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RESUMO

O enfrentamento da pandemia, iniciada no ano de 2019 e ocasionada pelo novo
coronavirus, o SARS-CoV-2, tem provocado muitos desafios para a ciéncia do
mundo todo. E inédito o modo acelerado, pelo qual vem ocorrendo a busca por
potenciais tratamentos de combate ao virus. Na esteira dessa preocupacdao, esta
pesquisa tem como objetivo buscar flavonoides com potencial de ligantes ao
dominio RBD da proteina S, para o combate da Covid-19. A busca tem como
objeto seis farmacoldgicos originados da flora brasileira. Trata-se de flavonoides,
compostos com consideravel capacidade de promover beneficios a saude. A
definicdo da estrutura do dominio RBD, da proteina Spike (S) do SARS-CoV-2,
gue foi utilizada nesta pesquisa, se deu a partir de uma busca em bancos de
dados, por estruturas do SARS-CoV-2 com e sem inibidores complexados. A
selecdo dos seis flavonoides aplicados na busca por novos inibidores, junto ao
SARS-CoV-2, foi realizada a partir do estudo de alguns trabalhos que
pesquisaram os diferentes tipos desses compostos fendlicos. Em seguida,
realizou-se o docking molecular dos compostos e estruturas selecionados na
proteina alvo. Foram realizados dockings utilizando a estrutura RBD da proteina
S, com o receptor ACE2 humano e sem a ACE2, permitindo a comparacgao entre
os resultados encontrados. Essa comparacao entre os dockings, com e sem a
ACE2, permitiu observar por exemplo diferencas nas quantidades de
aminoacidos encontrados e na qualificacdo posicional da genisteina. Desse
modo, teve-se como resultado a determinacdo de um conjunto de compostos
promissores, sendo possivel destacar que a melhor correlacao foi verificada nas

areas proximas as folhas 8 antiparalelas da estrutura analisada.

Palavras chaves: Proteina S. Triagem. Docking molecular. Covid-19.
DockThor.



ABSTRACT

Facing the pandemic, which began in 2019 and caused by the new coronavirus,
SARS-CoV-2, has caused many challenges for science around the world. The
accelerated way in which the search for potential treatments to combat the virus
has been taking place is unprecedented. In the wake of this concern, this
research aims to seek flavonoids with potential as S-protein ligands to combat
Covid-19. The search has as its object six pharmacological products originated
from the Brazilian flora. These are flavonoids, compounds with considerable
capacity to promote health benefits. The use of the Spike (S) protein of SARS-
CoV-2 as a target was defined from a search in databases, for structures of
SARS-CoV-2 with and without complexed inhibitors. The definition of the six
flavonoids used in the search for new inhibitors, together with SARS-CoV-2, was
carried out from the study of some works that researched the different types of
these phenolic compounds. Then, the molecular docking of the selected
compounds and structures in the target protein was performed. Dockings were
performed using the RBD structure of protein S, with the human ACE2 receptor
and without the ACE2, allowing the comparison between the results found. This
comparison between the dockings, with and without ACE2, allowed us to
observe, for example, differences in the amounts of amino acids found and in the
positional qualification of genistein. Thus, the result was the determination of a
set of promising compounds, being possible to highlight that the best correlation
was verified in the areas close to the antiparallel  sheets of the analyzed
structure.

Keywords: Protein S. Screening. Molecular Docking. Covid-19. DockThor.
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1 INTRODUCAO

Desde dezembro de 2019, quando foi feita a comunicacgéao oficial da cidade
de Wuhan a OMS sobre a nova cepa a populagdo mundial vem enfrentando um
novo tipo de coronavirus, 0 SARS-CoV-2 que gerou uma situacdo pandémica, a
qual fez com que o mundo repensasse o modo de vida e a rotina a qual tinha se
adaptado. O SARS-CoV-2 é um dos agentes causadores dessa sindrome
respiratoria aguda grave — SARS- Severe Acute Respiratory Syndrome. A
denominacéo Covid-19 deriva das palavras Corona Virus Disease e 0 algarismo
19 refere-se ao ano de surgimento da sindrome, 2019.

O Covid-19 entra para a Historia das pandemias, no ano de 2020, de modo
semelhante a Peste Bubonica no Século X1V, a Variola em 1896-1980, a Gripe
Espanhola entre 1918 e 1920 e, em menor escala, a Gripe Suina-H1N1em 2009.

Nesse novo momento historico que passamos, assim cOmo Nos outros
citados, as maiores taxas de mortalidade registradas se ddo em especial, nos
espacos geograficos que apresentam maior vulnerabilidade social. Ou seja,
onde as condi¢cdes socioecondmicas sdo mais precarias e ha uma maior
dificuldade em se realizar o isolamento social, uma das medidas preventivas
dessa nova doenca, considerando que ainda ndo havia vacinas ou remédio para
sua prevencéo. (GUIMARAES et. al. 2020)

Nesse sentido, Guimardes (2020) desenvolveu uma pesquisa, na qual
analisou 8 aspectos principais, quais sejam: “ 1) a area total da ocorréncia de
casos da Covid-19 no Brasil; 2) a area total da ocorréncia de casos de Covid-19
nos 5.570 municipios brasileiros e no Distrito Federal; 3) onde ocorrem casos da
Covid-19 nas regifes brasileiras (macrorregides do IBGE e espacos opacos e
luminosos) no periodo determinado: Ti; 4) como evoluiram os casos da Covid-
19 pelo territorio brasileiro; 5) como evoluiu, periodo a periodo, a ocorréncia de
casos da Covid-19 em um conjunto de municipios brasileiros; 6) o grau de
correspondéncia espacial entre as areas de ocorréncia de casos de Covid-19 e
seus fatores de risco, bem como as vulnerabilidades socioespaciais; 7) no
conjunto de todos 0s municipios, quais Sdo0 0S que apresentam maior
semelhanca segundo os casos da Covid-19? E de 6bitos? Considerar regifes

metropolitanas, capitais, cidades médias e interioranas; 8) no periodo de Ti,
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como evoluiu a correspondéncia espacial entre a ocorréncia de casos da Covid-
19 localmente” (GUIMARAES et. al. 2020, p.125).

A partir do mapeamento daqueles oito aspectos, Guimaraes concluiu que
0 virus se espalhou com mais intensidade nas areas com menor isolamento. A
direcdo, o tempo e a intensidade dos casos de Covid-19 apresentaram
importante relagdo com a questdo econdmica. O autor demonstrou como a
Covid-19 se dispersou de forma variada no territério brasileiro, sendo
influenciada por circunstancialidades, com destaque para as condi¢oes
socioecondmicas (GUIMARAES et. al. 2020, p.136).

A luz dos estudos de Guimar&es (2020), é possivel reforcar, além de outros
aspectos, que o isolamento social definido pela Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), com o aval de diversos especialistas, como a principal medida de
combate a Covid-19., teve importante impacto na dispersdo da doenca. Além
dele foram recomendadas também outras medidas, como é o caso dos habitos
de higiene mais rigorosos.

Uma outra medida protetora comprovada logo no inicio, pela ciéncia, por
meio de dados estatisticos, foi o0 uso de mascaras, descritos na figura 3. Foi
evidenciado que em um par de pessoas, onde uma delas (pessoa A) esta
contaminada pelo virus (portador) e a outra (pessoa B) ndo; caso a pessoa A
esteja sem mascara e a pessoa B com mascara ha uma probabilidade de 70%
de que haja o contagio, no caso contrario, o portador do virus estando de
mascara e a pessoa B ndo, ha uma probabilidade de contaminacdo em torno de
5%. Essa porcentagem cai para 1,5% quando ambas as pessoas estédo fazendo

uso de mascara.
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Figura 1: Probabilidade de contégio do virus relacionada a utilizagdo de méascaras

Manter o uso de mascara
e distanciamento

Portador Probabilidade
do SARS-CoV-2 de contagio

—>»70%

Fonte adaptada: lamarino, 2020

Trata-se de medidas mais dificeis de se adotar em populacbes em
condicBes socioecondémicas desfavorecidas, por iSso se encaixam nos motivos
da maior taxa de mortalidade se concentrar entre essas populacdes, conforme
apontado por Guimaraes (2020).

No que se refere a importancia da vacinacao, as figuras 1 e 2 apresentam
uma comparacdo dos casos no periodo de novembro de 2020, quando as
principais medidas eram o isolamento e uso de mascaras e em outubro de 2021
guando ja havia vacinas disponiveis para uma quantidade consideravel de
pessoas ao redor do mundo. Na figura 2 € possivel analisar o niumero de casos
diarios, por meio do gréafico presente no canto inferior direito, comparado ao
namero de casos diarios presentes no grafico em vermelho no canto superior
direito na figura 3. Essa comparacao deixa evidente a queda de casos diarios
apos o inicio das vacinacdes, uma vez que em novembro de 2020 os casos
diarios chegaram a aproximadamente 600.000 e, em outubro de 2021, apds o
inicio da vacinacéo, € perceptivel uma média de 310.478,5 casos diarios (média

realizada com os dados do dia 1/10 ao 20 /10).
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Figura 2: Quadro com casos mundiais de contaminagdo e mortes de COVID-19 datado de 14/11/2020

E?j COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Science and Engineering (CSSE) at Johns Hopkins University ... =

O Global Deaths S State Level

= 1.308 1 22 Deat‘;\s. Recovered

hs 34.010 deaths,

Global Cases

New York US
19.917 deaths,

India
Brazil

France

Spain

United
Kingdom

Argentina

Colombia

Fonte: Johns Hopkins University. COVID-19: Dashboard by the center for
systems Science and engineering (CSSE). Disponivel em:
<https://gisanddata.maps.arcgis.com/apps/opsdashboard/index.html#/bda7594740fd402994234
67b48e9ecf6 > Acesso em: 14 de nov. de 2020

Figura 3: Quadro com casos mundiais de contaminagdo, mortes e aplica¢des de vacinas datado de 21/10/2021

Total Deaths Total Vaccine Doses Administered

4.927.525 6.730.728.307

28-Day Deaths 28-Day Vaccine Doses Administered
202.320 683.818.895
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u L I-

11.912
1604.228

6394
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66.447

3.749
41237

Fonte: Johns Hopkins University. COVID-19: Dashboard by the center for
systems Science and engineering (CSSE). Disponivel em:
<https://gisanddata.maps.arcgis.com/apps/opsdashboard/index.html#/bda7594740fd402994234
67b48e9ecf6 > Acesso em: 21 de out. de 2021

Por se tratar de uma nova doenca que gerou um colapso no sistema de
saude de diversos paises, lotando hospitais e sobrecarregando meédicos,
enfermeiros e técnicos da area de saulde, os pesquisadores tiveram que buscar
em tempo recorde formas de tratamento ou de amenizar o quadro de pacientes

graves, além da corrida por vacinas com eficacia satisfatoria. Desse modo,
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encontramos na ciéncia a melhor alternativa para aliviar o tragico quadro de
perdas humanas, que se abateu sobre o mundo, desde janeiro de 2020.

Nesse sentido, com a pandemia do Covid-19, mais uma vez a Ciéncia se
revelou fundamental, para a busca por respostas a situacao de urgéncia que se
apresentou para o0 mundo. Isso porque, pela primeira vez na histéria,
rapidamente foi possivel identificar o novo virus como pertencente ao grupo dos
coronavirus, possibilitando acompanhar essa pandemia desde o principio e
ainda criar protocolos de estudos e de aprovacao de vacinas e medicamentos.
(IAMARINO & LOPES, 2020).

Figura 4: llustracdo da cepa da SARS-CoV-2

Fonte: https://www.sanarmed.com/coronavirus-origem-sinais-sintomas-achados-

tratamentos

O SARS-CoV-2 é uma mutacdo do SARS-CoV, que ja circulava entre a
populagdo humana. Em 2003 foi registrada uma epidemia de coronavirus
(SARS-CoV), que também partiu da China, chegou a atingir 26 paises e causou
milhares de mortes. Descobriu-se que foi um virus transmitido de outros animais
para seres humanos, tornando essencial conhecer seu hospedeiro inicial, para
se analisar possiveis chances de uma epidemia assim acontecer novamente.
Desse modo, foram descobertos mais de 200 tipos de coronavirus em diversos

animais silvestres e, nesse caso de 2002 constatou-se que 0 coronavirus era
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muito semelhante ao de morcegos que viviam na regido da China. Concluiu-se
ainda que o SARS-CoV foi inicialmente transmitido dos morcegos para 0S
civetas, pequenos mamiferos asiaticos consumidos como alimento na China e
na india.

Dez anos depois, em 2012, foi identificada no Oriente Médio uma mutagéo
de coronavirus chamada de MERS-CoV (Middle East Respiratory Sydrome
COronaVirus), nesse caso o coronavirus de morcegos foi transmitido para os
camelos, animais de criacdo na Arabia Saudita. Os camelos passaram a doenca
para seus tratadores, que passaram para 0s médicos gerando mais um grande
surto.

Atualmente, sabe-se que o surgimento do SARS-CoV-2 advém de
mutacdes do antigo SARS-CoV ocorridas em popula¢cbes de morcegos, que
posteriormente passaram a infectar humanos e, assim como a influenza (H5N1,
H1N1 e H7N9), emergiram de populac¢des de animais comercializados vivos nos
chamados “mercados umidos”, causando infeccbes respiratérias graves e
mortalidade nos seres humanos, assim como crises econdmicas regionais e
globais. (GE et al., 2013; MENACHERY et al., 2015; SONG et al., 2019; ZUMLA
et al., 2016).

A transmissdo e infeccdo pelo SARS-CoV-2 ocorre de humano para
humano por meio de goticulas respiratorias ou pelo convivio direto com o
infectado. Essa doenca sistémica da origem a um conjunto de sintomas, que sao
em geral, tosse, dores de cabeca, perda de olfato e paladar, febre e falta de ar,
0S quais podem aparecer entre 2 e 14 dias apoés a infec¢cao. No entanto, grande
parte dos infectados podem ser assintomaticos. Em casos graves podem
aparecer complicacdes hepaticas, gastrointestinais, neurologicas, insuficiéncia
respiratéria, pneumonia grave, levando o paciente a necessitar de ventilacdo
mecanica, ou até mesmo ao 6bito. (SHANMUGARAJ et al., 2020; ZUMLA et al.,
2016).

Desde o inicio da pandemia alguns remédios ja disponiveis tém sido
utilizados para tentar controlar a doenca em pacientes com COVID-19. Dentre
esses medicamentos que foram testados temos: a ribavirina, corticosteroides e
a cloroquina/hidroxicloroquina. A ribavirina é conhecida ha bastante tempo por
ser um antiviral de amplo espectro e a cloroquina é rotineiramente utilizada no

tratamento de enfermidades como malaria, amebiase, HIV e doencgas
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autoimunes (HAAGMANS; OSTERHAUS, 2006; VINCENT et al., 2005; ZUMLA
et al., 2016). Alguns estudos mais recentes, da segunda metade do ano de 2020,
mostraram que a ma administracdo desses medicamentos pode piorar o quadro
de pacientes que estdo contaminados e com sintomas leves. Além do fato de
nao serem preventivos e nem bem-sucedidos para a cura dessa infeccéo.

Com a liberacdo emergencial de algumas vacinas foi possivel reverter
paulatinamente o quadro de colapso mundial dos sistemas de saude, mas como
observado na figura 2, em alguns paises esse colapso se arrastou pelo ano de
2021. E possivel observar também que a aplica¢do de vacinas ainda n&o se
configurou como uma solugcdo do problema. A doencga continua a acometer
pessoas num ritmo elevado.

A presente pesquisa, ao optar pela utlizacdo dos flavonoides, é
influenciada pela imunoterapia, um tratamento cujo foco € a utilizacdo de partes
do sistema imunologico para o combate de determinadas doencas. Pode ser
realizada estimulando as defesas naturais do sistema imunologico fazendo com
que ele trabalhe com mais eficiéncia para atacar células infectadas. E possivel
efetiva-la também por meio da producédo de substancias em laboratérios que
podem ser usadas para ajudar no combate a infeccao
<https://www.cancer.org/treatment/treatments-and-side-effects/treatment-
types/immunotherapy/what-is-immunotherapy.html> Acesso em: 01/05/2022

A imunoterapia € um tratamento biolégico cujo objetivo € o de potencializar
o sistema imunolégico. Esse método é utilizado para o tratamento das infec¢des
e diversos tipos de doencas, incluindo cancer, doencas autoimunes como 0O
Lapus e Crohn, dentre outras. Coughlin e Prabhakar relatam que o uso de
anticorpos monoclonais humanos (hmAbs) mostraram eficiéncia na terapéutica
de pacientes com SARS- CoV. A maioria dos hmAbs reagiu especificamente com
o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina spike (S) impedindo a
ligacdo ao receptor. Sendo assim, focaremos nesta pesquisa na proteina S do
virus, mais especificamente em seu receptor (RBD) (COUGHLIN; PRABHAKAR,
2012).

No contexto da imunoterapia, os flavonoides que sdo o objeto desta
pesquisa se constituem como compostos polifendlicos naturais nas plantas,
encontrados em sementes, caules, folhas, flores e frutas. Esses compostos tém

importantes efeitos bioquimicos e fisioldgicos nas plantas além de atuarem como
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antioxidantes, inibidores de enzimas, precursores de substancias toxicas e
pigmentos tonalisantes. Os flavonoides sédo também um dos responséaveis pela
fotossensibilizacdo e transferéncia de energia, acbes de hormodnios e
reguladores de crescimento, controle de respiracdo, fotossintese, morfogénese,
determinacdo de sexo e defesa contra infecgbes (PUTINHON, 2016, p. 20) . A
identificacdo de flavonoides com maior potencial de ligagdo a proteina S tem
como base metodolégica a bioinformética.

1.1 Bioinformética

A bioinformatica ainda se configura como uma ciéncia nova e complexa,
cuja definicdo néo é trivial, sendo assim as discussdes sobre suas caracteristicas
possuem uma certa flexibilidade. Genericamente podemos definir a
Bioinformatica como o ramo da ciéncia que se utiliza de ferramentas
computacionais para analisar, manipular e compartilhar questdes referentes as
ciéncias biolégicas. Esse ramo pode ser relacionado também a éarea de
planejamento de novos farmacos. (VERLI, 2014).

Segundo Hugo Verli (2014, p. 3-5), a década de 1950 pode ser considerada
como o marco inicial da bioinformatica. Nesse ano foi publicado pela Nature o
trabalho de Watson e Crick sobre a estrutura em hélice da molécula de DNA,
considerado como base essencial, para os estudos atinentes ao atual
entendimento das moléculas e suas devidas funcdes. Dentre esses estudos
destacam-se: no inicio da década de 1950 o trabalho de Linus Pauling e Robert
Corey, dez anos depois, os estudos de Ramachandran; além desses dois
trabalhos, cumpre destacar a importancia da pesquisa de Margaret Dayhoff,
dedicada a sistematizacdo do conhecimento das proteinas, no ano de 1965, que
se configurou como a base do que entendemos hoje por bioinformatica. Outro
trabalho fundamental para a bioinforméatica, trata dos estudos de John Ward e
Robert Stotz, os quais tiveram como resultado o primeiro relato da utilizacdo de
programas computacionais para visualizar estruturas tridimensionais, que foi
publicado por Cyrus Levinthal, no ano de 1966 (VERLI, 2014).

Nesta area de amplo espectro a identificagdo de um problema biolégico
relevante para trabalhar, que disponha de dados relevantes e demande a
utilizacdo de modelo, algoritmo, ferramentas, configura-se como uma pesquisa

em bioinformética. Nesse sentido, trata-se de um campo interdisciplinar de
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pesquisa. E um campo de pesquisa no qual se aplicam diversas areas da ciéncia
em técnicas de informéatica. Os dados obtidos promovem uma otimizacéo,
principalmente de tempo e custos para se chegar ao estudo experimental (in
vivo) (JARDINE et al., 2017).

Entre as principais fungBes dessa é&rea estdo: desenvolvimentos de
algoritmos, andlise estruturais de comparacado, classificacdo, predicdo de
proteinas, predicao de interacdes de proteina ligante, interpretacdo de dados,
analise em banco de dados. A partir dessas funcbes é possivel atuar em
diferentes areas como, por exemplo, a medicina molecular, o desenvolvimento
de farmacos, a andlise forense, a biotecnologia, entre outras (JARDINE et
al.,2017).

Desde dezembro de 2019, mais uma vez, a area de bioinforméatica tem sido
fundamental na busca por novos saberes que vém contribuindo sobremaneira

para o enfrentamento dessa situacao pandémica.

1.2 Sequenciamento genético e estrutura do virus

O genoma do novo coronavirus ja foi sequenciado e o0s cientistas
descobriram que esse virus estd inteiramente correlacionado a outros
coronavirus conhecidos, apresentando 80% de identidade ao SARS-CoV. Os
Coronavirus séo da ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, séo virus de RNA
de cadeia simples ndo segmentada, de sentido positivo e possuem
aproximadamente 26 a 32 kb. Os CoVs séo subdivididos em quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus (BCoV), Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus, sendo o SARS-CoV-2 um Betacoronavirus (CHEN; YIU;
WONG, 2020; LI; CLERCQ, 2020).

Os virus dessa familia possuem seu corpo formado apenas por material
genético e protegido por dois envoltérios, um capsideo, um envoltério de
proteinas, e um envelopado, uma protecdo lipidica externa, conforme

apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Constitui¢do do virus

Acido Nucleico

Capsideo

Envelope

Fonte: Elaborado pela autora, a partir das informacdes de
https://www.youtube.com/watch?v=paklYrOUmZs

Os genes do coronavirus (Figura 5) codificam quatro proteinas estruturais
gue sao a glicoproteina Spike (S), a proteina de Envelope (E), a proteina da
Membrana (M) e a proteina Nucleocapsidica (N).

A proteina N possui um nuacleo capsideo que tem forma helicoidal e
interage com o RNA viral para formar a ribonucleoproteina (complexos de acido
ribonucleico (ARN) e proteina presentes no nucleo celular durante a transcricao
(processo no qual ocorre a sintese do RNA a partir do DNA) e subsequente
modificacdo pos-transcricional do recém-sintetizado ARN (pré-ARNm).

A proteina E auxilia na montagem dos virions (particula de virus que se
encontra fora das células hospedeiras), além de apresentar atividade de canal
ibnico in vitro, que é eficiente para o trafego de virions pela via secretora. Foi
demonstrado também que a proteina E inibe a resposta ao estresse da célula
hospedeira, implicando diretamente na patogénese.

A M é a proteina integral de membrana responsavel pela montagem do
virus, atuando no ajuste de tamanho, formato e na captura de outras proteinas
estruturais no local de brotamento (KANDEEL et al., 2020; NEUMAN et al., 2011;
RISCO et al., 1996; RUCH; MACHAMER, 2012).

O genoma do coronavirus (Figura 6) é organizado em 10 trechos de leitura
aberta (ORFs), a extremidade 5' codifica a ORFl1a e ORF1b, que sado traduzidos
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para dar origem a grande poliproteina, que é clivada em dois componentes
individuais funcionas, a PP1la e PPlab pelas cisteina protease do tipo papaina
(PLpro) e serina protease do tipo 3C (3CLpro), para produzir proteinas nao
estruturais. Tanto a RNA polimerase RNA dependente (RpRd) e helicase (Hel),
como as proteases PLpro e 3CLpro sdo vitais para a replicacao do virus. A
protease 3CLpro do tipo 3-quimotripsina (também denominada protease
principal ou Mpro; PDB 2BX4) é relatada em estudos como um promissor alvo
de drogas contra o coronavirus (CHEN; YIU; WONG, 2020; KANDEEL et al.,
2020; YANG et al., 2005; ZUMLA et al., 2016).

Figura 6: O genoma do coronavirus de RNA de cadeia simples, de aproximadamente 26 a 32 kb. Organizado na
ordem de 5’ o trecho de leitura aberto (ORFl1a/b) que representa dois ter¢os do genoma de CoV e codifica a grande
poliproteina, que posteriormente serd clivada em PP1a e PP1ab . O terco de 3' do genoma do CoV codifica as
proteinas estruturais (S, E, M e N), essenciais para ligagdo virus na célula hospedeira e montagem do virion.

Proteinas n3ao estruturais Proteinas estruturais
1 5,000 10,000 15,000 20,000 25.000 30,000 32,500
SARS-CoV oo
sl | I s o e e l% I OR[F”’ T DLLhJHFb
WESTSN RaRp | Hel ] S L

Fonte adaptada: ZUMLA et al., (2016)

No corpo humano o virus precisa inicialmente reconhecer na membrana
plasmatica um alvo especifico, que no caso da Covid-19 é a proteina ACE2
(Angiotensin-Converting Enzyme 2). O virus afeta especialmente locais onde
existem mais células com o receptor ACE2, o qual é produzido na membrana de
células que regulam a pressdo sanguinea dos pulmdes, intestino, rins e vasos
sanguineos e, é responsavel pela quebra da angiotensina em duas, promovendo
a vasodilatacao e diminuindo a presséo do sangue.

As principais vias de entrada do SARS-CoV-2 nos seres humanos sao o
nariz, boca e olhos. ApGs entrar no corpo humano o tempo médio de incubacao
do virus, inicialmente, era de 5 dias, periodo em que o virus esta se replicando
nas células do corpo infectado. Entretanto, com o surgimento de variantes como
a dmicron e a BA.2, identificou-se um encurtamento desse periodo. Logo apés o
periodo de incubacgédo ja é possivel que a pessoa infectada experimente alguns
dos principais efeitos causados pelo virus como dor de garganta e de cabecga,

falta de paladar e olfato, tosse seca, em alguns casos febres e em casos mais
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graves, insuficiéncia respiratéria. Até 0 momento concluiu-se que a carga viral
presente no corpo é de suma importancia para o agravamento, ou ndo do quadro
do paciente, de modo que quanto maior a carga viral, maiores as chances de a
pessoa infectada apresentar um quadro grave da doenca.

A gravidade da infeccdo ocorre devido a forma como o virus invade a célula
humana, enfraquecendo-a. A figura 7 representa o ciclo da SARS-CoV-2 na
célula hospedeira. A invasao celular ocorre apds o reconhecimento da proteina
ACE2. Apo0s a invaséo o virus aproveita-se da acdo do endossomo para fundir
seu envelope com a membrana da célula hospedeira onde o virus se
desempacota. Como o genoma do virus é feito por RNA, ele é imediatamente
traduzido pelos ribossomos, dando origem a proteinas que serao futuras copias
desse virus geradas por enzinas produzidas a partir do genoma. Grande parte
dessas cOpias passam a integrar 0 material genético desses novos virus que se
instalardo no citosol, outras serdo traduzidas pelo ribossomo nesse local
formando a proteina N no capsideo. Outras participardo, ainda, da sintese de
proteinas nos ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico granuloso,
passando pelo complexo de Golgi, onde sédo modificadas e levadas em vesiculas
formadas pela membrana do complexo. No citosol apés montado o virus é
colocado para fora da célula, infectando células vizinhas e dando continuidade a
essa multiplicacdo. (IAMARINO & LOPES, 2020)

Figura 7: Ciclo SARS-CoV-2 na célula hospedeira
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1.3 Proteina S

A proteina S, cuja nomenclatura se derivada do inglés Spike, € uma
espicula que confere o formato de coroa caracteritico do SARS-CoV-2. E por
meio da proteina S que o virus identifica em quais proteinas das células
humanas deve se ligar, fazendo o contato fundamental entre virus e célula
hospedeira permitindo que o genoma viral entre, se replicando na célula humana.
As figuras 8 e 9 apresentam a estrutura da Covid. A proteina Spike foi escolhida
para esse estudo justamente por sua funcao e pelo fato de estar exposta, sendo
o alvo mais vulneravel do virus. (Bosch, Van der Zee, De Haan e Rottier, 2003).

Figura 8: Representacgdo da Covid
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Fonte: WIKIMEDIA, s.d.

http://www.crfsp.org.br/images/arquivos/Manual orientacao.pdf
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Figura 9: Estrutura Covid, Spike e RBD
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Membrane (M)
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ssRNA
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Fonte: (Singh,2020)

A glicoproteina Spike (S) é uma proteina de membrana indispensavel no
processo de adsorcdo do virus a célula hospedeira, se ligando a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2), que atua como receptor funcional para
SARS-CoV-2. Durante a interacdo, a glicoproteina S se divide em duas
subunidades S1 e S2 que interagem entre si por meio de ligacbes nao
covalentes.

A subunidade S1, parte superficial da proteina S, é a regido em que se
localiza o dominio de ligacdo ao receptor (RBD), fracdo da estrutura a qual se
liga ao receptor. A subunidade S2 serve de suporte para S1, definindo a fusao
da membrana (Hoffmann et al., 2020).

A S1 apresenta dois dominios, o dominio N-terminal (S1-NTD) e dominio
C-terminal (S1-CTD), por meio dos quais potencialmente se ligam aos receptores
ACE2 humana e funcionam como dominio de ligagdo ao receptor (RBD).

A subunidade S2 atua durante a fusdo das membranas plasmaticas do

virus e da célula hospedeira. Estudos revelaram que o SARS-CoV e 0 SARS-

26



CoV-2 utilizam o mesmo receptor ACE2 para infectar a célula hospedeira. No
estudo de Wan e colaboradores (2020) foi realizado o sequenciamento do SARS-
CoV e do SARS-CoV-2 e os dados mostraram que uma unica mutagéo no SARS-
CoV-2, no residuo N501 (correspondente a mutacao do residuo S487 do SARS-
CoV), pode aumentar significativamente a afinidade de ligacao entre o RBD da
proteina S do CoV2 e a ACE2 humana. Devido a grande importancia da
interacdo da proteina Spike com o receptor ACE2, estudos séo direcionados a
essa proteina viral (S) com o intuito de encontrar uma molécula que possa
impedir a ligagdo desse complexo, dificultando assim a infecgéo viral (BAGLIVO
et al., 2020; HAAGMANS; OSTERHAUS, 2006; VINCENT et al., 2005; WAN et
al., 2020; ZUMLA et al., 2016).

Desta forma, vale a pena reforcar que, devido a funcéo da subunidade S1
de se ligar a receptores de superficie das células do hospedeiro e da subunidade
S2 de mediar a fusdo entre membranas célula-célula e célula-virus (XIA et al.,
2014); a proteina Spike tem sido escolhida como a principal proteina estrutural
de estratégias terapéuticas para bloqueio da entrada de coronavirus na célula
do hospedeiro (WU et al., 2020).

Analisando do ponto de vista do hospedeiro, o receptor ACEZ2, € outro alvo
gue tem papel fundamental na entrada e contagio do virus na célula humana. A
enzina ACE2 apresentou interacfes importantes com aminoacidos chaves do
dominio RBD da proteina S (WAN et al., 2020).

A proteina ACE2 possui 805 aminoacidos e consiste em 4 regides: i)
peptideo sinal na regido N-terminal; ii) dominio extracelular catalitico; iii) dominio
transmembranar; e iv) o dominio intracelular na regido C-terminal. Estudos
recentes mostram que a interacdo da proteina receptora ACE2 com a proteina
de superficie S do coronavirus ocorre pela sua regido catalitica em um sulco
profundo que é carregada negativamente e circundada por pequenas regides
hidrofébicas (PRABAKARAN; XIAO; DIMITROV, 2004) essa ligacdo esta

representada na figura 10.
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Figura 10: Ligagdo Spike e ACE2
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Fonte: https://www.diariodasaude.com.br/news.php?article=proteina-espicula-

novo-coronavirus&id=14963

1.4 Polifendis: os flavonoides e sua acao antiviral

Nos ultimos anos houve um aumento na tendéncia cientifica global pela
busca de compostos naturais como base estrutural para o desenvolvimento de
farmacos, esse caminho pode ser uma alternativa para buscar as perspectivas
para tratamento de infec¢des virais. Para compreender as mdltiplas vias de
sinalizacao alteradas pela infeccéo criaram modelos para avaliar o potencial dos
compostos naturais contra a infeccdo por SARS-CoV-2 utilizando como base os
parametros farmacolégicos e previsdes de sistemas computacionais como
plataforma utilizada para RSV (GIRARD; TURGEON; GAUTHIER, 2003;
GRYMONPRE et al., 2001; SEYREK et al., 2003).

Entre as diferentes familias de compostos naturais, os fenilpropanoides
constituem uma grande familia de compostos fendlicos produzidos por plantas
originados a partir da desaminacdo do aminoacido L-fenilalanina, geralmente
funcionando como fitoanticipinas ou fitoalexinas. Existem diversas classes
oriundas desses compostos, dentre elas: chalconas, flavonoides, flavonois,
isoflavanonas, isoflavonas, antocianinas, taninos, lignina e estilbenos. Os
flavonoides, cuja estrutura geral estd apresentada na figura 11, oriundos de
chalconas, representam um dos grupos fendlicos mais importantes e

diversificados entre os produtos de origem natural, devido a diversidade em
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termos de estrutura, peso molecular, tamanho, facil absorcéo, fungéo e impacto
na saude, ampla distribuicdo no reino vegetal e por serem integrantes das dietas
humana e animal (BAVARESCO et al., 1997; LANGCAKE; PRYCE, 1976;
SIEMANN; CREASY, 1992).

Figura 11: Estrutura geral de um flavondide

Fonte: Vijayakumar et al

As principais razbes para 0 crescente interesse em polifenois estdo no
reconhecimento de suas propriedades antioxidantes e da sua utilidade potencial
na quimioprevencdo de varias doencas associadas ao estresse oxidativo, tais
como cancer, doencas cardiovasculares, doencas infecciosas e doencas
neurodegenerativas, conferindo-lhes significativa importancia farmacolégica
(CAZAROLLI et al., 2008; KURODA; HARA, 1999; RAMASSAMY, 2006).

Varios estudos ja relataram o efeito de algumas chalconas, flavonoides e
estilbenoides sobre a replicacdo viral em animais. Nesses estudos foram
descritas suas atuacdes na inativacdo direta, afetando a entrada do virus na
célula, por meio da inibicdo da sua replicacdo e de efeito terapéutico, diminuindo
sinais clinicos e a infectividade viral (DU et al., 2003; ISHITSUKA et al., 1982;
MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; VINSON, 1998).

As chalconas (1,3-diaril-2-propen-1- onas) sdo conhecidas por serem as
moléculas precursoras dos flavonoides e apresentarem atividades anti-
inflamatoria, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria e antiviral ja descritas. A
chalcona Ro 09-0410 (4', 5-diidroxi-3,3',7-trimetoxiflavona), por exemplo,
apresentou efeito de inativacdo especifica do Rhinovirus em experimentos de
cultura de célula HeLa (ISHITSUKA et al., 1982; NOWAKOWSKA, 2007).

Diante da situagdo mundial atual, na falta de terapéutica e profilaxias contra

0 NoVO coronavirus, a presente proposta se identifica com estudos que tém como
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alvo a utilizacdo de técnicas e habilidades cientificas multidisciplinares para o
entendimento dos processos e mecanismos moleculares de interacdo proteina
viral/farmaco, a fim de identificar novas moléculas com potencial para eliminar

Ou amenizar os sintomas da COVID-19.

2 OBJETIVO E FUNDAMENTAQAO

Esta pesquisa tem como foco investigar, por meio de ferramentas
computacionais, os flavonoides, que sdo moléculas de origem natural, com maior
potencial de atuar no bloqueio da atividade da proteina S do SARS-CoV-2. A
proteina S e o receptor celular ACE2 sdo, como ja mencionamos, importantes
para o reconhecimento celular e também no ciclo replicativo viral, bem como na
transcricdo e traducdo das proteinas virais (helicase, Nsp13 e Nspl).

Nessa perspectiva, 0 objetivo principal desta pesquisa foi a busca, entre
alguns flavonoides, por pequenas moléculas com potencial de inibicdo da
proteina S para o combate da COVID-19, causada pelo novo coronavirus. Para
alcancar esse objetivo foram desenvolvidos 0s seguintes objetivos especificos:

a. Estudo da proteina do virus;

Selecéo da estrutura no PDB,;
Busca por regides de interacoes;
Selecédo dos flavonoides mais promissores;

Realizacédo dos dockings com e sem a ACEZ2;

-~ ® oo o

Analise dos resultados obtidos no docking direcionado.
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2.1 Fundamentacdao tedrica (modelagem matematica, definicdo de docking,
descricdo matemética da plataforma utilizada)

A modelagem matematica consiste na tentativa de descrever
matematicamente um fendmeno. Se refere ao estudo de simulacdo de sistemas
reais para prever seu comportamento, sendo utilizada em diversos campos de
pesquisa. Segundo o matematico Jonei Barbosa (2004) a area de modelagem
esta correlacionada a problematizacdo, a criacdo de perguntas ou problemas e
a investigacao, busca e manipulacdo das informacdes obtidas, tudo isso com
enfoque na reflexdo l6gica e matematica sobre determinado problema proposto.
(BARBOSA,2004) . Seguindo essa linha da modelagem matematica, temos o
Docking, ou atracamento molecular.

O Docking molecular, € o processo que calcula o ajuste mais apropriado
para o encaixe entre duas moléculas tridimensionais por meio de pequenos
ligantes se moldando a sitios especificos. Esse tipo de modelagem matematica
computacional de docking entre proteina e ligante € baseado no modelo chave-
fechadura de Emil Fisher de 1984. A associacao feita nessa analogia consiste
em: o receptor € comparado a fechadura, o sitio de ligacdo é considerado o
buraco da fechadura e o ligante a chave, desse modo a ac&o de abrir e trancar
a porta se relaciona a interacdo entre o ligante e a proteina conforme ilustra a
figura 12 (VERLI, 2014, p.200).

Figura 12: Representagao chave-fechadura
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Diferentemente da acdo realizada entre chave fechadura em que se
relacionam objetos rigidos, na natureza, tanto o ligante quanto a proteina sao
flexiveis; ou seja, é possivel ocorrer modificagdes conformacionais durante o
processo realizado. A formacdo entre o complexo proteina ligante pode ser
representada conforme ilustra a figura 13. Essa flexibilidade esta relacionada as
suas atividades, como por exemplo as catélises das reacdes enziméaticas, 0
transporte de proteinas pela membrana, ou mesmo mudancas conformacionais

relacionadas a formas ativas ou inativas da proteina (VERLI, 2014, p.200):

Figura 13: Formagdo do complexo proteina-ligante

Proteina Complexo

Ligante

Fonte: VERLI, 2014, p.200

No processo de docking é explorado o grau de liberdade do ligante. A
funcdo score corresponde a qualidade de predicdo. Assim dizendo, apresenta
uma pontuacdo Otima, ou a afinidade, em relacdo a possiveis formacfes de
complexos reais probabilisticos. Pela figura 14 é possivel observar que o estado

de energia minima representa o melhor resultado entre receptor ligante.
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Figura 14: Energia minima e o melhor resultado entre receptor ligante

E e

>

M
Coord. Conformacionais

Fonte: Esther Camilo dos Reis, p19, 2008

Para o reconhecimento de grau de afinidade otimo entre proteina-ligante
sdo consideradas suas caracteristicas fisico-quimicas relacionadas as
interacdes intermoleculares presentes no complexo em questdo. Dentre essas
interacdes destacam-se:

a. LigacOes de hidrogénio;
Interacdes de Van der Waals;
Interacdes idnicas;
Interacdes hidrofobicas;

Interacdes cation-Tr;

-~ ® oo T

Interagbes aromaticas 1-1m € empilhamento-T; e
g. Coordenacdo com ions metalicos.

Outro fator a ser considerado para analise do grau de afinidade sdo as
caracteristicas estruturais. Essas estdo relacionadas aos arranjos de
posicionamento e rotacédo espaciais das moléculas (VERLI, 2014, p.191).

Para sabermos se ha uma alta afinidade entre proteina e ligante devemos
analisar as seguintes propriedades:

a. A proteina e o ligante devem possuir uma alta porcentagem de suas
superficies de contato moleculares, a qual é definida pelos raios de Van

der Waals;
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b. Alta mutualidade de propriedades associadas as superficies de contato
moleculares, como a eletrostética;

c. O ligante deve estar atracado em uma conformacdo energeticamente
favoravel e;

d. As interacdes repulsivas entre ligante e proteinas devem ser minimas.

2.2 Definicdo e andlise matematica da afinidade (score) e da plataforma
Dockthor

A plataforma DockThor, escolhida para esta pesquisa, constitui-se por um
programa que faz uso de duas funcdes, uma para a predicdo da pose e, outra
para a predi¢ao da afinidade receptor-ligante.

Essas fungdes sédo baseadas em campos de for¢a da mecanica molecular.
Melhor dizendo, referem-se a forma funcional e conjunto de parametros usados
para calcular a energia potencial de um sistema. Em sintese, esta predigéo esta
relacionada a posicéao de determinado corpo e sua interacdo com outros corpos.

As andlises fazem uma funcéo estatistica gerando uma funcéo score de
pares de atomo que tenha sua estrutura 3D conhecida. Ja para as funcdes
empiricas precisa de dados estruturais para informacdes de afinidade, tentando
obter o conhecimento de modo que minimize o erro do AG. Sado baseadas em
estrutura experimentais montadas em cima desse modelo.

O DockThor é um programa baseado em grade, ou seja, ele considera o
receptor rigido. Nessa metodologia discretiza-se uma malha em volta do sitio

ativo, conforme ilustra a figurals.
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Figura 15: Configuragdo de grade utilizada pelo DockThor

Fonte: https://www.dockthor.Incc.br/v2/tutorials/Tutoriall_1HPV.pdf

Quando € mapeado o potencial de interacao intermolecular eletrostético,
associado ao potencial de Lennard Jones faz-se uma busca, na qual gera uma
conformacao dentro do cubo da grade e quando o atomo cai dentro do volume
desse cubo é necessario apenas interpolar os 8 pontos do cubo (Figural4) para
encontrar a energia da proteina.

O Potencial Lennard Jones consiste em um modelo que descreve a
interacdo entre atomos neutros que estdo sujeitos a duas forcas distintas: uma
de atracdo e outra de repulsdo. As forcas atrativas, de Van der Waals, sdo
representadas pela forca de dispersdo de London: Uma molécula, mesmo que
seja apolar, pode possuir muitos elétrons se movimentando rapidamente, de
modo que, em determinado momento tenha mais elétrons de um lado do que de
outro, ou seja estarda momentaneamente polarizada e, consequentemente,
provocara a polarizacdo de uma molécula ao lado, desenvolvendo uma fraca
atracdo entre elas. A segunda forca descrita, a forca de repulsédo € gerada pela
aproximacao de nucleos atébmicos.

Uma das principais vantagens dessa metodologia que a plataforma segue
€ a velocidade. Caso fosse computar por meio de somatério, seria necessario

um somatério sobre todos 0os atomos da proteina para cada atomo do ligante.
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Em contrapartida, na plataforma DockThor, a cada atomo do ligante é preciso
fazer apenas uma interpolacao linear. Quanto mais perto das arestas, menor é
a energia. Ao passo que, a interpolacdo € mais acurada quanto menor for a
discretizacdo. (MAGALHAES et. al.; 2014)

Para a predicdo da pose, o DockThor usa o campo de forca MMFF94
(Merck Molecular Force Field) campo de forca classico. A plataforma foi
parametrizada usando célculos quanticos ab inistio, possui 94 tipos de atomos,
além de parametros definidos para mais de 20 familias quimicas. (MAGALHAES,
2014) E um campo de forca all atomo sendo necessario que todos os atomos de
Hidrogénio do ligante estejam presentes (conforme mostraremos mais a frente)

O célculo de score de energia interna é formado por uma somatéria entre
3 energias de interagcdes: uma torsional, uma de Lennard Jones e uma

eletrostatica, conforme representada na equagéao 1.

Equagdo 1

Score = Etorsional + ELenard]ones + Eeletrostética

A energia de interacao torcional refere-se a um conjunto de 4 atomos
ligados, conforme ilustra a figura 16, sendo o angulo formado entre os atomos,
0 angulo do diedro. A realizacdo desse célculo envolve a extensao da barreira
energética para torcdo, o numero de minimos na curva de energia potencial, o

angulo diedral de ligacéo central em relacdo aos atomos entre outros fatores.

Figura 16: Representagdo geométrica do angulo de tor¢do

Fonte: elaborado pela autora
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A energia de Lennard Jones, ou potencial de van der Waals se formam a
partir da polarizacdo de moléculas ou grupos de atomos e, se referem a ligagcbes
fracas relacionadas a atragdo de dipolos elétricos, como exemplifica a figura 17.
O potencial Lennard Jones representa essa forga atrativa a longas distancias ou

repulsivas em curta distancia, matematicamente.

Figura 17: LigacOes entre dipolos atomicos/moleculares

e—9=09

Fonte: elaborado pela autora

Por fim, a energia de interacao eletrostatica, calculada a partir da Lei de
Coulomb, trata da forca de interacdo entre duas cargas através da repulsdo ou

atracdo entre elas conforme ilustra a figural8.

Figura 18: Representacao da Lei de Coulomb

Atracao Repulséo
Cargasde t Cgrgas dge
Q1 S[l::als OPOSI:__:S Q7 = Q1 mesmo sinal Q2 -
) - E k.
% d ‘ Fe Q1 Q2 Fe
| |
d |

Fonte: elaborado pela autora

Normalmente, outros programas precisam realizar calculos quanticos para
encontrar as cargas parciais. No entanto, o campo de forca MMFF94

desenvolveu um processo de parametrizacdo automatica que tem uma carga
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inicial g? que pode ser acrescida ou decrescida de carga, dependendo da
polaridade do &tomo aos quais aquele determinado &tomo esté ligado.

Em resumo, as duas principais caracteristicas que motivaram a escolha do
DockThor foram: o fato de ndo precisar fazer célculos quanticos e a propriedade
da plataforma, de levar em consideracdo o ambiente quimico ao qual aquele
atomo esta ligado.

Melhor dizendo, a plataforma possui muitos &atomos ligados
parametrizados, além de diversos grupos quimicos, ndo sendo necessario
realizar esses célculos quanticos, o que é de extrema vantagem quando ha
metais e ions.

Além disso, tanto a proteina quanto o ligante estdo parametrizados com o
mesmo campo de forca. Quando é necessaria a realizacdo de calculos, em
muitos casos, ao se acrescentar uma carga parcial vinda do calculo quantico,
desconsidera-se, o fato de esse campo de forga ter sido parametrizado junto,
tanto a parte de van der Waals, quanto a parte eletrostatica e esta apenas
modificando um dos parametros. Enquanto no caso da MMFF94 tanto proteina
guanto ligante carregam o mesmo campo de forca sem introduzir nenhuma
“perturbacdo” nessa parametrizacdo. (MAGALHAES, 2006)

A plataforma é descrita como um campo de forca pose prediction, iSso
significa que o calculo da entalpia de ligacao entre o ligante e a proteina, € muito
eficiente para encontrar a pose. Isso ocorre porque, quando o mesmo ligante &
dockado em um sitio ativo, tem-se toda uma parte de entropia do ligante ou do
solvente. Como se trata da mesma pose, de uma para outra, acabam se
cancelando. E um campo de forca sem solvatacdo, a energia liberada n&o
guebra a rede de cristal e prevé a pose com uma alta taxa de sucesso.

O DockThor possui uma funcdo empirica desenvolvida para prever a
afinidade de ligacao, representada na equacgao AG.

Normalmente, um algoritmo de busca tem como funcdo procurar 0 minimo
global, o DockThor usa um algoritmo de multiplas solucdes que durante o
algoritmo calcula os varios minimos locais (Figura 19) e quando termina de rodar
apresenta um conjunto dos melhores modos de ligacédo encontrados para aquele
ligante, o que aumenta a chance de encontrar o minimo global associado a

estrutura nativa.
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Figura 19: Representagdo dos minimos locais encontrados pelo algoritmo

;Y\_.g\’/‘ I | *f&?f’
I

Fonte: Magalhdes 2006

O célculo de score da plataforma DockThor é realizado por meio do
reconhecimento molecular entre proteina-ligante através da combinacdo da
energia térmica (efeitos entalpicos) e a desordem causada em um sistema
termodinamico (efeito entropico). Esses efeitos associados estédo diretamente
ligados a uma constante de equilibrio e geram uma grandeza termodinamica que
prevé a espontaneidade de uma determinada reacdo quimica. E possivel
determina-la por meio da energia livre de Gibbs, cujo intuito € prevenir a
espontaneidade de uma reacéo quimica, representada por AG na equacao 5. Os
fatores dominantes para essa representacdo sao entalpia, entropia e

temperatura do sistema analisado.

Equagdo 2

AGyy = AH — TAS = —RT InK,,

by

De modo que, AH se refere a variacdo de entalpia, T diz respeito a
temperatura absoluta, AS é relativo a variacdo de entropia e R corresponde a
constante universal dos gases.

A geracao da populacéao inicial é aleatoria, no entanto, sempre sera gerada
dentro da grade de energia delimitada para o docking, o que torna o algoritmo
totalmente independente da posicao inicial do ligante.

A primeira solucéo é agrupada e sdo encontradas algumas areas principais
para entdo, gerar uma nova populagédo por meio da distribuicdo de Cauchy.

A distribuicdo de Cauchy, é a distribuicdo de probabilidades dada pela
funcdo densidade de probabilidade, em volta dessas areas preferenciais dos

sitios ativos de ligacdo, pode também ser simulada como a razdo entre duas
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normais independentes. ApoOs realizado isso, o0 algoritmo genético segue
rodando com a nova populagdo encontrada. Essa estratégia de repreparar a
populacdo inicial (figura 20) € muito utilizada nos algoritmos genéticos e
apresenta grande beneficio nos resultados.

A funcéo densidade de probabilidade citada anteriormente é uma funcao
gue descreve a possibilidade de uma variavel aleatéria X receber um dado valor
menor ou igual a um certo x. Essa probabilidade é gerada a partir da integral da
densidade dessa variavel sobre a faixa determinada conforme apresentada na
equacao 6.

Equagdo 3

j_ 1 FX)dX

Figura 20: Distribuicdo aleatdria X Distribui¢cdo de Cauchy

Distribuicéo Aleatdria

Distribuicdo de Cauchy

Fonte: Magalhdes 200
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Métodos

O docking molecular se configura como um método de predicdo da
orientacdo preferencial de uma primeira molécula a uma segunda, formando um
complexo estavel. Assim dizendo, nossa preocupacéo principal € demonstrar
como essa metodologia, pode contribuir para a previsao da maior afinidade de
ligacdo entre duas moléculas, no caso do nosso objeto que sédo os flavonoides.
Isso porque, conforme afirma Capriles et al. (2014, p. 148), desenvolver
metodologias que se caracterizam por elevado grau de previsibilidade e acuracia
tem se configurado como um grande desafio, mesmo diante dos avancos
tecnolégicos e metodologicos realizados até 0 momento. Vencer esse desafio
poderia trazer um grande impacto direto na saude e no bem-estar da
humanidade.

Esse processo pode ser descrito da seguinte forma: 1) escolha da doenca
a ser estudada, 2) identificacdo do alvo molecular, 3) selecao da estrutura 3D,
por meio de um banco de dados escolhido pelo pesquisador, 4) realizacédo da
triagem computacional, 5) otimizagcdo dos compostos selecionados.

Essas duas Ultimas etapas s80 0 passo a passo para a realizacdo do
docking. ApGs as etapas citadas, os resultados obtidos sédo enviados para teste
in vitro/in vivo. Caso esses testes apresentem bons resultados sao
encaminhados para testes clinicos e em seguida para a fabricacdo de possiveis
farmacos (MAGALHAES, 2006). Esse Processo metodologico do
desenvolvimento de uma pesquisa na area de docking molecular pode ser

visualizado na figura 21.
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Figura 21: Processo metodolégico do desenvolvimento de uma pesquisa na area de docking molecular
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Fonte: Magalhaes, 2006.

3.2 Identificagdo do alvo molecular e selegédo de flavonoides

Para desenvolvimento da estratégia proposta, a doenca é a COVID-19, o
alvo molecular utilizado € o receptor RBD da proteina Spike (proteina S) do
SARS-CoV-2. A proteina S esta presente na particula viral que propicia a fuséo
com o receptor da membrana celular (ACE2). Essa fuséo resulta no transporte
do virus para dentro da célula hospedeira, iniciando assim o ciclo viral.

A estrutura utilizada nessa exposicédo é a 6LZG (figura 22), adquirida no
Protein Data Bank. O docking molecular dos compostos e estruturas
selecionados na proteina alvo foi realizado de dois modos: utilizando a estrutura
RBD da proteina S, juntamente com o receptor ACE2 humano e fazendo uso
somente da estrutura RBDm sem a ACE2.

No que se refere a selecéo dos flavonoides, esta foi efetivada por meio de
revisdes bibliogréaficas, com foco em determinadas a¢fes especificas tais como,
propriedades antivirais, antioxidantes, anti-inflamatérias. As propriedades
escolhidas baseadas nos sintomas gerados pelo virus ao infectar a célula
humana.

Por fim, a triagem computacional e a Otimizacdo de compostos serdo

realizadas pela plataforma DockThor. Sendo assim, nosso principal objetivo aqui
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€ encontrar uma molécula com potencial para bloquear essa fusdo entre a

proteina S, mais especificamente seu receptor RBD e a enzima humana ACE2.

Figura 22: Estrutura 6LZG : RBD(laranja) e ACE2(verde)

Fonte: https://www.rcsb.org/

Inicialmente, para a escolha da estrutura da proteina Spike foram
realizadas buscas no banco de dados PDB. O PDB é um banco de dados de
estruturas experimentais de biomoléculas livres ou complexadas com inibidores
e acidos nucleicos. Ele pode ser facilmente acessado pelo site: www.pdb.org.
Atualmente possui 184.202 estruturas macromoleculares biolégicas que
permitem avancos em pesquisa e educacdo. Essas estruturas sdo obtidas por
difracdo de Raios-X, ressonancia magnética nuclear (RMN) ou Crio-microscopia
eletrénica (Cryo-EM) enviadas por pesquisadores de todo o mundo e disponiveis
para dominio publico. Normalmente as estruturas disponiveis sdo representadas
por 4 caracteres, por exemplo a 7DZW é uma das estruturas que representa a
proteina S da SARS-CoV-2 (Protein Data Bank, online, 2021).

Apds essa etapa foi realizada uma selecdo de moléculas, com potenciais
farmacolégicos, de modo a acelerar o processo de identificacdo de alternativas

para minimizar o agravamento da doenca. Trata-se de moléculas originadas da
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flora brasileira, mais especificamente, os flavonoides. Desse modo, foram
selecionados seis (6) flavonoides.

A opcéo pelos flavonoides se deu devido a alguns de seus potenciais
farmacos, dentre eles sua capacidade antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante,
anticoagulante dentre outras (B.G. Vijayakumar et.al.). A resisténcia dos
flavonoides a oxidacdo, a diversificacdo de acidez e as altas temperaturas,
também concorreram para essa escolha (FLAMBO, 2013, P.9).

A selecdo dos flavonoides foi baseada em estudos bibliograficos que
pesquisaram os diferentes tipos desses compostos fendlicos. A partir da leitura
desses estudos foram escolhidos os seguintes flavonoides: Kaempferol,
Quercetina, Miricetina, Eriodictiol, Genisteina e Cianidina. Esses compostos sao
representativos de trés subclasses dos flavonoides. O kaempferol, a quercetina
e a miricetina compdem a subclasse dos flavonois; ja o eridictiol esta no grupo
das flavanonas; a genisteina, por sua vez, insere-se nas isoflavonas e a cianidina
na subclasse das antocianidinas. (SANTOS, 2009). Essas subclasses de
flavonoides estdo entre as principais, em um universo de 8000 diferentes tipos
desses compostos ja descritos até hoje (FLAMBO, 2013, p.4)

A opcéo por selecionar trés compostos da subclasse dos flavonois se deu
principalmente por dois motivos: 1) Flambé (2013, p.21) apontou em sua tese de
doutorado que os flavonois sdo particularmente anti-trombéticos; 2) Santos
(2009, p.26) destacou que essa subclasse dos flavonoides é encontrada com
maior abundancia, ou seja é a mais comum no Brasil.

Por sua vez, as isoflavonas, especialmente a genisteina, possuem
potencial para aumentar sobremaneira a ac¢éo antibacteriana (FLAMBO, 2013,
p.14). Cumpre ressaltar que tanto as ocorréncias trombéticas, como as
bacterianas (no caso a pneumonia) foram observadas em pacientes com COVID
19 grave.

As flavanonas; com destaque nesta pesquisa para o eridictiol, séo
representativas de cerca de 95% do conteudo de flavonoide presente nas frutas
citricas (SILVEIRA, 2014, p.23). Essa subclasse de flavonoides se destaca
ainda, por sua rapida absorcéo no organismo e por ser a mais consumida pelas
pessoas. Possui também maior potencial antioxidante, além de outros potenciais

tais como anti-hipertensivo e anti-inflamatério. (SILVEIRA, 2014, p.23-28).
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Finalmente, segundo estudos de Santos (2005) a cianidina da subclasse
das antocianidinas possui 0 maior potencial antioxidante dentre os flavonoides
estudados, juntamente com a quercitina. Outro aspecto importante da cianidina,
destacado por Santos (2005, p.13-50) é a estabilidade da acdo antioxidante
desse composto em diferentes situacdes.

A tabela 1 a seguir, descreve o0s potenciais e a estrutura quimica dos seis

flavonoides selecionados:

Tabela 1: Descrigdo dos flavonoides selecionados

Flavonoide Potencial Encontrado Estrutura quimica
em:
Kaempferol antioxidante e | cha verde, no O
anti-inflamatorio cha preto, na e
capaz de cuidar | pitanga, no "D:'fj o
de lesdes | caju, em Kaempferol
pulmonares raculas e

agudas, atuando | couves.
no bloqueio de
radicais livres,
impedindo que
esses agentes

danifiqguem outras

células

Quercetina auxilia na | alcaparras, { - -
prevencao de | pimentéo MO, O | M
problemas amarelo, trigo, [-L..
cardiovasculares | cebola, maca, ;:”;i“

e no | uva, brocolis e
fortalecimento da | liméo.

imunidade
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JH

Miricetina antioxidantes, tomates, o
antiviral, anti- | laranjas, " -=-|-”----|- l UM
inflamatéria e | nozes, frutas N
neuro protetora, | vermelhas, cha Miricating
dentre outras e uvas.

Eriodictiol anti-inflamatério, | frutas citricas N
antidiabético e um Dm0 ‘
agente anti- |
osteoclastogenico UEIIr-iu:Iiﬂiul

Genisteina antioxidante, leguminosas e
antiangiogénica e | como tremoco, 7 f!__ '
imunossupressora | fava e soja l o l

Genisteina

Cianidina regular o | responsavel oH
metabolismo pela o . 8L :
celular de lipidios, | pigmentacéo I -
reducao nas | presente em -
concentragbes vegetais como Clanidina
intracelulares de | ameixa,
colesterol e | jabuticaba,
triglicerideos cereja,

jameldo, wuva,
morango,
amora, figo,
cacau, repolho
roxo e acai,

Fonte: elaborado pela autora

Apés a selecdo dos flavonoides, descrita nas linhas anteriores, foi
elaborado o estudo das interacdes proteina/ligante por meio de simulacfes
computacionais. Realizou-se o docking molecular dos compostos selecionados

nas proteinas alvo e a comparacédo dos seus resultados em cada estrutura.
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O PyMOL foi o software de visualizacdo escolhido para estudo das
estruturas iniciais da proteina e dos ligantes, bem como dos resultados de
docking molecular obtidos. Para realizagdo do docking molecular foi utilizada a
plataforma DockThor que € um portal brasileiro e, além disso é o Unico de todo
hemisfério sul de docking molecular receptor-ligante, criado pelo Laboratério
Nacional de Computacao Cientifica (LNCC).

Os dockings foram realizados em diferentes etapas, utilizando,
primeiramente, o blind docking e, com base nos resultados obtidos, o redocking
ajustado ao receptor baseado no resultado obtido no blind.

O blind dock, foi efetuado para gerar uma area mais especifica permitindo
uma nova realizacdo do procedimento, o redocking, com uma predicdo mais
precisa.

Aqui aplicamos alguns recursos dessas ferramentas na estrutura da
proteina S de codigo 6LZG do PDB, a qual se refere a uma estrutura de cristal
do dominio de ligacéo ao receptor da Spike SARS-CoV-2 ligado a ACE2, enzima
conversora da angiotensina de algumas células do corpo humano. A escolha
dessa estrutura se deve ao fato de se tratar das partes fundamentais de contato
para entrada do virus no corpo humano. O dominio receptor obrigatorio (RBD),
fracdo da proteina S, presente na estrutura, é justamente a parte da Spike que

se liga ao receptor da célula humana, a ACE2 (LAN et al, 2020).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Conforme descrito no topico anterior foi realizado o blind dock na
plataforma DockThor. O blind docking executado pelo DockThor com a parte
RBD da estrutura 6LZG e os ligantes mencionados foi gerado a partir dos
seguintes dados:
e Grid center:
X=- 32,496
Y=29,4925
Z=21,64
e Grid size:
X=40
Y=40
Z=40
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e Discretization: 0,42

e Total Grid points: 884736

e Number of evaluations: 1000000
e Population size: 750

e Initial Seed: -1985

e Number of runs: 24

e RMSD to cluster conformers: 2A

e Number of binding modes: 3

A partir desses resultados apresentados pelo blind docking da RBD com a
ACE2 foi possivel realizar o docking direcionado no DockThor com os dados
indicados na tabela 2.

Tabela 2: Coordenadas utilizadas para os dockings direcionados

Estrutura | Ligante Grid center

X= - 29.86199951171875
Cianidina Y=36.2400016784668
2=31.104999542236328

X=-26.94099998474121
Y=37.354000091552734

Eriodictiol
7=30.520999908447266

6LZG

Genisteina X=-34.862998962402344

(apenas Y=36.16299819946289
RBD, 7=28.746999740600586
chainB)

Kaempferol X=-29.812999725341797
¥=35.816001892089844
7=30.986000061035156

Miricetina X=-29.902000427246094

Y¥=35.821998596191406
7=30.98699951171875

Quercetina X=-29.923999786376953
Y=35.86800003051758
7=31.006999969482422

Fonte: elaborado pela autora

48



A solucéo obtida pelo blind docking gerou determinadas &reas principais
para uma nova busca direcionada, de modo que foi possivel utilizar uma area de
grid menor, que a inicial utlizada no blind, obtendo resultados mais bem
definidos. Esses resultados possibilitam chegar o mais perto possivel do
resultado 6timo, que é nosso objetivo com a realizacdo do docking molecular.

Além dos dados utilizados e das coordenadas apresentadas na tabela 2,
também foram aplicados os seguintes padrdes para todos os flavonoides
selecionados, no docking direcionado:

e Grid size:
X=20
Y=20
Z=20
e Discretization: 0,25
e Total Grid points: 531441
e Number of evaluations: 1000000
e Population size: 750
e Initial Seed: -1985
e Number of runs: 24
e RMSD to cluster conformers: 2A

e Number of binding modes: 3

O objetivo principal na realizacdo do blind docking € encontrar as
coordenadas para essa area mais especifica. Sendo assim, apos a realizacao
dele pela plataforma DockThor, abrimos no Pymol a proteina preparada e o
resultado com o melhor rancking, enviados pelo programa. No Pymol é possivel
encontrar essas coordenadas que foram utilizadas para realizacdo do docking
direcionado.

As tabelas 2 e 3 apresentam os seguintes dados:

1. Grid center: Referente ao centro da grade discretizada no local da
analise, é definida pelas coordenadas X,Y,Z pertencente a um atomo

No espaco;
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2. Grid size: Se trata do tamanho da grade, sendo as coordenadas X,Y,Z
as dimensdes da caixa de grade;

3. Discretization: O valor de discretizacdo define a distancia entre os
pontos da grade, € possivel aumentar ou diminuir essa variavel, sendo
o valor padrdao 0,25A aquele que gera uma maior precisdo do
experimento de encaixe, por isso no docking direcionado é possivel
ver que foi este o valor definido, (0 nimero maximo de pontos deve
ser 950.000)

4. Total Grid points: E o valor total de pontos utilizados para realizar o
docking

5. Number of evaluations: Se refere ao niUmero de avaliacbes

6. Population size: Tamanho da populacéo

7. Initial Seed: deve ter um valor negativo, e para cada execucao
sucessiva seu valor é diminuido por um.

8. Number of runs: Numero de execucoes realizadas foi de 24

9. RMSD to cluster conformers: RMSD é o desvio quadratico médio da
raiz, calculado usando os atomos diferentes de H de agrupamento
(apresenta uma ideia dos diferentes modos de ligagdo conformacional
entre o ligante), cujo valor padréo equivale a 2A

10.Number of binding modes: Numero de diferentes modos de ligacéo
do ligante, sendo possivel até 10 poses para encaixe Unico e até 3
poses para triagem virtual

(REFERENCIA: https://www.dockthor.Incc.br/v2/tutorials/Tutoriall 1HPV.pdf)

Os itens 5, 6, 7 e 8 se referem a alguns parametros de algoritmo genético,
0s quais podem ser modificados. No entanto, para essa pesquisa utilizamos o
padrao indicado pela plataforma.

Apbs todos esses dados devidamente estabelecidos, foi gerado o arquivo
final, que foi analisado com os resultados do docking direcionado. Em cada
experimento sdo apresentadas as seguintes informacdes/resultados:

1. Afinidade (score): a previsao de afinidade (kcal / mol), usada para
classificar diferentes ligantes em experimentos de triagem virtual
considerando a pose de energia superior (de acordo com a energia

total) de cada composto
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2. Energia total: (kcal / mol) usado para classificar os diferentes modos

Tabela 3: Resultados do docking direcionado

de ligacdo do mesmo composto

Energia de vdW: Se referem as forcas de atracdo que atuam entre

moléculas ou atomos

Energia elec.: é referente a toda a carga elétrica de um corpo cujos

atomos aparentam instabilidade na sua neutralidade.

Estrutura | Ligante Docking Afinidad | Energia | Energia | Elec Residuos Disténcia Tipos de
e total de vdW | energia (A) ligagdo
(score)
1,6 H-OE1
GLU-184 | Empilha | (negativo
(Blind) -6,874 | 16,981 | 2,911 | -41,653 mento Aceptor)
aromati
co
Cianidina 2,5 O-HH
TYR-64
1,7 H-OD1
(Direcio | -7,005 | 15,592 | 1,219 | -41,766 Empilha | (negativo
nado) mento aceptor)
ASP-96 aromati
co
6LZG 2,5 H-0D2
(negativo
aceptor)
1,6 H-OE1
(Blind) -6,966 | 4,124 -0,416 | -35,589 Empilha | (negativo
GLU-184 | mento Aceptor)
Eriodictiol aromati
co
1,7
Empilha
mento
aromati
(Direcio | -7,069 | 3,134 -1,235 | -36,076 co
nado) ASP-96 1,7 H-OD1
Empilha | (negativo
mento aceptor)
aromati
co
Genisteina Blind -6,858 | 18,273 | -9,297 | -16,750 | GLU-184 | 1,8 H-OE1
Empilha | (Negativo
mento aceptor)
aromati
co
TYR-64 2,0 O-HH
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(Aromatic

o doador)
Direcion | -6,998 | 17,408 | 17,408 | -16,767 | ARG-134 | 2,6 O-HH11
ado (Positivo
Doador)
2,4 H-0
(positivo
Aceptor)
2,1 O-H
(Positivo
Doador)
ARG-23 2,8 0-HH21
(Positivo
doador)
Kaempferol Blind -6,888 | 13,991 | -3,675 | -28,818 | GLU-184 | 1,6 H-OE1
Empilha | (Negativo
mento aceptor)
aromati
co
TYR-64 2,6 O-HH
(Aromatic
o doador)
ASP-96 1,8 H-OD2
Direcion | -6,824 | 12,239 | -3,556 | -30,545 Empilha | (Negativo
ado mento aceptor)
aromati
co
PRO-131 | 3,1 0-0
(aceptor)
1,8 H-O
Empilha | (Aceptor)
mento
aromati
co
Miricetina Blind -6,906 | 8,483 | 2,245 | -42,630 | TYR-396 2,5 0O-H08
Aromitic
o doador
ASP-428 2,0 H-OD2
Negativo
aceptor
1,6 H-OD1
Empilha | Negativo
mento aceptor
aromati
co
Direcion 7,393 | 0,525 | -42,041 | GLU-516 1,6 H-OE1
ado -6,881 Empilha | Negativo
mento aceptor
aromati
co
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PRO-463 | 3,4 0-0
aceptor
1,7 H-O
Empilha | aceptor
mento
aromati
co
Quercetina Blind -6,918 | 8,647 1,436 -41,343 | ASP-96 2,1 H-OD2
Negativo
aceptor
Direcion | -6,930 | 7,444 -0,629 | -40,526 1,6 H-OD1
ada Empilha | Negativo
mento aceptor
aromati
co
GLU-184 | 1,6 H-OE1
Empilha | Negativo
mento aceptor
aromati
co
TYR-64 2,4 O-HH
Aromatic
o doador
PRO-131 | 3,4 0-0
Aceptor
1,7 H-O
Empilha | Aceptor
mento
aromati
co

Dos

resultados obtidos podemos observar

Fonte: elaborado pela autora

gue o0s aminoacidos

encontrados em maior frequéncia, analisando todos os dockings realizados com
a estrutura completa ( RBD e ACE-2 ), foram: GLU-184 (24%), ASP-96 (19%)),
TYR-64 (19%) e PRO-131 (9%).
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Figura 23: Grafico aminodcidos mais frequentes encontrados referentes a tabela 3

Aminoacidos

B GLU-184 B TYR-64 H ASP-96 ARG-134 ® ARG-23
B PRO-131 W TYR-396 W ASP-428 m GLU-516 ® PRO-463

Fonte: Elaborado pela autora

Para efeito comparativo foi realizado o blind docking apenas na cadeia da
estrutura RBD, de modo que fosse possivel verificar a ocorréncia de alteracfes
em resultados, com excluséo da enzima ACE2.

Os blind docking foram realizados utilizando os seguintes padrbes para
todos os flavonoides selecionados:

e Grid size:
X=40
Y=40
Z=40
e Discretization: 0,42
e Total Grid points: 884736
e Number of evaluations: 5000000
e Population size: 750
e |Initial Seed: -1985
e Number of runs: 24
e RMSD to cluster conformers: 2A

e Number of binding modes: 3
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O resultado desse blind apresentou em todos os 6 resultados ligagdes aos

aminoacidos glutamato e aspartato, sendo a tirosina o aminoacido seguinte mais

presente, estando em 3 dos 6 dockings realizados conforme mostram os dados

na tabela 4

Tabela4: Resultados do blind docking sem a ACE2

Estrutur | Ligante Docking | Afinida | Energi | Energi | Elec Residuos Distanci
a de a total ade energia a(A)
(score) vdw

Cianidina Blind -7.104 | 23.827 | -5.864 | -33.858 GLU-516 1.6
ASP-428 1.7

TYR-396 3.5

Eriodictiol Blind -6.888 | 22.193 | -1.080 | -37.396 GLU-516 16el7
ASP-428 1.7

Genisteina Blind -7.064 19.350 | 2.542 -29.386 GLU-516 15
ASP-428 1.6

Kaempferol | Blind -6.863 16.532 | -4.983 | -32.028 GLU-516 1.7
ASP-428 1.8

Miricetina Blind -6.831 14.363 | 1.524 -39.313 GLU-516 1.6
ASP-428 1.6e20

TYR-396 3.4

Quercetina | Blind -6.845 14.258 | -0.292 | -38.720 GLU-516 1.7
ASP-428 16el9

TYR-396 3.4

Fonte: elaborado pela autora

Os dockings realizados apenas com a cadeia referente ao dominio RBD

apresentam apenas 3 dos aminoacidos, sendo sua proporcao: GLU-516, ASP-

428 e TYR-396, de modo que o glutamato e o aspartato estdo presentes em

todos os dockings, enquanto a tirosina se mostrou presente em 3 dos

experimentos, conforme ilustra o grafico abaixo.
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Figura 24: Grafico de frequéncia de aminodcidos encontrados referentes a tabela 4

Aminoacidos

Tabela 4: Analise dos aminoacidos encontrados em maior quantidade

W ASP-428
B GLU-516
= TYR-396

AminoA&ci Estrutura quimica Grupo Polaridade | Classificacéo
do funcional
Glutamato v Carboxila | Polar acido
ou N -COOH
C—C—N
acido Ho o L0
CH,
glutamico !
CH,
I
JC\“\
HO O
Tirosina 5 ||-| H Anéis de | Apolar Aromético
Yo, c
HO & H
2
OH
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Aspartato
ou
acido

aspaértico

Carboxila

d -COOH

Polar

Acido

. Ainda analisando a presenca de aminoacidos € perceptivel que ao realizar
os Dockings com a estrutura completa, qual seja: com o dominio receptor (RBD)
e a enzima conversora de angiotesina (ACE 2), ha uma presenca de diferentes

aminoacidos como arguinina e prolina, que nado estdo presentes nos resultados

Fonte: elaborado pela autora

do Docking realizado apenas com o dominio RBD.

Tabela 5 Representacdo final dos ligantes pelo PyMOL

Cianidina

Eriodictiol
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Genisteina

Kaempferol

Q
7
GL}Q ‘C%A\
ASF%'ZS
. O 4
Miricetina
N - &
Quercetina
9%

Fonte: elaborado pela autora
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Na tabela 6 verifica-se na primeira coluna a representacao final dos ligantes
dockados na estrutura completa 6LZG. Na segunda coluna é apresentada a
posicéo dos ligantes nos resultados do blind realizado apenas com a parte RBD
da estrutura 6LZG, ou seja, sem a ACE2 .

A partir dos resultados obtidos, a anélise das imagens permite concluir que
as areas encontradas sdo proximas as folhas BETA antiparalelas da estrutura
analisada. Estas regides apresentam ligacdes de hidrogénio que formam um
angulo de 90° com as fitas, tendendo a ser mais estaveis conformacionalmente,
acarretando na desnaturacdo das proteinas por seus inibidores; trata-se de
regides hidrofdbicas.

Na tabela 6 € possivel notar que os ligantes apresentam conformacdes
finais semelhantes. No Docking realizado com a estrutura completa nota-se que
a genisteina apresenta uma conformacdo diferente dos demais, porém no
Docking realizado apenas com o RBD é possivel observar que ndo ha essa
diferenca posicional, visto que ela apresenta posicdo semelhante a das demais

estruturas.

5 CONCLUSAO

O estudo, por meio do Docking molecular, permite destacar como resultado
que as areas encontradas para melhor interacdo sao préximas as folhas 3
antiparalelas da estrutura analisada. Sao regides hidrofébicas e os principais
aminoacidos encontrados na genisteina: arginina, acido glutamico e tirosina; no

Eriodictiol: acido glutamico,e acido aspatrtico.
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