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DRUG DESIGN AGAINST COVID-19: A REMOTE TEACHING EXPERIENCE IN PHARMACEUTICAL CHEMISTRY.
Infront of with the difficulties faced in making a new drug available to the population, it is essential to seek ways to simplify the
process. In silico methodologies are alternatives to benchtop experiments, being frequently used due to their speed and low cost.
The present study aimed to formulate a theoretical-practical activity in the Pharmaceutical Chemistry course, where students applied
their knowledge of structural modeling and molecular docking to propose bioactive compounds against molecular targets of the
SARS-CoV-2 virus. The class was divided, and each group presented a drug candidate, the precursors being natural molecules.
In total, seven derivatives were designed and tested against different macromolecules, and then an in silico prediction of their
physicochemical characteristics was performed. The docking results were positive for all derivatives, in terms of binding energy,
mainly GEND with —9.0 kcal mol™. In addition, the prototypes exhibited good interactions with the amino acids of the respective
targets, mainly KAED, QUED and GEND, in addition to presenting adequate physicochemical properties for meeting the Lipinski
restrictions. Therefore, this study presented at least three potential inhibitors of SARS-CoV-2, showing the importance of using

Educacao

computational tools in drug design and development, as well as in teaching practice.
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INTRODUCAO

Diante do cendrio pandémico que se estabeleceu no final de 2019,
o uso de ferramentas computacionais, tais como triagem de alto
rendimento, cristalografia de raio-X e quimica combinatéria,! vem
sendo grandes aliadas na continuidade de pesquisas cientificas e no
processo de ensino-aprendizagem nas universidades, com o emprego
de aulas praticas experimentais envolvendo modelos de sintese,
andlises de predi¢des de propriedades farmacoldgicas e triagem de
farmacos por ferramentas computacionais.>?

O emprego dessas ferramentas permite estudos mais detalhados
da relacdo estrutura-atividade, dados de farmacodinidmica e
propriedades farmacocinéticas, que proporcionam uma compreensiao
mais abrangente dos aspectos do reconhecimento intermolecular.*

O docking molecular € baseado na afinidade de ligacdo entre
um possivel ligante obtido a partir de um protétipo e um alvo
molecular (receptor, enzima). Assim, esse método € capaz de prever
a interacdo, energia de ligagdo, além de caracterizar os modos de
ligagdo. Compreende duas etapas bdsicas que envolvem a previsdo da
conformagao e orientacdo do ligante (pose) e avalia¢do da afinidade
de ligagdo, que permitem inclusive, planejar novos derivados com
base nos resultados dessas andlises, com base na estrutura do ligante
ou do receptor.®’

Durante as ultimas décadas muitos softwares foram desenvolvidos
para a andlise de moléculas candidatas a farmacos por docking
molecular. Dentre os mais utilizados estdo o AutoDock, GOLD,
AutoDock Vina, DockThor, OURO, FlexX e Molegro Virtual Docker.®
Outros programas de visualizacdo podem ser usados durante o
processo para andlise dos resultados tais como Pymol, Quimera UCS,
VMD e Discovery Studio. Muitos desses programas estdo disponiveis
para uso educacional de forma gratuita, e permitem um treinamento
relativamente rdpido acerca de suas principais funcionalidades

*e-mail: rhana2011@gmail.com

(facil manuseio pelo usudrio), e s3o compativeis com a maioria dos
sistemas operacionais, incluindo Windows®, utilizado pela maioria
dos estudantes.

Este texto relata a experiéncia de planejamento e aplicagdo
de uma aula prética remota de Quimica Farmacéutica no curso de
Farmécia da Universidade Federal do Amazonas, campus Manaus,
onde os estudantes empregaram o docking molecular para criar e
defender um candidato a farmaco que atuasse no tratamento ou
prevencdo da infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, fomentando o
debate sobre o papel da Universidade na resolucdo de problemas
imediatos da sociedade, estimulando a criatividade e o senso critico
dos mesmos.

PARTE EXPERIMENTAL
Planejamento da aula

Essa aula foi realizada com estudantes do curso de Farmaécia
da Universidade Federal do Amazonas matriculados na disciplina
de Quimica Farmacéutica no periodo 2020/1 (ano civil 2021).
Dado o cendrio de pandemia, a disciplina foi ministrada de modo
remoto e, nesses termos, a professora responsavel demandou um
projeto final onde os estudantes deveriam propor uma nova molécula
com potencial contra SARS-CoV-2 ou COVID-19. Os estudantes
deveriam defender a molécula proposta com base em revisdo
bibliogréfica e os resultados do docking molecular, aplicando os
conceitos aprendidos ao longo da disciplina Quimica Farmacéutica
de forma ativa e integrada, diante de uma banca de professores da
quimica medicinal e farmacologia.

Para tanto, os estudantes foram divididos em trios. O projeto teve
COmO regras gerais:

1. A escolha do alvo molecular foi livre dentro do tema, e deveria
ser embasada na bioquimica e/ou fisiopatologia da COVID-19,
desde que nenhuma molécula-base se repetisse entre as equipes;
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2. Obrigatoriamente, o alvo escolhido deveria possibilitar estudo
de docking molecular (ter estrutura tridimensional depositada
no Protein Data Bank — PDB)

3. A molécula proposta deveria ser inédita e ndo poderia ser oriunda
de modificagdes moleculares de farmacos j4 existentes e nem de
reposicionamento de farmacos;

4. Erarecomendado que a molécula proposta fosse semissintética,

com a escolha da molécula-base fundamentada em relagdo

estrutura-atividade, valorizando, preferencialmente, produtos
naturais amazonicos;

Caso fosse sintese total, a equipe deveria justificar a escolha;

A molécula proposta deveria obedecer aos critérios de Lipinski;

7. Todas as modificagdes realizadas deveriam ser justificadas com
base na relacdo estrutura-atividade e os estudos de docking mo-
lecular;

8. Mostrar que tipo de reag@o daria origem a cada modificacao
proposta, assim como o nome correto dos grupamentos;

9. A molécula proposta deveria fazer, no minimo, uma interagdo
especifica com o alvo (ligacdo covalente, intera¢do idnica, ligacio
de hidrogénio);

10. A energia de interacdo tinha que ser menor ou igual a do farmaco
e/ou molécula utilizados como padrdo do docking com o alvo
escolhido.

SN

Antes de iniciarem os projetos, os estudantes tiveram aulas
praticas sincronas e assincronas mostrando os fundamentos de
docking molecular de diferentes classes terapéuticas, e as gravacoes
das aulas, além de tutoriais pré-gravados, os quais estdo disponiveis
como Material Suplementar deste texto, foram disponibilizados na
sala virtual da disciplina. Os estudantes tiveram 30 dias para preparar
suas defesas, periodo no qual receberam o suporte dos monitores,
pds-graduandos em estagio a docéncia e da professora da disciplina,
0s quais acompanharam as equipes em interagdes sincronas para sanar
ddvidas e ajudar com questdes técnicas dos softwares utilizados.

As defesas foram sincronas, e apenas um dos membros de cada
trio foi responsavel pela apresentac@o, o qual foi definido em sorteio
instantes antes da respectiva defesa. Cada equipe tinha o minimo de
30 e o maximo de 45 minutos para apresentar todos os elementos
solicitados e defender sua proposta, devendo destacar o processo
criativo que levou a molécula final. Ao fim da exposi¢do, as equipes
foram arguidas por uma banca avaliadora de trés membros, que fazia
questdes abertas dentro de suas especialidades e relacionadas ao
trabalho apresentado. Nessa fase de argui¢do, todos os membros do
trio poderiam interagir com a banca.

Programas utilizados
Para o cumprimento da atividade proposta, os estudantes
foram orientados a fazer uso dos softwares que estdo listados no

Quadro 1. Além dos tutoriais sobre o uso dos softwares ministrados

Quadro 1. Conjunto de softwares empregados pelos graduandos
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pelos professores e monitores, os estudantes também poderiam
consultar as indica¢des dos desenvolvedores dos programas e videos
educativos confidveis que estdo dispostos em algumas plataformas
da internet.

Obtencao do alvo e desenho dos ligantes

As etapas iniciais da prdtica consistiram na determinacido do
alvo proteico e sua obtenc@o no banco de dados de proteinas (PDB).
A busca foi feita por meio do nome da proteina ou pelo cédigo de
quatro caracteres que esta recebe ao ser inserida no PDB. Alguns
aspectos foram considerados durante a selegdo dos alvos, como alta
resolugdo, isto €, abaixo de 2 A. No entanto, como alguns alvos ndo
atenderam a este quesito no banco de dados, valores superiores foram
aceitos. Também foram priorizadas proteinas co-cristalizadas com
moléculas inibidoras. O download das estruturas cristalograficas foi
feito no formato pdb.

Ap6s determinacdo do alvo e estudo da relagdo estrutura-
atividade, os estudantes escolheram uma molécula com potencial
atividade contra o alvo. Empregando o ChemSketch, realizaram
modificacdes moleculares visando a otimizagao destas estruturas. Os
derivados desenhados foram salvos no formato mol2 e posteriormente
transformados no formato pdb com o auxilio do programa Avogrado,
onde tiveram suas energias minimizadas no campo de forga Universal
Force Field (UFF).

Preparo do alvo e ligante

As proteinas determinadas como alvos moleculares foram
preparadas a partir do programa AutoDock Tools a fim de remover
cofatores de cristalizacdo e moléculas de dgua, adicionar os dtomos
de hidrogénio subtraidos e cargas atdmicas, se necessdrio. Os ligantes
também foram preparados para realizagcdo das etapas seguintes,
podendo também ser adicionadas cargas e dtomos caso houvesse
necessidade. Tanto o alvo quanto os andlogos foram salvos no formato
pdbqt para realizagdo da etapa de docking molecular.

Definicao dos parametros do docking

Outra etapa de pré-ancoramento consistiu na definicdo dos espacos
de busca e local de ligag¢@o do derivado ao receptor. Os parametros de
gridbox no AutoDock Tools foram definidos englobando inteiramente
ou parcialmente o receptor a fim de incluir o sitio de ligacdo deste
alvo. Informacdes acerca dos aminodcidos que compde o sitio ativo
das enzimas foram localizadas nos artigos anexados nos bancos de
dados de proteinas ou em outros estudos presentes na literatura. Além
disso, os parametros da caixa também levaram em consideragdo os
aminodcidos que circundavam a molécula inibidora co-cristalizada
com a proteina (Figura 1) puderam ser determinados, anotados e
posteriormente usados na etapa de docking.

Programa Etapa

Link de acesso

ChemSketch Desenho dos ligantes

https://www.acdlabs.com/resources/free-chemistry-software-apps/
chemsketch-freeware/

Avogadro Minimizagdo da energia de ligacdo dos ligantes https://sourceforge.net/projects/avogadro/files/lat
AutoDock Tools Preparo do alvo molecular e dos ligantes https://ccsb.scripps.edu/mgltools/downloads/
AutoDock Vina Docking molecular https://vina.scripps.edu/downloads/

Discovery Studio caleulo do RMSD

Andlise bidimensional das interagdes intermoleculares,

https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download

SwissADME

Predigdo das caracteristicas fisico-quimicas

http://www.swissadme.ch/index.php
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Vol. 46, No. 4

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 47619
ber of points in

[iECan |

i |32] I
il |
CINCEEN) |

<offset>
l -3.583 I
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Validacao

A etapa de validacio do método de modelagem escolhido consiste
naretirada do ligante da estrutura cristalografica, reinserindo-o a partir
da metodologia de docking utilizada, processo também denominado
como redocking. Dessa forma, a posi¢ao do ligante co-cristalizado
com proteina € comparada com a posicdo do mesmo ligante apds
separacdo da macromolécula e reintroducdo para realizacido da
docking molecular. Assim, o redocking visa garantir a predi¢io
correta da disposicdo do ligante em seu sitio de ligacdo na proteina.
A validag@o do teste € confirmada quando a Raiz Quadrada do Desvio
Quadratico Médio (Root Mean Square Deviation - RMSD) entre a
pose obtida pelo redocking e a pose original for menor que 2,0 A.°
As etapas que envolvem a preparagdo do alvo, separagdo do ligante e
docking molecular foram realizadas empregando o AutoDock Tools.

A determinag¢io do RMSD foi feita utilizando o programa
Discovery Studio. Para isto, a proteina juntamente com a molécula
co-cristalizada, foram inseridas no software e, em seguida, a pose
obtida pelo redocking foi adicionada de modo a sobrepor o ligante.
Ao ocultar o alvo e selecionar os dois ligantes, acionou-se o recurso
Structure > RMSD > Heavy Atoms e o valor de RMSD foi gerado
automaticamente.

Docking molecular

Apés preparo do alvo e do ligante e determinacdo dos
parametros de caixa foi realizado o docking molecular, baseado na
complementaridade do ligante-receptor. O docking do ligante ao alvo
molecular foi realizado utilizando o programa AutoDock Vina e os
procedimentos para realizacdo desta etapa, bem como os cédigos
de comando utilizados, estdo disponiveis no Material Suplementar.

De forma geral, para realizagdo do docking, alguns arquivos sdo
necessdrios para o funcionamento correto da metodologia no software,
e devem estar devidamente organizados em uma pasta. Nessa pasta
foram inseridos os alvos e os ligantes no formato pdbqt e os arquivos
de programa Vina e Vina split no formato exe. Além disso, um arquivo
de texto no formato txt para configuragao foi criado contendo o nome
da proteina e da molécula testada, assim como as dimensdes da caixa,
e posteriormente adicionado a pasta.

Assim, com o auxilio do prompt de comando (Windows®), o
docking pdde ser concluido e os resultados apareceram na tela de
comando, organizados de acordo com as melhores poses, classificadas
pela energia de ligacao.

Avaliacao dos resultados

Os resultados a serem interpretados incluem os valores de RMSD
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encontrados na etapa de validagao, visualizagdo dos sitios de ligagao,
além dos resultados de docking no AutoDock Vina, disponiveis em
energia de ligacdo, tendo em vista que quanto menor a energia de
ligagdo, maior € a afinidade da ligacdo e maior o potencial do ligante
testado.

Além disso, os resultados obtidos no que se refere as interacdes
entre ligante e receptor puderam ser visualizados pelos estudantes
através do programa Discovery Studio. Para isto, o alvo foi inserido
no programa e definido como receptor. Em seguida, a melhor pose
do docking foi selecionada, adicionada ao software e definida
como ligante. Apds isto, os estudantes utilizaram o recurso Ligand
Interactions > Show 2D Diagram e puderam identificar a presenca
de ligagdes hidrofébicas, de hidrogénio ou desfavordveis de acordo
com os resultados obtidos em cada teste.

Analise das propriedades fisico-quimicas

Para a andlise das propriedades fisico-quimicas das moléculas
propostas pelos estudantes foi utilizada a plataforma SwissADME,
uma ferramenta gratuita e online que permite avaliar aspectos
farmacocinéticos de pequenas moléculas, incluindo a andlise da Regra
de Lipinski (Rule of five) e suas extensdes. Para isto, os estudantes
desenharam as estruturas quimicas propostas na plataforma, e os
parametros de interesse foram calculados em poucos minutos. Os
pardmetros fisico-quimicos analisados segundo a regra dos cinco de
Lipinski sdo: LogP < 5; peso molecular < 500 Da; grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio < 5; grupos aceptores de ligagao de hidrogénio <
10 que, de acordo com o autor, sdo as propriedades minimas desejdveis
em uma molécula proposta como potencial farmaco de uso oral, pois
as Regras de Lipinski e suas extensdes estdo relacionadas a capacidade
da molécula em permear membranas e, consequentemente, ser
bem absorvida pelo TGI (trato gastro intestinal), apresentando
possivelmente, boa biodisponibilidade oral.'

RESULTADOS E DISCUSSAO

O roteiro pratico criado para desenvolvimento da aula de dindmica
molecular possibilitou aos estudantes a visualizagdo das etapas de
docking para proposi¢do e melhoria da afinidade de ligantes frente
a um alvo especifico, além da inspe¢do visual de complexos 3D
entre o alvo-receptor. A préitica demonstrou ainda o potencial do
uso de ferramentas computacionais no processo de aprendizagem
de estudantes no ensino da quimica medicinal, abrangendo de forma
satisfatdria o cardter multidisciplinar da disciplina

Ap0s a aula experimental, foi proposto que os grupos realizassem
o docking molecular com um potencial firmaco para atuar na
COVID-19. Nesse sentido, os estudantes elaboraram seus ligantes a
partir de uma substancia natural e as modificagdes realizadas foram
feitas seguindo reagdes gerais em quimica orgénica.!!

Para os derivados ESPD e CELD, o isosterismo classico foi
aplicado, resultando na substituicdo de grupamentos metil por
hidroxilas. De forma semelhante, as moléculas KAED e QUED
também foram concebidas. Para KAED as modifica¢des consistiram
na substituicdo do dtomo de hidrogénio pelo grupamento metoxi e
adicdo de hidroxibezeno no anel aromatico, enquanto que para QUED
foi realizada a adi¢do dos grupamentos isopropril e resorcinol.

Ademais, utilizando a simplificacdo molecular, foi possivel obter
CURD a partir da Curcumina, mantendo os dois anéis aromdticos
com hidroxilas em suas extremidades ligados por uma cadeia de
carbonos com pelo menos uma insaturagéo e grupamentos cetona.
Para a obtencdo de GEND também se aplicou a simplificagdo
molecular, reduzindo o esqueleto base do geniposideo, o que
resultou em uma estrutura que posteriormente foi unida, por meio
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da hibridagcdo molecular, a um grupamento volumoso. Ainda, o
desenho de NAFD também envolveu o emprego de duas téticas do
planejamento racional. Para obten¢@o de 1,4-dihidroxinaftaleno-
2,3-diona empregou-se o isosterismo cldssico, substituindo 4tomos
de hidrogénio por hidroxilas. Por fim, pode-se unir esta molécula ao
dcido xantina-8-carboxilico através da hibridagdo molecular.

Além disso, cada grupo teve que selecionar um alvo diferente para
a realizacdo dos procedimentos de docking. Ao final obteve-se um
total de sete alvos selecionados e as principais caracteristicas de cada
proteina estdo indicadas na Tabela 1. Para apresentagao dos resultados,
os estudantes precisaram demonstrar os modelos tridimensionais das
enzimas, as interacdes dos ligantes nativos com o alvo, os valores de

Quim. Nova

energia de ligag@o por docking molecular, além das interacdes dos
ligantes modificados, a predi¢cdo de propriedades fisico-quimicas e
arelacdo de estrutura-atividade.

As enzimas obtidas do PDB foram avaliadas no programa
Discovery Studio para inspecdo do sitio ativo e visualizacdo do
complexo formado pela enzima e pelo ligante co-cristalizado. E
possivel ainda observar as especificagdes estruturais de cada enzima,
quanto ao seu tamanho formato e complexidade. A resolucio das
enzimas selecionadas pelos grupos variou entre 1,73 Ae 3,10A, todas
obtidas por difracdo de raio-X. Todas as enzimas selecionadas para
o docking foram testadas em estudos anteriores para investigacao de
potenciais novos farmacos para atuar na COVID-19.

Tabela 1. Proteinas selecionadas pelos alunos de Quimica Farmacéutica, da Universidade Federal do Amazonas, para elaborar seu projeto de desenvolvimento

de moléculas contra COVID-19

Proteina Estrutura 3D Caodigo PDB Resolucao Método de obtengao
Neuropilina-1 4RNS5S 1,73A Difracdo de Raio-X
Receptor canabioide tipo II S5ZTY 2,80 A Difracao de Raio-X
s ‘ 2‘ n
0 .jﬁf‘J '\\:ﬁ‘ 0
3CLpro/Mpro j!;‘ﬂ"!g‘ 6Y2E 1,75A Difracio de Raio-X
>t
P
NSP 9 6W9Q 2,05A Difracio de Raio-X
NF-kB quinase 4KIK 2,.83A Difracao de Raio-X
TMPRSS2 TMEQ 1,95A Difracdo de Raio-X
Toll-Like 4 3FXI 3,10A Difragdo de Raio-X
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As moléculas-base para desenho dos ligantes foram selecionadas
por cada equipe a partir de levantamento bibliografico. O Quadro 2
correlaciona os alvos e os protdtipos investigados para obtencdo dos
derivados, além de demonstrar os ligantes selecionados para docking,
apods a modificacdo molecular.

Cada grupo defendeu um derivado especifico, aquele que, de acordo
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com suas andlises apresentou resultados mais promissores em energia
de ligacdo e interagdes intermoleculares, cujas, incluiram ligagdes de
hidrogénio, pi-alqui, pi-anion, pi-pi e alquil e podem ser visualizadas
na Figura 2. Os resultados obtidos apds o docking estdo dispostos na
Tabela 2, expressos em energia de ligacdo (kcal mol") indicando as
melhores poses geradas e visualizadas no Discovery Studio.

Quadro 2. Moléculas base e derivados desenhados pelos estudantes a partir destas, para atuar nos respectivos alvos proteicos

Proteina Molécula base Derivado
OH
o I
i, | °©
Neuropilina-1
OH (0]
KAED

D N x

Receptor canabioide tipo II e

HO OH

3CLpro/Mpro
Quercetina
0O
NH
o NH
NN
Cos A
NSP 9
o

1,4-naftoquinona

Celastrol

NAFD
o) o)
CH, o) OH o}
. o & = CH; ‘O
NF-kB quinase OH
HO OH
Curcumina HO
CURD
o) NH
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NH,
TMPRSS2 o O‘ ©
OH
GEND
o
Toll-Like 4
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Os valores referentes a energia de ligacdo s@o inferiores em
todos os derivados testados frente aos ligantes nativos o que indica
uma maior afinidade de ligacio e um potencial composto ativo a ser
investigado. Destaque para as moléculas CURD, GEND e CELD
com boa afinidade, em termos energias de ligag@o, ao respectivo alvo.

Visto que o sitio de ligacdo de um alvo molecular € constituido
por aminoacidos que estdo envolvidos tanto no reconhecimento
molecular, ou seja, intera¢do com a molécula bioativa, bem como
no mecanismo de a¢do da macromolécula, as interacdes moleculares
entre alvo e substrato sdo importantes ndo sé pelo seu papel na
promoc¢do do efeito farmacolégico, mas também na formagdo e
estabilidade da estrutura protéica."”

Nesse contexto, todos os derivados apresentaram mais de uma
ligagdo de hidrogénio, sendo o derivado GEND o que apresentou o
maior nimero deste tipo de ligagdo. Esta € considerada um dos mais
importantes tipos de interacdo em decorréncia da sua especificidade,
conferindo também estabilidade a interagdo.!?

Ao comparar o desempenho do derivado KAED com o estudo
realizado por Vique-Sdnchez'® nota-se a intera¢do por meio de
ligacdo n-anion com Asp320, um aminodcido importante na
inibicdo de Neuropilina-1. Ademais, os resultados mostraram que
a molécula QUED interagiu com Cys145 e His41 por meio de
ligacdo de hidrogénio, sendo estes os residuos de aminodcidos
do sitio catalitico de 3CLpro/Mpro.'* Ainda, o composto GEND
ligou-se aos residuos His296 e Ser441 por meio de interacdes pi-pi
e de hidrogénio, respectivamente, sendo estes integrantes da triade
catalitica de TMPRSS2."> Com o perfil de interagdes intermoleculares
descritos, pode-se inferir que esses derivados possuem potencial para
atuar inibindo as enzimas supracitadas, promovendo, por diferentes
mecanismos, a diminui¢do da replicacdo viral.

Contudo, alguns protétipos planejados pelos estudantes ndo
apresentaram resultados tdo expressivos como os ja mencionados.
O ESPD, por exemplo, exibiu poucas interagdes em comum com
um composto projetado por Li e colaboradores'® para inibi¢do
seletiva do receptor canabindide tipo II. Portanto, nota-se que D02
ndo se encaixou inteiramente na regido catalitica do receptor, sendo
necessdria a realizagdo de ajustes na estrutura quimica do composto,
de modo que este se torne mais especifico ao alvo.

Os aminodcidos essenciais para inibicdo de Nsp9 ainda ndo
foram identificados até o momento. Pesquisas recentes evidenciaram
cavidades na superficie proteica que possivelmente sejam acessiveis
aos farmacos, entretanto, dentre as interagdes intermoleculares citadas
nos estudos, nenhuma foi semelhante as apresentadas pelo derivado
NAFD com o alvo bioldgico em questdo.!™® Do mesmo modo, o

Tabela 2. Resultados do docking molecular
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estudo de Cheemanapallie e colaboradores! identificou Tyr357,
Cys359, Glu360, Lys444, Lys445 e Lys541 como os residuos que
compdem o sitio ativo de NF-kB, porém a molécula CURD nio
demonstrou interacao com os aminodcidos citados.

Recentemente, Hansur e colaboradores® constataram que a
dafnoretina, oriunda de Carthamus tinctorius (Cartamo), é um
potencial inibidor do receptor 7Toll-like 4, sendo que este atua na
superprodugdo de citocinas inflamatdrias durante a infecgdo por
SARS-CoV-2. Relacionando o padrdo de docking da dafnoretina e do
derivado CELD com o Toll-Like 4, observa-se que as moléculas nao
interagem com os mesmos aminodcidos, logo, o encaixe de CELD
com o alvo ocorre distante da regido catalitica.

Por fim, com o auxilio do software SwissADME, foi possivel
predizer as propriedades fisico-quimicas dos derivados planejados
como massa molecular, LogP, nimero de aceptores e doadores de
hidrogénio. A comparacdo das estruturas quimicas com os dados
disponiveis em plataformas virtuais permite a previsao e sele¢do de
moléculas com bom perfil farmacocinético, isto €, aquelas que, em
teoria, apresentardo biodisponibilidade oral satisfatéria.”! Os dados
fisico-quimicos de cada derivado podem ser visualizados na Tabela 3.

Os resultados obtidos mostraram que, com exce¢do de CELD
(massa molecular > 500 g mol™), todos os protétipos atenderam as
especificacdes de Lipinski, evidenciando moléculas com atributos
desejdveis no que diz respeito a absorcdo e permeabilidade em
membranas bioldgicas, logo, estas predi¢cdes apresentaram bons
candidatos a farmacos contra o0 SARS-CoV-2. Ademais, compostos
com boa biodisponibilidade possibilitam administragdo em menores
quantidades e em maiores intervalos de tempo, o que pode gerar maior
aceitagio do tratamento pelo paciente.?

Diante do exposto, é notdvel que o emprego de ferramentas
computacionais no planejamento e desenvolvimentos de fairmacos
¢é vantajoso, visto que o processo tradicional para introducéo de um
novo farmaco no mercado € demorado e requer altos investimentos
para garantia da eficicia e seguranca do medicamento. Dessa forma,
esta pratica promove a reducao de possiveis fracassos e prejuizos para
a inddstria, ja que é possivel avaliar a intera¢ao entre moléculas e
receptores bioldgicos, predizendo o comportamento dos compostos
em condicdes fisioldgicas reais.”?

Nesse sentido, a técnica computacional empregada no presente
estudo visa deduzir a interac@o entre uma macromolécula e um
ligante, prevendo a provdvel orientacdo deste, a afinidade de
ligagdo e as forgas intermoleculares envolvidas no reconhecimento
molecular. Assim, para facilitar a triagem biolégica, os melhores
candidatos, segundo o padrdo de complementaridade com o alvo

Molécula base Derivado
Energia de Ligagdo Energia de Ligagdo N . A <
Nome (keal mol) Nome (keal mol) Ligacdes de Hidrogénio Outras Interagdes
Kaempferol -6,9 KAMD -7,1 Trp301; Tyr353 Asp320; Tyr297
. Phe91, 94, 106, 183, 184, 281,
Espilantol -6,7 ESPD -6,9 Phe87 Prol84: Ser90: Tlel10; His 95
. His41; Cys145; His163;
Quecertina -7,0 QUED 12 GIn189 Ser46
1,4-naftoquinona -7,8 NAFD -8,1 Ser59; Val41 Arg39; Phe56; Ile65
Curcumina -7,1 CURD -8,3 Tyr98; Lys44; Cys99 Tle165; Val29; Leu21; Met96
G ot saa; P S G
Geniposideo -7,3 GEND -9,0 Gly464; "gr;ﬁg;, Ser436; Cys465: Ala466: Thr341:
¢ Leu419 e Tyr416
Celastrol -8,0 CELD -85 Arg264 Lys388; Lys362; Lys341
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Figura 2. Interagoes intermoleculares entre os residuos de aminodcidos do sitio ativo das proteinas e os derivados planejados

escolhido, sdo selecionados para os demais ensaios necessarios.
Logo, muitos compostos podem ser avaliados virtualmente frente a
uma determinada enzima em um curto periodo e com menos gastos
quando comparado com as técnicas experimentais.?

Para que possa ser executada, a triagem virtual necessita
condicionalmente de uma estrutura 3D da proteina alvo a qual pode

ser obtida de bancos de dados como o PDB. Muitos estudos vém
sendo publicado com uso de docking molecular, na descoberta de
andlogos de estruturas ji conhecidas, a exemplo o captopril, um
medicamento anti-hipertensivo de grande uso clinico. Os antivirais
saquinavir, sitonavir, indinavir e zanamivir sdo exemplos de fairmacos
obtidos por modelagem molecular, além de outros como aliscireno
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Tabela 3. Predigdo dos parametros fisico-quimicos dos derivados pelo
software SwissADME

Massa molecular

Derivado (g mol") Aceptores H  Doadores H LogP
KAED 392,36 7 3 3,23
ESPD 221,34 1 1 3,36
QUED 452,45 8 5 3,07
NAFD 368,26 8 4 2,85
CURD 294,30 4 2 2,59
GEND 462,54 6 3 2,84
CELD 510,62 7 5 2,79

(medicamento anti-hipertensivo), boceprevir (inibidor de protease
usado para o tratamento da hepatite C), nolatrexed (em ensaio clinico
de fase III para o tratamento do céncer de figado).?¢?’

Devido a urgéncia por um tratamento adequado ao combate do
SARS-CoV-2, vérios alvos terapéuticos foram cogitados e alguns
estudos mostraram-se promissores. Andlogos estruturais de lopinavir
e favipiravir foram projetados por Rafi e colaboradores® na busca
por inibidores de Mpro e RdRp, respectivamente. Cinco moléculas
foram propostas e o resultado do docking molecular mostrou fortes
intera¢des com os residuos de aminodcidos do sitio catalitico, assim
como boas propriedades farmacocinéticas. Mais tarde, Singh e
colaboradores® ndo s6 avaliaram virtualmente um composto frente a
protease Mpro, mas também sintetizaram a molécula e demonstraram
a sua atividade inibitdria in vitro, confirmando os dados obtidos por
meio do docking molecular e demais técnicas da bioinformatica.

Uma vez que os métodos in silico, como o docking molecular,
sdo comumente utilizados no planejamento e desenvolvimento de
medicamentos, os estudantes do curso de Farmdcia devem ter contato
com recursos computacionais no decorrer da graduacio para que
haja formacao de um profissional que esteja habilitado para atender
as novas tendéncias do mercado, isto €, farmacéutico com perfil
multidisciplinar capaz de analisar propriedades moleculares, preparar
alvos e ligantes, além de interpretar os dados gerados pelos diversos
softwares disponiveis.?!

Ainda, a utilizagdo de ferramentas computacionais em aulas
praticas pode ser de extrema relevancia no processo educacional.
Porém, vale ressaltar que o software por si s6 ndo possui a capacidade
de estimular a aprendizagem, sendo necessdrio que a integracao desses
recursos na pratica pedagdgica esteja associada a estratégias que visem
facilitar e potencializar a construgéo do conhecimento.?* Como esses
programas sao capazes de simular situacdes que dificilmente poderiam
ser reproduzidas no ambiente real, a compreensdo dos conceitos
tedricos mais complexos ministrados em sala de aula pode ser adquirida
de forma mais lidica pelos imagens geradas pelos softwares.*>*

Ademais, na perspectiva de metodologias ativas, torna-se
fundamental que os alunos tenham a oportunidade de debater suas
ideias, inclusive diante de pesquisadores da drea, e ndo meramente
apresentd-las ou entregd-las na forma de trabalho. Nesta experiéncia,
os estudantes puderam discutir com um farmacologista e um quimico
medicinal varios aspectos de suas ideias, podendo, portanto, aprimora-
las e sanar algumas duividas. Nao obstante, os melhores projetos foram
selecionados pela equipe da disciplina e avaliadores para receberam
suporte para publicac@o, trazendo mais esse beneficio académico
para os estudantes.

CONCLUSAO

Nota-se que o docking molecular € uma ferramenta util ndo sé

Quim. Nova

nas etapas que compdem o planejamento e desenvolvimento de um
farmaco, mas também no processo educacional, auxiliando na fixagao
dos conhecimentos transmitidos em sala de aula por simular situagdes
que por vezes sdo de dificil compreensdo pelo aluno. Dessa maneira,
formam-se profissionais farmacéuticos multifacetados e aptos para
realizarem as atividades exigidas no mercado de trabalho. Tendo como
plano de fundo o avango desenfreado da pandemia de COVID-19 nos
ultimos anos, a triagem computacional de moléculas bioativas contra
o virus € de extrema relevancia.

De acordo com os resultados obtidos nesta experiéncia, pode-
se inferir que os derivados KAED, QUED e GEND possuem
boa afinidade com Neuropilina-1, TMPRSS2 e 3CLpro/Mpro,
respectivamente, mostrando fortes interacdes com sitio ativo, o
que permite a inibi¢do da enzima, e consequentemente, impede a
replicac@io viral durante a infeccdo por SARS-CoV-2. As demais
moléculas propostas podem ser utilizadas em estudos posteriores
visando melhoria da afinidade com as respectivas macromoléculas,
visto que apresentaram perfil farmacocinético adequado.

Dessa forma, os estudantes foram desafiados a usar os
conhecimentos aprendidos em sala de aula para tentar solucionar
um problema real da sociedade em que estdo inseridos, dentro
da perspectiva de sua futura profissdo. Neste caso em especifico,
ainda conseguiu-se relacionar a importancia do desenvolvimento
de farmacos com a necessidade de agregar valor a flora brasileira,
especialmente a amazonica, para que o Brasil ndo seja tdo dependente
de tecnologia estrangeira no seu sistema de saide. Em suma, foi
uma experiéncia agregadora em vdrios sentidos, que mostrou como
a Quimica Medicinal € ciéncia complexa e multifacetada, sendo uma
das disciplinas mais importantes do curso de Farmdcia.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O tutorial para a realiza¢do do docking molecular, segundo
a metodologia adotada neste trabalho, estd disponivel em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo pdf, com acesso livre.
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