeccoes como a PIF. Medicamentos como o GC-376, por exemplo, sdo inibidores das
proteases virais, bloqueando sua atividade e impedindo a replica¢do do virus. Ao inibir essas
enzimas, esses antivirais interrompem o ciclo viral, impedindo a formag¢ao de novas particulas
virais e proporcionando uma melhora nos sintomas clinicos da doenca (Nekouei et al., 2022).

A seletividade desses inibidores ¢ crucial, pois eles visam especificamente as
proteases virais sem afetar as proteases do hospedeiro, reduzindo os riscos de efeitos
colaterais. Problemas relacionados aos compostos que atuam frente a estes alvos moleculares,
como o alto custo, contribuem para a necessidade de busca de moléculas que sejam capazes

de inibir estes alvos moleculares.

2.4 COMPOSTOS DE ORIGEM NATURAL

Os compostos de origem natural constituem uma fonte inestimavel de compostos
bioativos ao longo da historia da medicina. Sua diversidade estrutural e funcional oferece um
vasto leque de possibilidades terapéuticas para diversas doengas, incluindo infecgdes virais.

Produtos naturais sdo substancias quimicas produzidas por organismos vivos, incluindo
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plantas, animais, microrganismos e outros seres. Esses compostos desempenham fungdes
ecologicas essenciais, como defesa contra predadores, competicao por recursos e atragao de
polinizadores. Na medicina e farmacologia, muitos produtos naturais serviram como base para
o desenvolvimento de fdrmacos, destacando-se por suas propriedades terapéuticas unicas
(Newman; Cragg, 2020).

As plantas tém sido utilizadas tradicionalmente para tratar uma variedade de doengas.
Compostos como alcaloides, flavonoides, terpenoides e polifenois, extraidos de plantas,
exibem uma ampla gama de atividades biologicas, incluindo propriedades antivirais. Por
exemplo, estudos demonstraram que fitoquimicos de Vitex negundo L. possuem potencial
atividade contra proteases do SARS-CoV-2, sugerindo uma possivel aplicagdo contra outros
coronavirus, como o FCoV (Mitra et al., 2022).

Microrganismos, especialmente bactérias e fungos, sdo fontes ricas de metabdlitos
secundarios com atividades bioldgicas diversas. Antibidticos como a penicilina e a
estreptomicina s3o exemplos classicos de produtos naturais derivados de microrganismos.
Além disso, compostos isolados de microrganismos tém mostrado potencial antiviral,
podendo ser explorados no combate ao FCoV. Organismos marinhos, como esponjas, corais €
algas, também produzem metabdlitos unicos devido as condi¢des ambientais especificas dos
oceanos. Esses compostos tém demonstrado atividades antivirais promissoras e representam
uma fronteira emergente na pesquisa de novos agentes terapéuticos (Blunt et al., 2018).

A variedade quimica inerente aos compostos de origem natural oferece um potencial
significativo para a descoberta de substdncias com multiplos modos de acdo antiviral. Isso se
mostra especialmente relevante no enfrentamento de virus de RNA, como os coronavirus,
conhecidos por suas altas taxas de mutacdo. Determinadas moléculas naturais possuem a
capacidade de inibir enzimas essenciais para a replicacao viral, como as proteases, € essa
variedade de acdes confere aos compostos de origem natural um papel relevante ndo apenas
como opgodes terapéuticas isoladas, mas também como componentes estratégicos em
abordagens terapéuticas combinadas (Mitra et al., 2022). No contexto da PIF, o uso de
substancias naturais com potencial para limitar a replicagdo viral representa uma abordagem
promissora, sobretudo diante das barreiras econdmicas e terapéuticas impostas pelos antivirais
sintéticos atualmente disponiveis (Blunt et al., 2018). Dessa forma, os compostos naturais se
destacam como aliados estratégicos na busca por solugdes mais acessiveis e eficazes contra

infecg¢des virais emergentes.
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2.5 BIDINFORMATICA ESTRUTURAL

A Bioinformatica Estrutural compreende uma é4rea ampla e multidisciplinar que
associa biologia, genética, ciéncia da computagdo, quimica, biotecnologia, matematica e
estatistica para analisar e interpretar dados biologicos em ampla escala (Diniz; Canduri,
2017). Esta area evoluiu rapidamente com o avango das tecnologias de sequenciamento de
nova geragao e estd em constante transformacdo em relagdo a forma como sdo conduzidas as
pesquisas sobre doengas, ecossistemas e farmacologia. Nos ultimos anos, a Bioinformatica
Estrutural desempenha um papel essencial para o estudo de um niimero ilimitado de conjuntos
de dados, como os originados de sequenciamentos de genomas completos, estudos
transcriptomicos e protedmicos. Aplicagcdes relevantes incluem o diagnostico de doencas
genéticas, desenvolvimento de medicamentos e estudos na area de biologia molecular e
estrutural (Morim; Moraes, 2024).

Uma das principais fungdes da Bioinformatica Estrutural consiste no desenvolvimento
e utiliza¢do de bancos de dados bioldgicos, plataformas essenciais para armazenar, organizar e
disponibilizar a enorme quantidade de informagdes geradas por pesquisas em gendmica,
protedmica e outras areas da biologia molecular (Libério; Resende, 2021). Os bancos de
dados biologicos sdo repositorios que armazenam informagdes como sequéncias de DNA,
RNA e proteinas, estruturas tridimensionais de macromoléculas, vias metabolicas, interagdes
moleculares e dados de expressdo génica. Eles sdo fundamentais para a Bioinformatica, pois
permitem o armazenamento, recuperagdo e analise eficiente desses dados. A organizagdo
desses bancos de dados facilita a busca e a analise de informacdes biologicas, permitindo que
pesquisadores acessem e utilizem dados de forma eficiente. A Bioinformatica Estrutural
depende fortemente de bancos de dados para armazenar e organizar os vastos volumes de
dados bioldgicos gerados por tecnologias de alto rendimento, como o sequenciamento de
nova geracdo (NGS). Os bancos de dados fornecem a infraestrutura necessaria para que os
bioinformatas possam acessar, gerenciar e analisar esses dados de forma eficiente, por meio
de uma variedade de técnicas de simula¢do computacional (Filgueira Junior, 2022).

Entre essas técnicas, destacam-se o alinhamento de sequéncias, que compara
sequéncias de DNA, RNA ou proteinas para identificar semelhancas evolutivas e funcionais; a
modelagem estrutural de proteinas, que prevé a estrutura tridimensional de macromoléculas
com base em informagdes genéticas; e a analise de expressdo génica, que investiga quais

genes estdo ativos em diferentes condigdes celulares (Foulkes et al., 2017). Uma das técnicas
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fundamentais amplamente utilizadas na simulagdo computacional compreende o Molecular
Docking, que simula a interacdo entre moléculas, como proteinas e fArmacos, permitindo a
previsdo de afinidade e especificidade entre compostos quimicos e alvos biologicos, sendo
amplamente utilizado no desenvolvimento de novos medicamentos. Essas técnicas dependem
da qualidade e acessibilidade dos bancos de dados bioldgicos, que fornecem informagdes
essenciais para a constru¢cdo de modelos computacionais e a realizagdo de simulagdes que

impulsionam a pesquisa biomédica e biotecnoldgica (Mariano ef al., 2024).

2.5.1 Molecular Docking

A técnica de Molecular Docking, também denominada Ancoramento ou Acoplamento
Molecular, baseia-se no mecanismo de “mao e luva”. Essa ¢ uma representacao do
reconhecimento molecular, onde determinados 4tomos de um ligante interagem com os
residuos de aminoacidos de um alvo molecular (também chamada macromolécula). O
Molecular Docking consiste em um método importante para a identificacao e otimizagao de
compostos € seu potencial terapéutico. Por meio dessa técnica, € possivel examinar a
afinidade e as interagdes entre um ligante e seu alvo molecular em um ambiente de simulacdo
computacional, onde s3o preparadas as estruturas de ambas as partes ¢ o ancoramento ¢
executado (Aguiar; Camps, 2024).

O Molecular Docking pode ser dividido em dois tipos de abordagem: o ancoramento
rigido, onde o ligante e o alvo molecular interagem sem liberdade conformacional, e o
flexivel, onde o ligante, e em alguns casos o alvo molecular, possuem determinada liberdade
conformacional durante o acoplamento (Forli et al., 2016). O ancoramento flexivel ¢
interessante pois os ligantes podem mudar sua forma para se ajustarem melhor ao local de
ligacdo do receptor. Embora mais intensivas em termos computacionais, algumas abordagens
de ancoramento flexivel também sdo responsaveis pela flexibilidade do receptor. Uma
abordagem pratica e que permite a condu¢do de ancoramentos para triagem de um numero
elevado de ligantes em um curto periodo de tempo consiste em manter o alvo molecular rigido
e ceder liberdade conformacional ao ligante, o qual encontrara sua conformagdo de maior
estabilidade (Aguiar; Camps, 2024).

A essa conformac¢do de maior estabilidade, também denominada pose, serd calculado
um valor de energia tedrica, nomeada fungdo score ou simplesmente afinidade. Este valor
teorico de energia estd relacionado as interagdes que ocorreram entre o ligante e o alvo

molecular durante o ancoramento, ¢ o somatério destas interagdes € um dos resultados obtidos
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(Forli et al., 2016). De forma experimental, este valor de energia ¢ denominado Energia Livre
de Gibbs, uma variavel que associa a estabilidade da molécula em determinadas condigdes,
cujo resultado se dd em kcal/mol. Por meio dos softwares responsaveis por técnicas de
ancoramento molecular, op¢des de adicdo de cargas parciais aos atomos de uma estrutura
tridimensional sdo capazes de estabelecer um valor de energia tedrico, o que permite a
obtencdo de uma afinidade, também na unidade kcal/mol (Eberhardt ef al., 2021). A equacao

abaixo apresenta as variaveis consideradas para o calculo da afinidade tedrica:
AGbind = AGvdW + AGhb + AGelec + AGS(J]V + AGmr

Na férmula acima, AG,;, representa o resultado da soma de variaveis, em kcal/mol,
que incluem: AG,qy, que representa um valor teorico de energia relacionada a interagoes de
atracdo ou repulsdo de Van der Waals; AG,,, que representa interacdes por ligagdo de
Hidrogénio; AG,,., que se refere a interagdes eletrostaticas; AG,,,, que representa interacdes
com o solvente; e AG,,, que se refere a entropia associada a flexibilidade do ligante, ou seja, a
liberdade rotacional de suas ligagdes (Eberhardt et al., 2021). Quanto menor o valor de
afinidade previsto, mais estavel estara a molécula em determinada conformacdo. Por este
motivo, a comparagdo de resultados de afinidade obtidas para um ligante de referéncia em
relacdo com outros ligantes permite ao usudrio desta técnica identificar moléculas que
obtiveram melhor afinidade na simulagado (Torres et al., 2019).

Apos essa avaliacdo quantitativa da afinidade entre ligante e receptor, € realizada uma
inspe¢do visual das interacdes entre os grupos funcionais do composto de teste e os residuos
de aminoacidos do alvo molecular. Esta avaliacdo tem o objetivo de prever que as interagdes
sejam plausiveis e consistentes com os padroes conhecidos. Esta inspecao deve ser feita por
meio da observacdo de interagdes criticas como: ligacdes de hidrogénio, interacdes iOnicas e
contatos hidrofobicos. Esta visualizacdo pode ser realizada tanto tridimensionalmente, como
por meio de diagramas de interagdo 2D, que consiste em uma ferramenta valiosa de
visualizag¢ao simplificada e mais informativa das interagdes (Forli ef al., 2016).

Durante a analise de resultados da técnica, o pesquisador se depara com interagdes
intermoleculares. A partir de plataformas e softwares de livre acesso, como a plataforma
BIOVIA Discovery Studio Visualizer, alguns tipos especificos de interagdes podem ser
visualizados, como: Interacdo por ligacdo de hidrogénio (convencional e nao-convencional);
Interagdo eletrostatica; Interagdes hidrofobicas (como n-m, alquil e m-alquil); Interagao por
ligacdo de Halogénio (F, Cl, Br, I); Interagdo Metdlica; Interacdes envolvendo o atomo

Enxofre; e Interacdes desfavoraveis (como por repulsdo de cargas e efeito estérico) (Baroroh
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etal.,2023).

Com isso, a andlise das interagdes, em associacao com a avaliagdo da afinidade obtida
em um primeiro momento, permitem a conclusdo acerca de compostos que possuem maior
probabilidade de interagirem com determinados alvos moleculares. Esta compreende uma
metodologia in silico com vérias vantagens, principalmente quando se deseja avaliar um
elevado niumero de compostos e determinar aqueles que podem se tornar melhores candidatos

a farmacos.



31

3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho tem como objetivo destacar que a Peritonite Infecciosa Felina (PIF) ¢
uma doenca grave e frequentemente fatal, que exige tratamentos mais eficientes (Oliveira;
Pekler, 2023). A busca por solugdes terapéuticas inovadoras pode ser ampliada por meio do
uso de bancos de dados de compostos naturais, ricos em substancias com potencial antiviral
(Newman; Cragg, 2020). A aplicacdo de técnicas em Bioinformatica, especialmente o
Molecular Docking, permite simular a interacdo entre esses compostos e alvos especificos,
como a principal protease do virus relacionado a PIF (Aguiar; Camps, 2024; Wang et al.,
2016). Com isso, este projeto visa identificar substancias com alta afinidade e potencial

terapéutico, contribuindo para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e acessiveis.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos in silico de compostos de origem natural para o desenvolvimento de

novos farmacos para a Peritonite Infecciosa Felina (PIF).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho incluem:

a) obter marcador molecular em PIF com base em bancos de dados de publicagao;

b) obter compostos em bancos de dados bioldgicos para avaliagdo da afinidade pelo
alvo molecular;

c) prever propriedades fisico-quimicas dos melhores candidatos;

d) identificar candidatos a protdtipos de farmacos relacionados a PIF.
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5 METODOLOGIA

As técnicas in silico foram realizadas no servidor disponivel no Laboratorio de
Modelagem Molecular e Simulagdo Computacional (MolMod-CS) da UNIFAL-MG, onde
foram conduzidas as buscas de informagdes em bancos de dados biologicos, leitura e

otimizacao dos dados provenientes destes bancos e a execucao de programas.
5.1 SELECAO DO TEMPLATE DO ALVO MOLECULAR

Foi conduzida uma busca no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (Burley et al.,
2023) de alvos moleculares relacionados ao virus da Peritonite Infecciosa Felina (PIF). Para
selecionar o melhor modelo foram consideradas estruturas que continham inibidores de

referéncia.

Figura 5 - Modelo da estrutura de codigo PDB SEUS definido para os experimentos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A estrutura acima consiste em um modelo tridimensional da principal protease atuante
no processamento de produtos proteicos relacionados a etapa de replicagdo viral. Portanto,
este alvo molecular representa um excelente ponto de partida para investigagdo de potenciais

farmacos que atuem inibindo-o. A presenca de um inibidor de referéncia, o peptideo sintético
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N-[(5-methylisoxazol-3-YL)carbonyl]Alanyl-L-valyl-N~1~-((1R,2Z)-4-(benzyloxy)-4-oxo-1-
{[(3R)-2-oxopyrrolidin-3-YL]methyl} but-2-enyl)-L-leucinamide (PEP), ¢ uma vantagem
crucial para a execucao de técnicas como o Molecular Docking, pois estdo disponiveis
informagdes sobre interagdes imprescindiveis. Dentre as informagdes sobre este alvo
molecular, os autores citam uma interagdo relevante com um ion Zinco presente na regiao do

sitio ativo (Wang et al., 2016).
5.2 PREPARO DO ALVO MOLECULAR

O arquivo da estrutura da principal protease relacionada ao coronavirus causador da
PIF, de cédigo PDB 5EUS foi obtido por meio do banco de dados Protein Data Bank e foi

realizada a leitura do modelo no software AutoDock Tools, versao 1.5.6 (Forli et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura de codigo PDB SEUS
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Opcao para realizar o download do modelo cristalografico da protease no banco de dados PDB;
b) Leitura do arquivo no programa AutoDock Tools.

A técnica de Molecular Docking foi realizada de acordo com o protocolo de Forli e
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colaboradores (2016). Esta estrutura tridimensional foi obtida por meio da técnica de difragdo
de raios x, e estdo presentes na estrutura moléculas do solvente onde esta enzima foi
preparada. Nos casos onde o solvente estd diretamente relacionado com interagdes no sitio
ativo de alvo molecular, ¢ recomendada a condugdo da técnica de Molecular Docking com o
solvente explicito. J4 nos casos onde o solvente ndo atua como mediador de interagdes
relevantes, pode-se optar pela abordagem com solvente implicito. Neste estudo, como sera
analisado posteriormente, hd interagdes cruciais realizadas no sitio ativo desta enzima que nao
sofrem influéncia direta de moléculas de agua, o solvente aqui presente. A exclusdo do
solvente contribui também para a realizagdo do ancoramento de forma mais rapida e pratica.
Portanto, foi realizada a técnica de Molecular Docking com o solvente implicito por dois
motivos: pelo fato do solvente nao estar relacionado com interagdes cruciais com inibidores
na regido do sitio ativo, e pela maior praticidade e rapidez da técnica.

Inicialmente, foram deletadas as moléculas de dgua da estrutura tridimensional, pois o
foco da triagem consiste em avaliar as interacdes entre cada ligante frente ao alvo molecular,
sem influéncia de solvente. Em seguida, foi deletada a cadeia B, pois ha duas cadeias
homologas na estrutura, e o preparo apenas da cadeia A foi realizado para fins de diminui¢ao
do custo dos célculos computacionais.

Na estrutura esta presente um inibidor que consiste em um peptideo sintético capaz de
inibir de maneira irreversivel esta protease (Wang et al., 2016). Para o preparo do alvo
molecular, o inibidor PEP foi selecionado e deletado da estrutura, para preparo apenas do alvo
molecular em um primeiro momento. O atomo de zinco, metal presente no sitio ativo e
importante para as interagdes ligante-receptor, foi mantido para a realizagdo do ancoramento.
Foram adicionados 4atomos de hidrogénio, para finalizar cadeias peptidicas com residuos de
aminoacidos incompletos. Para verificar se havia algum erro na estrutura, foi conduzida uma
etapa de verificagdo de atomos perdidos. Diante de um resultado negativo, procedeu-se para a
etapa de adicdo de cargas de Kollman, para otimizagdo dos orbitais eletronicos e a energia
tedrica relacionada a cada atomo da estrutura. O arquivo foi entdo salvo em formato .pdbqt,

sob o titulo “Seu8.pdbqt” (Forli et al., 2016).
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Figura 7 - Preparagdo do alvo molecular
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Delegdo de moléculas de agua;
b) Delecédo de atomos selecionados (cadeia B e ligante de referéncia);
¢) Adigao de Hidrogénios;
d) Checagem de atomos perdidos;
e) Adigao de cargas de Kollman;
f) Opgao para salvar o template da protease em formato .pdbqt.

5.3 PREPARO DO LIGANTE DE REFERENCIA

O inibidor de referéncia, um peptideo sintético que atua por meio de um mecanismo
de inibi¢do irreversivel, segundo Wang e colaboradores (2016), foi preparado por meio da
leitura do arquivo da estrutura de cddigo PDB SEU8 novamente no programa AutoDock
Tools. Para isso, foram deletadas as moléculas de 4gua e toda a estrutura, exceto o ligante. O

arquivo, intitulado “pep.pdbqt”, foi salvo no mesmo diretorio do template do alvo molecular

(Forli et al., 2016).
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b) Definigdo do ligante ¢ opgdo para salvar o arquivo em formato .pdbqt.

5.4 DEFINICAO DA REGIAO DO SITIO ATIVO
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O arquivo PDB inicial foi aberto novamente no software AutoDock Tools. O inibidor

de referéncia foi selecionado e um grid box, ou seja, um campo de forga, foi criado na regido

onde este composto estd localizado. Entao, foram geradas as coordenadas e o tamanho deste

grid box em um arquivo salvo com o nome “config.txt”

. Foram realizados vérios testes por

meio da variagdo das coordenadas e do tamanho do grid box para determinar a melhor pose

do inibidor de referéncia, com intuito de encontrar os parametros ideais que possam prever

interacoes descritas no artigo disponivel no banco de dados (Forli et al., 2016).

Figura 9 - Definicdo do grid box
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Legenda: a) Selegdo da opgao do grid box;
b) Defini¢do das coordenadas e das dimensoes do grid box.
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5.5 SELECAO DOS COMPOSTOS DE ORIGEM NATURAL

base de dados, estdo disponiveis 36.399 estruturas de produtos naturais, das quais foram

selecionadas 11.975 compostos mais recentes, cujas estruturas foram salvas em formato .sdf.

Foi realizada uma busca avangada no banco de dados de ligantes de livre acesso

PubChem, subse¢ao The Natural Products Atlas (Kim et al., 2023; Santen et al., 2021). Nesta

Figura 10 - Mecanismo de busca avangada para selecdo dos compostos
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Legenda: a) Subse¢@o The Natural Products Atlas disponivel no banco de dados PubChem;
b) Filtro utilizado para selecionar os compostos;
c) Opcdes selecionadas para o download dos arquivos.

5.6 PREPARO DOS LIGANTES

Em relagdo ao preparo dos produtos naturais selecionados, a partir do download dos
arquivos em formato .sdf, foi executado o programa OpenBabel, versao 3.1.1, para conversao
destes arquivos em formato .pdbqt, especifico para conducdo da técnica de Molecular

Docking (O’Boyle et al., 2011).

Figura 11 - Conversao dos arquivos de ligantes para o formato .pdbqt

[ 4 | > |[0Pasta pessoal / Documentos / Lorena / ligantes ‘ i ]@ E] - o x
© Recentes D

% Favorito input.sdf

fr Pasta pessoal
O Documentos
4 Downloads
@ Imagens

dd Musica

caio@molmod105: ~/Documentos/Lorena/ligantes @E] - o x ‘
‘(base) cailo@molmod105:~/Documentos/Lorena/ligantes$ obabel input.sdf -0 molecule_#.pdbgt -m |

b)
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‘| caio@molmod105: ~/Documentos/Lorena/ligantes |E‘E| - "

(base) cailo@molmod105:~/Documentos/Lorena/ligantess obabel input.sdf -0 molecule_#.pdbgt -m
9447 molecules converted

9447 files output. The first is molecule_#1.pdbqt

(base) calo@molmod105:~/Documentos/Lorena/ligantess

c)
(<] @ Pasta pessoal / Documentos / Lorena / ligantes [:)(a =~

© pecente ODODODDDDODDDDDDDDODDOODDGOD

* Favorito input.sdf molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule
@ Pasta pessoal _#1. _#2. _#3. _#4. _#5. _#6. _#T. _#8. _#9. _#10. _#. _#2. _#13, _#14, _#15. _#16.
pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbgt pdbgt

D

molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule
@ Imagens _#17. _#18. _#19. _#20. _#21. _#22. _#23. _#24. _#25. _#26. _#27. _#28. _#29. _#30. _#31. _#32. _#33.
i pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbat pdbgt pdbat pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt
Usica

m vidos O OhODDODODODODDODDODODGOODODODOTGDOD

molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule
_#34, _#35. _#36. _#37. _#38. _#39. _#40. _#41. _#42. _#43, _#44, _#45, _#46. _#47. _#48. _#49, _#50.
pdbqt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbqt pdbgt pdbgt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbgt pdbgt

DO ODDDDODDDODDDODDDODDOODDOD

molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule molecule
_#51. _#52. _#53. _#54. _#55. _#56. _#57. _#58. _#50. _#60. _#61. _#62. _#63. _#64. _#65. _#66. _#67.
d) pdbqt pdbqt pdbgt pdbgt pdbgt pdbgt pdbqt pdbgt pdbgt pdbgt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbqt pdbgt pdbgt

(]

D Documentos

D

+ Downloads

()

@ Lixeira

+ Outros locais

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: a) Arquivo .SDF com as coordenadas 3D de cada composto;
b) Conversdo do formato .sdf para .pdbqt ;
¢) Comando de conversao executado;
d) Arquivos convertidos em formato .pdbqt.

5.7 EXECUCAO DO MOLECULAR DOCKING

Primeiro, foram conduzidos ancoramentos individuais variando as informacoes
contidas no arquivo “config.txt”. Foi executado o ancoramento rigido-flexivel, ou seja, com
liberdade conformacional para o ligante de referéncia, por meio do software AutoDock Vina,
versao 1.1.2 (Forli et al., 2016).

As informagdes contidas no grid box foram as seguintes:

center x =-50.14
center y =-14.437
center z=-10.836
size x =21

size y=21

size z=21

O programa AutoDock Vina foi executado via terminal no diretdrio onde estavam
presentes os arquivos do femplate do alvo molecular, do ligante (o inibidor de referéncia) e o

arquivo do grid box, por meio do comando:
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vina —receptor Seu8.pdbqt —ligand pep.pdbqt —config config.txt —log log.txt —out
Seu8pepposes.pdbqt

No comando, estdo indicados os arquivos de entrada precedidos pelos termos
“receptor”, “ligand” e ‘“config”, e os arquivos de saida a serem gerados, “log.txt” e
“Seu8pepposes.pdbqt”. O arquivo “log.txt” apresenta a afinidade (em kcal/mol) prevista para
cada pose gerada, enquanto o arquivo ‘“Seu8pepposes.pdbqt” consiste na representagao
tridimensional de cada pose gerada, o que possibilita a analise das interacdes com o template

do alvo molecular.

Figura 12 - Condugao da técnica de Molecular Docking

{ teste H Q = v || = - o x
L) Recentes

Favorito SeuB.pdbgt config.bxt pep.pdbgt

O

*

{at Pasta pessoal
2 Documentos
¢ Downloads

Imagens

J1 Misica

lorena@molmod105: ~/Documentos/5eus/teste

H $ vina --receptor 5eu8.pdbqt --ligand pep.pdbgt --config config.txt --out SeuBpepposes.pdbqt
[AutoDock Vina vi.2.3
#################################################################
# If you used AutoDock Vina in your work, please cite:
# ﬂ
# J. Eberhardt, D. Santos-Martins, A. F. Tillack, and S. Forli #
# AutoDock Vina 1.2.8: New Docking Methods, Expanded Force #
# Field, and Python Bindings, J. Chem. Inf. Model. (2621) #
# DOI 10.1621/acs.jcim.1c00203 #
# #
# 0. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking  #
# with a new scoring function, efficient optimization and #
# multithreading, J. Comp. Chem. (2010) #
# DOI 10.1002/jcc.21334 #
# #
# Please see https://github.com/ccsb-scripps/AutoDock-Vina for #
# more information. #
TR A R A

scoring function : vina

Rigid receptor: Seus.pdbqt

Ligand: pep.pdbqt

Grid center: X -50.14 Y -14.437 Z -10.836
Grid size : X 21Y 21221

Grid space : 0.375

Exhaustiveness: 8

CPU: @

verbosity: 1

Computing Vina grid ... done.
performing docking (random seed: -1876941942) ..
% 2 o s 76 86

b)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Arquivos preparados anteriormente;
b) Molecular Docking em andamento.
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Com os resultados acerca do inibidor de referéncia obtidos, foi conduzida a triagem
virtual dos produtos naturais selecionados. Os ancoramentos foram executados por meio de
um script com linguagem Bash, com o objetivo de automatizar o processo para realiza-los em
sequéncia, a partir dos arquivos de entrada organizados em pastas (Bender ef al., 2021). O

script apresenta as seguintes informacdes:

#!/bin/bash

# rodar o AutoDock Vina de varios receptores

# contra varios ligantes

for rec in $(Is ./receptores/*.pdbqt)

do
prot=3(basename $rec .pdbqt)
for lig in $(1s ./ligantes/*.pdbqt)
do
mol=38(basename $lig .pdbqt)
out="./out/${prot}-${mol}.pdbqt"
log="/log/${prot}-${mol}.log"
echo "Realizando o docking de $prot com $mol"
vina --receptor $rec --ligand $lig --config ./grid/${prot}.txt --out Sout
--log $log
done
done
exit

Neste script estdo as linhas de comando com mesmo objetivo para um ancoramento
individual realizado anteriormente, porém de modo a automatizar o processo para varios
ligantes com um ou varios receptores, cujos arquivos estao separados em pastas em um unico
diretério. Para executa-lo, foi criado um diretorio de nome “SEUS8” e criadas subpastas neste
ambiente, sendo elas: “receptores”, na qual estd o arquivo do modelo do alvo molecular

(“5eu8.pdbqt”); “ligantes”, no qual estdo as estruturas dos 11.975 arquivos das moléculas de
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produtos naturais preparados em formato .pdbqt; “grid”, onde esta o arquivo “config.txt” com
as informacodes da regido do sitio ativo; as pastas para obtencao dos arquivos de saida, “log” e
(13 2 ~ : . .
out”, onde serdo gerados e armazenados os arquivos em formato .log e .pdbqt; e o script
“vina.sh” descrito anteriormente, que € executado por meio do seguinte comando via

terminal;

./vina.sh

Ao executar este comando, o programa AutoDock Vina inicia o ancoramento entre 0s
ligantes e o alvo disponivel. Neste caso, foi realizado o ancoramento rigido-flexivel entre os
11.975 ligantes frente ao modelo da enzima, diante dos parametros definidos no arquivo do

grid box previamente preparado.

5.8 ANALISE DOS RESULTADOS

A partir da técnica de Molecular Docking alguns critérios foram utilizados para filtrar

os resultados e definir o grupo de melhores candidatos a prototipos:

1) Primeiro, foram selecionados os compostos que apresentaram valor de afinidade
menor que -9,5 kcal/mol;

2) Deste grupo de compostos, foram selecionados aqueles que realizaram interagdes com
o ion zinco, dada a importancia desta interacao para a atividade de inibigdo enzimatica
descrita por Wang e colaboradores (2016);

3) Em seguida, foram selecionados aqueles compostos que nao realizaram interagdes
desfavoraveis, pois estas podem prejudicar a estabilidade do composto na regido do
sitio ativo;

4) E, por ultimo, foram definidos aqueles compostos que realizaram uma ou mais

interacdes por liga¢do de hidrogénio.

Os resultados foram analisados por meio dos programas Pymol, versdo 2.6.0 (Yan;
Chan; Hu, 2017), onde foi realizada a conversdo do complexo receptor-pose em formato
.pdbqt para o formato .pdb; e BIOVIA Discovery Studio Visualizer, versdao 24.1.0.23298

(Baroroh et al., 2023), por meio do qual foram gerados os diagramas de interagdes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi definido o melhor resultado para o ancoramento entre o ligante de
referéncia frente ao template da enzima protease. Este acoplamento previu uma afinidade (ou

fungdo score) de -7,1 kcal/mol e as interagdes que podem ser visualizadas abaixo:

Figura 13 - Representacdo tridimensional das interacdes obtidas pelo ancoramento entre o

inibidor de referéncia frente ao template da enzima protease

HIS
A:162
HIS
A:163
CYS
A:144
7N
0 A:401

HIS
A4l

LEU
A27

PEP

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, intera¢des hidrofobicas; e em laranja,
uma interag@o m-cation com o ion zinco.

De acordo com Wang e colaboradores (2016), o inibidor de referéncia atua por meio
de interagdes com alguns residuos que incluem LEU27, HIS41, CYS144, HIS162 ¢ HIS163.
No resultado previsto, o inibidor realizou interacdes com estes residuos de aminoacidos, o que
possibilitou a andlise comparativa a partir do teste de outros compostos. O peptideo de
referéncia realizou interag¢des por ligacdo de Hidrogénio com os residuos CYS144, HIS162 e
HIS163, além de interagdes hidrofobicas classicas com os residuos LEU27 ¢ HIS41. Além
disso, foi considerada a presenga do cation zinco, que também atua na regido deste sitio ativo
e, neste caso, realizou uma intera¢ao cation-t com o composto de referéncia. Esta ¢ uma
interag@o descrita como fundamental para a inibi¢do da enzima protease.

A partir dos testes realizados, utilizando a técnica de Molecular Docking frente a
enzima protease, modelo disponivel no banco de dados PDB, e utilizando como ligante de
referéncia o peptideo inibidor da protease, foram obtidos resultados promissores com
compostos naturais avaliados. Do total de 11.975 compostos analisados por meio dessa
técnica, 384 compostos apresentaram valor de afinidade menor, e portanto melhor, que o
ligante de referéncia (-7,1 kcal/mol).

Devido aos oOtimos valores de afinidade obtidos, foram definidos critérios para a
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andlise dos compostos com melhores previsdes. De acordo com os filtros de selecdo dos
compostos de melhores resultados, 90 compostos apresentaram valor de afinidade abaixo de
-9,5 kcal/mol. Deste grupo, 27 compostos realizaram pelo menos uma interagdo com o ion
zinco. Em seguida, foram selecionados 16 compostos que ndo realizavam interagdes
desfavoraveis, o que pode influenciar de forma negativa na estabilidade do complexo
ligante-receptor. Deste grupo, 11 compostos realizavam uma ou mais interagdes por ligacao
de hidrogénio, o que influencia de forma positiva na maior estabilidade do composto na
regido do sitio ativo e, por isso, este grupo final foi definido como o conjunto de candidatos a
prototipos. Essa abordagem permite um direcionamento mais preciso na busca por ligantes
eficazes e seguros e essa andlise pode fornecer informagdes valiosas para o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos.

Tabela 1 - Principais resultados obtidos através da técnica de Molecular Docking.

(continua)

Ligante | Afinidade Interacées previstas

Interagdes de H (CYS144, HIS162 e HIS163);
Interacdo m-cation (Zn401);
PEP -7,1 Interagdo alquil (LEU27);
Interacdo n-nt stacked (HIS41);
Interacao m-alquil (CYS144).

Interacdes de H (SER182 e GLN191);
Interacao metalica (Zn401);
C716 -10,5 Interacdo n-Doador de ligagdo de H (THR47);
Interagdo n-n Stacked (HIS41);
Interacao m-alquil (CYS144, LEU164 e PRO188).

Intera¢do de H (CYS144 ¢ HIS163);
C6304 -10,3 Interagao metalica (Zn401);
Interagdo alquil e m-alquil (HIS41, HIS162, LEU164 ¢ PRO188).

Interacdo de H (THR47);
Interagdao metalica (Zn401);
C12237 -10,3 Interacdo H-C (PRO188);
Interacdo alquil e m-alquil (LEU27, HIS41, CYS144, LEU164 ¢
LEU166).

Interacao de H (THR47);
Interagao metalica (Zn401);
Interagao H-C (PRO188);
Interagdo alquil e m-alquil (LEU27, HIS41 e CYS144).

4582 -10,0
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Tabela 1 - Principais resultados obtidos através da técnica de Molecular Docking.

(conclusao)

Ligante

Afinidade

Interacées previstas

C5164

C4470

C11407

C434

C11286

Cl1561

C12024

-9,7

-9,5

Interagdo de H (THR47);
Interacao metalica (Zn401);
Interacao H-C (ASN25);
Interacdo alquil e n-alquil (VAL26, CYS144, LEU164, LEU166
e PRO188);
Interag¢ao n-nT-shaped e Amide-rt Staked (HIS41 e HIS163).

Interacdo de H (ASN25, THR47 e GLN187);
Interagdo metalica (Zn401);
Interacao H-C e (n-H) (VAL26 e CYS144);
Interagao w-alquil (LEU164 e PRO188).

Interagao de H (THR47);
Interagdo metalica (Zn401);
Interagdo alquil e w-alquil (LEU27, HIS41, CYS144, LEU166,
PRO188 e LEU192).

Interagdao de H (VAL26 e THR47);
Interagdo metalica (Zn401);
Interagdo (n-H) (CYS144);
Interagdo alquil e w-alquil (LEU164 e LEU166);
Interagao n-Sigma (PRO188).

Interagdo de H (VAL26 e THR47);
Interagdo metalica (Zn401);
Interacao (n-H) (CYS144);

Interagao m-alquil (LEU27 e ALA141);
Interacao n-Sulfur (CYS144).

Interagao de H (VAL26);
Interagdo metalica (Zn401);
Interagao H-C e (n-H) (CYS144 ¢ PRO188);
Interagdo alquil e m-alquil (HIS41 e LEU164).

Interacao de H (HIS162 e HIS163);
Interagdo metalica (Zn401);
Interagdo alquil e w-alquil (LEU27, CYS144, LEU164 e
PRO188);
Interacao n-Sigma (HIS41).

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O composto C716 apresentou a melhor pose representada abaixo:
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Figura 14 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C716 e o modelo da enzima protease

N
A0l

>\ C716

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, interagdes hidrofobicas; em
verde-claro, uma interagdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio com carbono; e em cinza, uma
interagdo metalica com o ion zinco.

Como pode ser observado na figura, o composto C716 ¢ estabilizado por duas
interacdes por ligagdo de hidrogénio com os residuos SER182 ¢ GLN181. Em comparagao
com o composto de referéncia, este ligante realiza as mesmas interagdes do tipo n-n stacked
com o residuo HIS41 e m-alquil com o residuo CYS144. Em relacdo ao ion zinco, o composto
C716 realiza uma interagdo metalica, que contribui de maneira significativa para o valor de
afinidade previsto (-10,5 kcal/mol).

O composto C6304 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 15 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C6304 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, intera¢des hidrofobicas; e em cinza,
uma intera¢@o metalica com o ion zinco.

Como pode ser observado na figura, o composto C6304 ¢ estabilizado por duas
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interagdes por ligacdo de hidrogénio com os residuos CYS144 E HIS163, as mesmas
interacdes observadas no composto de referéncia. Em relacao ao ion zinco, o composto C6304
realiza uma interagdo metéalica, que contribui de maneira significativa para o valor de
afinidade previsto (-10,3 kcal/mol).

O composto C12237 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 16 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C12237 e o modelo da enzima protease

> C12237

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofobicas; em
verde-claro, uma interacdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio com carbono; e em cinza, uma
interagdo metalica com o ion zinco.

Como pode ser observado na figura, o composto C12237 ¢ estabilizado por uma
interag@o por ligacdo de hidrogénio com o residuo THR47. Em comparagdo com o composto
de referéncia, este ligante realiza as mesmas interacdes do tipo alquil e m-alquil com o residuo
LEU27 e CYS144. Em relagdo ao ion zinco, o composto C12237 realiza uma interagao
metalica, que contribui de maneira significativa para o valor de afinidade previsto (-10,3

kcal/mol).

O composto C4582 apresentou a melhor pose representada abaixo:
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Figura 17 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C4582 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interacdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofébicas; em
verde-claro, uma interagdo ndo cldssica de ligacdo de hidrogénio com carbono; e em cinza, uma
interagdo metalica com o ion zinco.

Como pode ser observado na figura, o composto C4582 ¢é estabilizado por uma
interagdo por ligagcdo de hidrogénio com o residuo THR47. Em comparagdo com o composto
de referéncia, este ligante realiza as mesmas interacdes do tipo alquil e m-alquil com o residuo
LEU27 e CYS144. Em relacdo ao ion zinco, o composto C4582 realiza uma interagao
metalica, que contribui de maneira significativa para o valor de afinidade previsto (-10,3

kcal/mol).

O composto C5164 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 18 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C5164 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Em verde estdo representadas interacdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofébicas; em
verde-claro, uma interagdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio com carbono; e em cinza, uma
interagdo metalica com o ion zinco.
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O C5164 realizou uma interacao por ligagcdo de hidrogénio com o residuo THR47, e se
assemelha com o composto de referéncia pela presenga de interagdes hidrofobicas com os
residuos HIS41 e HIS163.

O composto C4470 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 19 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C4470 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofobicas; em
verde-claro, uma interacdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio; e em cinza, uma interagdo metalica
com o ion zinco.

O C4470 realizou interagdes por ligacdo de hidrogénio cldssicas com os residuos

ASN25, THR47 e GLN187, além de uma interagao por ligacdo de hidrogénio nao classica

com o residuo CYS144. Esta ultima também foi prevista para o composto de referéncia,

porém como uma interagao por ligacdo de hidrogénio cléssica.

O composto C11407 apresentou a melhor pose representada abaixo:
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Figura 20 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C11407 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: Em verde estdo representadas interacdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofobicas; e em cinza,
uma intera¢do metalica com o ion zinco.
O composto C11407 realizou uma interagao por ligagdo de hidrogénio com o residuo
THRA47, e compartilha varias interacdes com residuos semelhantes ao observado para o

peptideo de referéncia, como LEU27, HIS41 e CYS144.

O composto C434 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 21 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C434 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofobicas; em
verde-claro, uma interagdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio; em roxo, uma interagdo m-sigma; e
em cinza, uma interagdo metalica com o ion zinco.

O composto C434 realizou interagdes por ligacdo de hidrogénio com os residuos

VAL26 ¢ THR47, também com uma interacao nao classica por ligagao de hidrogénio prevista

com o residuo CYS144. Além disso, foi observada uma interacdo do tipo m-sigma com o
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residuo PRO188.

O composto C11286 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 22 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C11286 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagcdes de hidrogénio; em rosa, interagdes hidrofobicas; em
verde-claro, uma interagdo ndo classica de ligagdo de hidrogénio com carbono; e em cinza, uma
interacdo metalica com o ion zinco.

O composto C11286 realizou interagdes por ligagdo de hidrogénio cldssicas com os
residuos VAL26 e THR47, e também uma interacao nao classica com o residuo CYS144. Este

composto compartilha uma interagdo hidrofobica com o residuo LEU27, assim como o

composto de referéncia.

O composto C1561 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 23 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C1561 e o modelo da enzima protease
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: Em verde estdo representadas interagdes de hidrogénio; em rosa, interacdes hidrofobicas; em
verde-claro, interacdes ndo classicas de ligagdo de hidrogénio com carbono; e em cinza-escuro, uma
interagdo metalica com o ion zinco.
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O composto C1561 realizou uma interacdo por ligacdo de hidrogénio com o residuo
VAL26, além de uma interagdo nado classica com o residuo CYS144. Uma interagao
hidrofobica com o residuo HIS41 também contribui com semelhangcas com o inibidor de
referéncia.

O composto C12024 apresentou a melhor pose representada abaixo:

Figura 24 - Representacdo tridimensional e bidimensional do complexo formado entre o

composto C12024 e o modelo da enzima protease
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A:162

C12024

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: Em verde estdo representadas interagcdes de hidrogénio; em rosa, interagdes hidrofobicas; em roxo,
uma interagdo m-sigma; e em cinza, uma interagdo metalica com o ion zinco.

E o composto C12024 realiza interagdes por ligagdo de hidrogénio com os residuos
HIS162 e HIS163, assim como o peptideo de referéncia. Além disso, outra semelhanca inclui
uma interagdo hidrofobica com o residuo LEU27. O composto também ¢ estabilizado por um
conjunto de interagdes hidrofobicas e uma interagdo do tipo m-sigma com o residuo HIS41.

A partir dos resultados obtidos, foram identificadas informacdes sobre os compostos

naturais a partir de dados disponiveis no banco de dados PubChem.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos compostos naturais com melhores resultados

Codigo de
identificacdo no . A . -
Composto banco de dados Origem Género e/ou espécie | Classe metabolica
PubChem
C716 CID170990053 Bactéria Streptomyces spp. Composto fenolico
C6304  CIDI56581741  Bactéria Streptomyces Composto fendlico
lusitanus
C12237 CID132550027 Bactéria Streptomyces spp. Terpenoide
C4582  CID167364910  Bactéria Streptomyces Terpernoide
chrestomyceticus
C5164 CID50994834  Bactéria Streptomyces Oligossacarideo
cyanogenus
C4470  CID170989151  Fungo ' a”enfymou‘iznt’“m Terpenoide

C11407 CID139591210 Bactéria Actinomadura spp. Composto fenolico

C434 CID25195005 Fungo Acremonium spp. Composto fenolico
C11286 CID169492203 Bactéria  Micromonospora spp. Alcaloide
C1561  CID23643064  Fungo Aspergillus Alcaloide
taichungensis
C12024 CID46919487 Fungo Aspergillus spp. Alcaloide

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Observou-se uma predomindncia de compostos naturais de origem bacteriana e
fingica, o que pode direcionar as proximas etapas da pesquisa para compostos derivados e
produzidos por esses microrganismos. Esse padrdo sugere que fontes microbiologicas
especificas tém um potencial relevante no desenvolvimento de novos tratamentos antivirais e
constitui uma informagdo fundamental para futuras investigagdes e a criacdo de estratégias
mais direcionadas para o isolamento de compostos com alta atividade.

Além disso, um aspecto dinamico em relagdo a classe metabdlica dos compostos que
apresentaram melhores resultados foi observado. Dentre eles, compostos da classe dos
alcaloides se destacaram, apresentando resultados mais promissores na interagdo com a
protease. A presencga de grupos funcionais tipicos desses compostos pode ser a chave para a

eficdcia observada, indicando uma via promissora para investigacdes mais aprofundadas.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/170990053
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/156581741
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/132550027
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/167364910
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/50994834
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25163953
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/139591210
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25195005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/169492203
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/23643064
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/46919487
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Esses tipos de compostos podem ser uma linha de pesquisa relevante na busca por novos
farmacos.

Referente ao composto C6304, também denominado “Grincamycin J”, ha informagdes
na literatura sobre metodologias de obtencdo de moléculas representantes da familia de
anguciclinas e de seu potencial anticancer (Anh et al., 2022). Diante dos dados disponiveis
para este composto, ¢ viavel sua utilizagdo para outras metodologias e a investigacdo de seu
potencial antiviral.

Em relacdo ao composto C12237, também denominado ‘“Xantholipin B”, ha
informagdes sobre o processo de isolamento deste composto e de sua atividade antibacteriana
(Wu et al., 2017). Portanto, este também constitui um ponto de partida promissor para sua
investigacao acerca de seu efeito antiviral.

Relativo ao composto C4582, envolvido na biossintese da albofungina, destaca-se a
acdo de uma hidrazina transferase, que catalisa a formagdo de um raro farmaco6foro
N-aminolactamico (Li et al., 2024). Este composto apresenta atividade antibiotica de amplo
espectro, sendo, portanto, um candidato promissor para investigacdo de sua capacidade
antiviral.

Relacionado ao composto C5164, também denominado “Landomicina R”, destaca-se
sua sintese total e eficiente, com aplicacdo de métodos modernos para construgdo do nucleo
agliconico. A “Landomicina R” demonstrou atividade antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Lai et al.; 2025). Sendo, assim, um candidato
relevante para investigacdo quanto a sua possivel atividade antiviral.

No que diz respeito ao composto C4470, também denominado “Taichunamide E”,
obtida por meio de uma rota inspirada em consideracdes biogenéticas, envolvendo
condensagdo aldolica, cicloadi¢ao intramolecular de Diels-Alder e epoxidagao seletiva. A
“Taichunamide E” pertence a uma classe de alcaloides indolicos prenilados com estruturas
complexas e atividade antibacteriana previamente relatada (Xu et al.; 2024). Configurando-se
como um candidato relevante para investigacao quanto a sua possivel acao antiviral.

Quanto ao CI11407, destaca-se sua origem a partir de espécies do género
Actinomadura, conhecidas por produzirem uma diversidade de metabolitos secunddrios com
atividades bioldgicas relevantes. Entre os compostos isolados, observam-se propriedades
antimicrobianas, antitumorais e anticoccidianas, o que evidencia a versatilidade bioativa desse
grupo (Dashti; Errington, 2024). Assim, o C11407 configura-se como um candidato relevante
para investigacdo quanto a sua possivel atividade antiviral.

No que se refere ao composto C434, héa informagdes disponiveis sobre o isolamento
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dos heterodimeros acremoxantona C e D, obtidos a partir do fracionamento guiado por
bioatividade. Esses compostos, juntamente com acremonidinas A e C, pertencem a uma classe
de hibridos xantona-antraquinona cujas estruturas foram elucidadas por técnicas
espectroscopicas avancadas (Ayers et al.; 2011). Diante de sua diversidade estrutural e
atividades biologicas observadas, o composto C434 configura-se como um candidato
relevante para investigacdo quanto a sua possivel a¢do antiviral.

Referente ao C11286, também denominado “Sungeidine C”, este possui atividade
antimicrobiana descrita na literatura, bem como informacdes sobre metodologias para o
isolamento de estruturas da familia das sungeidinas, produzidas por bactérias do género
Micromonospora (Low et al., 2020). Este constitui um ponto de partida promissor para sua
investigacao sob o ponto de vista antiviral.

Acerca do C12024, foram isolados dois novos alcaloides indolicos prenilados,
17-epi-notoamidas Q e M, além de dois derivados inéditos de éter fendlico, cordidis D e E, a
partir de um fungo marinho do género Aspergillus. A caracterizagdo estrutural foi realizada
por meio de técnicas espectroscopicas e difracdo de raios X. Dentre os compostos avaliados,
destacou-se a atividade antibacteriana de alguns derivados fendlicos (Chen et al.; 2013).
Assim, o C12024 representa um candidato relevante para investigagdo quanto ao seu possivel
efeito antiviral.

Sobre os compostos C716 e C1561, nao foram encontradas informagdes disponiveis
na literatura sobre sua atividade biolodgica, o que evidencia o carater inovador de sua
utilizacdo como candidatos em estudos futuros. A auséncia de dados prévios reforca sua
originalidade e destaca a relevancia de se investigar o potencial desses compostos em
diferentes contextos bioldgicos.

Também foram determinadas as seguintes propriedades fisico-quimicas para os

compostos:
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos analisados.

Massa Violacoes de
Composto Molecular LogP TPSA (A?) Lipinski
(g/mol)
PEP 680,35 3,406 197,83 2
C716 606,01 4,345 170,80 1
C6304 678,27 2,946 175,12 2
C12237 575,07 5,508 151,45 2
(C4582 506,13 1,537 177,61 3
C5164 694,26 3,718 190,67 2
C4470 554,12 4,098 181,82 2
C11407 613,19 4,226 164,61 2
C434 612,13 2,656 197,87 2
C11286 509,13 3,678 103,70 1
C1561 431,22 3,749 74,43 0
C12024 479,24 3,510 96,97 0

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A primeira propriedade fisico-quimica prevista consiste na massa molecular de cada
candidato. Como pode ser observado na tabela acima, alguns compostos apresentam massa
molecular proxima ao composto de referéncia (680,35 g/mol), como os compostos C6304
(678,27) e C5164 (694,26), o que sugere que uma similaridade estrutural pode auxiliar em
resultados semelhantes. Por outro lado, alguns compostos, como C1561 (431,22) e C12024
(479,24), apresentam uma massa molecular inferior em relagdo ao composto de referéncia.
Esta caracteristica pode ter auxiliado no melhor encaixe ao sitio ativo.

Os valores de log P obtidos para os compostos estudados variaram entre 1,537 e
5,508, indicando uma ampla faixa de lipossolubilidade. Em geral, valores de log P entre 1 e 3
sdo considerados ideais para garantir boa permeabilidade celular e biodisponibilidade,
enquanto valores superiores a 4 podem indicar alta lipofilicidade, o que pode comprometer a
solubilidade em meio aquoso e afetar a absorc¢ao (Bergazin ef al., 2021). Diante dos valores

previstos para os candidatos, ¢ possivel identificar um balanco favoravel entre solubilidade e
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permeabilidade, aspectos cruciais para o desenvolvimento de farmacos eficazes.

Para complementar os resultados obtidos para o log P, a maioria dos compostos
apresentou TPSA superior a 150 A2, o que indica um perfil que pode influenciar a absorcio,
mas que também sugere uma alta capacidade para formar interagcdes por ligacdo de
hidrogénio. Esta caracteristica pode influenciar positivamente a afinidade por alvos
bioldgicos, na medida em que ocorrem interagdes com estas partes. Assim, a analise do TPSA
complementa a avaliagao do log P, fornecendo uma visao mais abrangente das propriedades
farmacocinéticas dos compostos.

A andlise das violagdes da regra de Lipinski revelou que a maioria dos compostos
apresentou entre 1 e 2 violagdes, com exce¢do do composto C4582 com 3 violagdes, enquanto
os compostos C1561 e C12024 nao apresentaram nenhuma violagdo. O conjunto de regras de
Lipinski, que estabelece critérios como massa molecular, log P, nimero de doadores e
aceitadores de hidrogénio para prever a boa absor¢ao oral, considera aceitavel até¢ 1 violagao
para que um composto seja potencialmente bioativo. Portanto, compostos com 2 ou mais
violagcdes podem apresentar limitacdes na biodisponibilidade e absor¢do (Lipinski et al.,
1997). Esses resultados indicam que, embora a maior parte dos compostos tenham
caracteristicas promissoras, ajustes estruturais podem ser necessarios para otimizar o perfil

farmacocinético e garantir maior eficacia terapéutica.
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7 CONCLUSAO

Este estudo destaca a relevancia da Bioinformatica no desenvolvimento de
medicamentos veterindrios inovadores, o que evidencia as vantagens do uso de simulagdes
computacionais no aprimoramento de terapias e descoberta de novos compostos bioativos.
Foi cumprido o objetivo de definir uma cole¢do de moléculas para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes contra a PIF, por meio da realizagdo de uma avaliagcdo in silico e
identificando novos candidatos com potencial antiviral a partir de compostos presentes em
bancos de dados, como o PubChem. A investigacdo realizada por meio da técnica de
Molecular Docking, com a utilizagdo de um modelo de ancoragem rigido-flexivel, apontou
para um grupo de 11 compostos naturais com potencial superior ao inibidor de referéncia, de
acordo com as simula¢des computacionais realizadas. Este compreende um ponto de partida
para a ado¢do de outras metodologias, in vitro e in vivo, para a investigagdo do potencial

antiviral dos candidatos selecionados neste trabalho.
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