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RESUMO

Os coronavirus (CoVs) séo virus pertencentes a familia Coronaviridae (subfamilia:
Coronavirinae) e ordem Nidovirales. O SARS-CoV-2 é responsavel por causar a COVID-19,
que teve inicio em dezembro de 2019 em Wuhan na China, sendo declarada como pandemia
em margco de 2020. Dentre as formas de contaminagdo, pode-se citar objetos infectados,
goticulas expelidas no ar e o contato direto com o individuo contaminado (inalacdo de
aerossois). O SARS-CoV-2 possui 3 proteinas estruturais e 16 ndo estruturais, em que a protease
principal (3CLpro) desempenha papel crucial na replicacdo desse virus. Dessa forma, a inibicao
deste alvo se caracteriza como um promissor ponto de partida para o desenvolvimento de
compostos antivirais, em adicdo as vacinas. Entdo, o objetivo desse trabalho foi agrupar estudos
por meio de pesquisas na literatura sobre inibidores da 3CLpro do SARS-CoV-2 e organiza-los
de acordo com a origem dos mesmos, podendo ser natural, sintética, semissintética e obtidos
por triagem virtual. A escolha dos estudos foi por meio de pesquisas nas bases de dados Science
Direct, Google Scholar, Springer, PubMed, Nature, SciFinder e as escolhas do material
cientifico por palavras-chave e critério de inclusdo/exclusdo. Assim, foi possivel compilar e
encontrar estudos das quatros diferentes origens de inibidores da 3CLP™ do SARS-COV-2. Por
fim, o presente trabalho representa uma rica fonte de acesso a diversas pesquisas cientificas no
foco de desenvolvimento de inibidores da 3CLP™ do SARS-CoV-2 para fins terapéuticos, que
por meio da visdo da quimica medicinal essas moléculas poderdo ser usadas para estudos

futuros afim de ter compostos promissores para o desenvolvimento de farmacos.

Palavras-chave: COVID-19. 3CLP™. Inibidores. Naturais. Sintéticos. Semissintéticos. Triagem

virtual. Reviséo.



ABSTRACT

Coronaviruses (CoVs) are viruses belonging to Coronaviridae family (subfamily:
Coronavirinae) and Nidovirales order. SARS-CoV-2 is responsible for causing COVID-19,
which began in December 2019 in Wuhan, China, and was declared a pandemic in March 2020.
Among the forms of contamination, one can mention contaminated objects, droplets expelled
in the air, and direct contact with the infected individual (inhalation of aerosols). SARS-CoV-
2 has three structural and 16 non-structural proteins, in which the main protease (3CLP™) plays
a crucial role in the replication of this virus. Thus, the inhibition of this target is characterized
as a promising starting point for the development of antiviral compounds, in addition to
vaccines. So, the objective of this work was to compile studies through research in the literature
on SARS-CoV-2 3CLP" inhibitors and organize them according to their origin, which can be
natural, synthetic, semi-synthetic, and obtained by virtual screening. The choice of studies was
based on searches in the Science Direct, Google Scholar, Springer, PubMed, Nature, SciFinder
databases and the choices of scientific material by Keywords, and inclusion/exclusion criteria.
Thus, it was possible to compile and find studies of the four different origins of SARS-COV-2
3CLP™ inhibitors. Finally, the present work represents a rich source of access to several
scientific researches focused on the development of SARS-CoV-2 3CLP™ inhibitors for
therapeutic purposes, which through the vision of medicinal chemistry these molecules can be

used for future studies in order to have promising compounds for drug development.

Keywords: COVID-19. 3CLP®. Inhibitors. Natural. Synthetic. Semisynthetic. Virtual

screening. Review.
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1. INTRODUCAO

Desde o primeiro relato da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) em dezembro de
2019, a pandemia tem se espalhado pelo mundo todo. Pesquisas intensivas estdo atualmente em
progresso para encontrar terapias aceitaveis e eficazes para o tratamento da infecgdo por
Coronavirus e das complicacdes causadas por essa doenca. A visto disso, a COVID-19 é uma
doenca altamente infecciosa causada pela sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2),
um virus proximo ao virus SARS-CoV relatado nas epidemias de 2002 e 2003. Em 15 de Marco
de 2020, a pandemia se espalhou por muitos paises quase meio bilhdo de pessoas foram
diagnosticadas com a infeccdo no mundo inteiro. O SARS-CoV-2 se espalha principalmente
por meio de goticulas (aerossois) expelidas por individuos infectados, quando respiram,
espirram ou tossem. Esses individuos infectados podem ser assintomaticos ou desenvolver
sintomas comuns de COVID-19, como febre, tosse, fadiga, falta de ar e perda do olfato e, em
casos graves, pode manifestar complicacGes, tais como pneumonia, sindrome do desconforto
agudo, faléncia de multiplos 6rgédos e morte. A taxa de mortalidade € estimada entre 3% e 6%.
Com isso, 0 SARS-CoV-2 possui trés proteinas estruturais e 16 ndo-estruturais, em que a
protease principal (3CLP™) é responsavel pela replicacdo viral. Desse modo, a inibicdo desse
alvo se mostra promissor ponto de partida para o desenvolvimento de compostos antivirais, em
adicdo as vacinas.

Dessarte, percebe-se 0 quanto € necessario, iminente e de grande importancia a revisdo
de literatura com os estudos voltados para a 3CLP™, visto que € necessario prevenir e tratar a
recorréncia de epidemias de Coronavirus. Nesse sentido, o atual trabalho representa uma rica
fonte de informacdes acerca de diversas pesquisas cientificas focadas em desenvolver
inibidores contra a 3CLP™ do SARS-CoV-2. Assim, por meio da visdo da quimica medicinal,
tais moléculas poderao ser usadas para estudos futuros afim de ter compostos promissores para
o0 desenvolvimento de farmacos. Os estudos foram compilados e organizados considerando a
origem dos compostos, sendo natural, semissintética, sintética e descobertos por estudos de
triagem virtual. Deste modo, esse estudo fornece descobertas de inibidores de 3CLP™® que
podem ser desenvolvidos futuramente como compostos lideres de farmacos contra 0 SARS-
CoV-2.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histdrico Evolutivo, Definicdo e Genética dos Coronavirus

Em 1° de novembro de 2002, na regido Sudeste do continente Asiatico, na Provincia
deGuangdong - China, houve o primeiro relato do século XXI de uma pneumonia atipica, cujo
posteriormente foi atribuida ao CoV como agente causador desta (CHENG et al., 2004;
HIGHLIGHTS, 2022; RAJEEV et al., 2020; SILVA et al., 2020a).

Em julho de 2003, foi possivel conter a disseminacdo da doenca, em que o ultimo
caso foi reportado nos EUA. No total, 17 paises espalhados pelos 5 continentes somaram um
total de 8.096 casos confirmados,sendo 774 de 6bitos (CHENG et al., 2004; RAJEEV et al.,
2020; SILVA et al., 2020a). Ainda nesse periodo, a transmissao do virus se dava pelo contato
direto com pessoas infectadas ou objetos contaminados goticulas e aerossois liberados por
individuos doentes.(CHENG et al., 2004; SILVA et al., 2020a).

Apds a epidemia de SARS-CoV em 2002-2003, 0 MERS-CoV apareceu em Jeddah,
Arabia Saudita em 2012, causando infec¢bes no sistema respiratorio inferior semelhantes as
causadas pelo SARS-CoV, e também com transmissdo semelhante (GROOT et al., 2013).
Anélises filogenéticas concluiram que o genoma do MERS-CoV tem proximidade quase
idéntica ao virus encontrado nos dromedarios, animal muito utilizado no Oriente Médio e,
portanto, tem contato direto com humanos (AZHAR et al., 2014; STALIN RAJ et al., 2014a).
Os sintomas também séo semelhantes aos do SARS-CoV e, em casos maisgraves, ha progressao
para uma sindrome aguda de desconforto respiratério, choque séptico, faléncia maltipla de
6rgdos e morte (DE GROOT et al., 2013; GROOT et al., 2013; ZAKI et al., 2012). A doenca
do coronavirus, COVID-19, é uma infeccdo causada pelo virus SARS- CoV-2 (SILVA et al.,
2020a; WHO, 2022a) . Os coronavirus (CoVs) sdo virus pertencentes a familia Coronaviridae
(subfamilia: Coronavirinae) e ordem Nidovirales. A subfamilia possui quatro géneros, Alpha-,
Beta-, Gamma- e Deltacoronavirus, isso com base em suas estruturas gendmicas e analises
filogenéticas (SILVA et al., 2020a; WHO, 2022a).

Sabe-se que os CoVs infectam morcegos, roedores e podem ser transmitidos para
mamiferos (Alfa e Betacoronavirus), passaros (Gamma e Deltacoronavirus). Além disso, esses
quatros géneros infectam humanos e tem sido rapidamente espalhados e detectados em varios
paises (GHOSH; NANDI; SAHA, 2022; GULARTE et al., 2022; KUO et al., 2000;
RAMBAUT et al., 2020). As variantes recentes, Gamma, Delta e Omicron, surgiram em
alguns paises no ano de 2021, incluindo Brasil, india e Inglaterra (GHOSH; NANDI; SAHA,
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2022; KUO et al., 2000; RAMBAUT et al., 2020).

A OMS tem acompanhado a evolugédo do SARS-CoV-2 desde sua apari¢do em 2019,
bem como o surgimento de novas variantes, que representam um risco potencial para a saude
publica global. Dessa forma, levou o nimero de andlises para caracterizacdo de Variantes de
Interesse (VOIs) e Variantes de Preocupacdo (VOCs) especificas, com o objetivo de priorizar
as pesquisas e os monitoramentos globais, assim, informando dados sobre o progresso da
pandemia da COVID-19 (RAMBAUT et al., 2021).

As novas variantes do SARS-CoV-2 nomeadas como VOCs séo Alpha (B.1.1.7), Beta
(B.1.351), Gamma (P1), Delta (B.1.617.2) eOmicron (B.1.1.529) (GHOSH; NANDI; SAHA,
2022; RAMBAUT et al.,, 2020; WHO, 2022). Anteriormente, em 1966 houve a primeira
descricdo dos quatro Coronavirus que infectam humanos HCoVs (HCov-OC43, HCoV-229E,
HCoV-NL63, HKU1), os quais apresentavam sintomas leves (“International Committee on
Taxonomy of Viruses ICTV”, 2022; SILVA et al., 2020a; WHO, 2022a) (“International
Committee on Taxonomy of VirusesICTV”, 2022; SILVA et al., 2020; WHO, 2022a).

Ja no seéculo XXI, mais dois HCoVs foramidentificados como sendo altamente
capazes de infectar humanos, sendo estes SARS-CoV e MERS-CoV. Esses dois virus séo
altamente patogénicos e causam severa sindrome respiratériaem humanos, enquanto HCoV-
NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 e HKUL1 apenas induzem umquadro de doencas moderadas
do trato respiratorio superior em hospedeiros imunocompetentes(RAJEEV et al., 2020; SILVA
et al., 2020a; WHO, 2022b, 2022a). Sempre que a mutacéo é significante, ocorre uma mudanca
na estrutura do virus, resultando em uma nova linhagem ou variante deste (PAULES;
MARSTON; FAUCI, 2020; RAMBAUT et al., 2021; TAN et al., 2020; ZHU et al., 2020). A
mutacdo do SARS-CoV-2 esta acontecendo ao longo do tempo, assim resultando em novas
variantes (SHEN et al., 2020; TAN et al., 2020; ZHU et al., 2020).Sempre que surge uma nova
variante, esta pode ser chamada de “variante emergente”, a qual tem algumas consequéncias
potenciais para uma populagdo, como no aumento da transmissibilidade, morbidade e
mortalidade (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020; TAN et al., 2020; ZHU et al., 2020).
Algumas dessas variantes tém sido categorizadas como VOCs, VOIs ou ainda variantes sob
monitoramento (VUM) baseado em suas transmissibilidades (PAULES; MARSTON; FAUCI,
2020; SHEN et al., 2020; TAN etal., 2020; ZHU et al., 2020).

Atualmente, além das VOCs que séo Alpha (B.1.17), Beta (B.1.351), Gamma (P.1),
Delta (B.1.617.2) e a Omicron (B.1.1529), existem as VOIs, que s&o Lambda (C.37) e MU
(B.1.621),as VUM, que sdo B.1.1.318, C.1.2 e B.1.640. Além desses, outras variantes

monitoradas estdo ilustradas na tabela 1 (SHEN et al., 2020).
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Tabela 1. Variantes globais para a familia Coronaviridae.

Variantes
VOC VOI VUM Outras variantes monitoradas
Alpha Lambda (C.37) B.1.1.318  AV.1,AT.1,P.2,P.3
(B.1.17)
Beta MU (B.1.621) C.1.2 R.1,B.1.466.2, B.1.1519, C.36.3
(B.1.351)
Gamma B.1.640 B.1.214.2,B.1.427/B.1.429, B.1.1523
(P.1)
Delta B.1.619, B.1.620, B.1.526, B.1.525
(B.1.617.2)
Omicron B.1.617.1, B.1.630
(B.1.1529)

Fonte: Autora, 2022. Representacdo e definicdo dos nomes das variantes de SARS-CoV-2 pelo mundo desde
Janeiro de 2020 até 7 de Marco de 2022. VOC: Variante de preocupacdo, VOI: Variantes de interesse e VUM:

Variantes sob monitoramento.

Anélises de sequenciamento genético para os SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-NL63
eHCoV-229E apontaram tais virus como originados de morcegos, enquanto HCoV-OC43 e
HKUL1 sédo originados de roedores.(SILVA et al., 2020a; WHO, 2022a).

Em adigdo, é amplamente aceito que os virus tém existido em seus reservatorios
naturais por muito tempo. Entretanto, a transmissao destes para hospedeiros ndo naturais, como
os humanos, é, em grande parte, devido as atividades da civilizacdo moderna, nas quais as
atividades agricolas e de urbanizacdo de regifes rurais possuem imenso impacto sobre esta
variavel (JONES et al., 2008).

Ainda, considera-se também que, a origem da transmisséo dos CoVs a humanos pode
ocorrer por meio de um hospedeiro reservatério que, posteriormente, infecta um hospedeiro
intermediario. Mesmo que até o momento atual ndo tenham sido encontrado hospedeiros, o
SARS-CoV-2 pode ser controlado, pois sabendo como o virus se espalha e funciona, haveria
uma maior probabilidade de conseguir conter a disseminacao deste pelo mundo (HAIDER et
al., 2020; JONES et al., 2008; PERBOLIANACHIS et al., 2022).

Assim, a determinacdo quantoa origem do SARS-CoV-2 ainda é prematura, o que se
sustenta € que a COVID-19 é uma possivel doenga infecciosa de origem animal (GULARTE et
al., 2022; JONES et al., 2008; PEIRIS et al., 2003a; PERBOLIANACHIS et al., 2022).
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2.1.1 Genoma do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples positiva pertencente ao género
Betacoronavirus (RAINER et al., 2003). O genoma do SARS-CoV-2 é envelopado e possui
aproximadamente 30 Kb de comprimento, com um cap 5’ ¢ uma cauda poli(A) 3°. O RNA
gendmico se complexa com a proteina basica do nucleocapsideo (N) para formar um capsideo
helicoidal dentro da membrana.

A membrana de todos os CoVs é composta por no minimo 3 proteinas estruturais
virais; sendo (a) uma proteina spike (S), a qual é um tipo de glicoproteina; (b) uma proteina de
membrana (M); e (c) uma proteina de envelope (E), a qual esta é uma proteina altamente
hidrofobica que cobre todo o virus como mostrado na figura 1 (KUO et al.,2000; REN et al.,
2013; WU et al., 2004b; YAO et al., 2020), Para que a replicacdo viral ocorraé necessario o
processamento proteolitico correto da poliproteina por proteases virais, em particular dentre as
proteina ndo estruturais, a 3CLP™ (protease tipo-quimiotripsina) é a principal delas (WU et al.,
2004b).

A proteina S possui varias pré- e pés-conformacdes, nas regides de dominio de ligagédo
ao receptor (RBD), que sdo mecanismos de reconhecimento e entrada do virus SARS-CoV-2
na célula hospedeira (KUO et al., 2000). Os sitios de ligacdo aoreceptor sdo expostos apenas
quando os RBDs adotam uma conformacéo ascendente. As conformagdes “RBD-down”, “one-
RBD-up” e “two-RBD-up” foram observadas em proteinasS de SARS-CoV-2, expressa de
forma recombinante (KUO et al., 2000).
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Figura 1. Arcabouco molecular do virus SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Yao et al. 2020. Estrutura tridimensional, das particulas esféricas e elipsoidal do SARS-CoV-
2Ele é reconstruido com projecdo da pré-fusdo S na conformagao “RBD-down” em rosa salméo, e “one-RBD-up”
em vermelho, enquanto o envelope lipidico esta representado na cor cinza e as ribonucleoproteinas (RNPS) em

amarelo. RBD = Dominio de ligagdo ao receptor. Virus com RNA de 30 Kb de comprimento e 80 nm de diametro.

O SARS-CoV-2 é um virus com genoma RNA com altas taxas de muta¢es, sugerindo
que esse virus seja mais propenso a evoluir e se tornar resistente aos medicamentos e o sistema
imunolégico do hospedeiro (DONG; DU; GARDNER, 2020; PAPANIKOLAOU et al., 2022).
Com isso, a taxa de mutacdo ainda permanece incerta, sendo esperadas variantes filogenéticas
deste virus (PAPANIKOLAOU et al., 2022). Assim, torna-se dificil conhecer a origem exata
dessas novas variantes do SARS-CoV-2, bem como, acompanhar sua filogenia e taxonomia
(BARD; BABADY, 2022). No fim de Junho de 2020, j& existiam mais de 35 sequenciamentos
do SAR-CoV-2 e suas variantes, com informacdes importantes (BARD; BABADY, 2022;
PAPANIKOLAOU etal., 2022). Mesmo existindo muitos dados disponiveis, ndo ha um sistema
definitivo para discutir e nomear as diversas linhagens filogenéticas que formam o virus(BARD;
BABADY, 2022; PEIRIS et al., 2003b). Isso é esperado uma vez que, 0 SARS-CoV-2 é um
virus recente, porém amplamente investigado (DONG; DU; GARDNER, 2020; PEIRISet al.,
2003b; RAINER et al., 2003).

2.1.2 Estrutura e as suas funcoes

O sequenciamento completo do genoma do SARS-CoV-2 possui regides ndo traduzidas

(UTR) em ambas as extremidades e pelo menos 6 genes completos de leitura quadro aberta
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(Open-reading frame - ORF), como ilustrada na figura 2 abaixo. A primeira ORF (ORF1a/b),
considerada aproximadamente dois tercos do comprimento do genoma c¢’, pode traduzir
diretamente duas poliproteina 1a (ppla) e poliproteina lab (pplab) (HUSSAIN et al., 2005;
PILLAIYAR; MEENAKSHISUNDARAM; MANICKAM, 2020). Essas poliproteinas sdo
processadas pela protease 3CLP™ (também conhecida como protease principal - MP) e protease
tipo papaina (PLP™) para se tornarem 16 proteinas ndo estruturais (nsps) (KHALIFA et al.,
2021). Essas nsps estdo envolvidas na producdo do RNA subgendmico, que codifica quatro
proteinas estruturais principais. Em seguida, as proteinas séo coletadas com nova montagem do
genoma de RNA no reticulo endoplasmatico (ER) e aparelho de Golgi (LI et al., 2022).
Figura 2. Comparacao entre as estruturas gendomicas do SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-
CoV-2.
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S 3a M 6 7a 8 N 10
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Fonte: Figura com base em sequéncias completas do genoma do Genbank: AY274119.3,
NC_019843.3 e NC_045512.2.

A imagem acima mostra a organizacao, agora mais especifica, dos genomas de SARS-
CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2. Os genomas dos HCoVs sdo de RNS no sentido positivo
com 3 Kb de comprimentoprogramados em proteinas estruturais e ndo-estruturais. A regido
terminal 5” codifica a ORFs 1a e 1b dando destaque para o pplae pplb, os quais sdo clivados
dentro de proteinas ndo-estruturais. A regido terminal 3’ codifica as proteinas estruturais que
irdo estar juntas dentro da particula viral. Essa figura mostra a representacdo esquematica dos
genomas de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 com énfase nas proteinas acessorios

estruturais, destacando suas as similaridades e as diferengas entre elas.

2.2. Epidemiologia do SARS-CoV-2
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O surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 nos Ultimos meses representa um dos
principais desafios dessa pandemia (FERNANDES et al., 2022). O acimulo de mutacdes
decorrentes da replicacao viral subsequente € um fendmeno natural. Sabe-se que o virus SARS-
CoV-2 se desenvolve a uma taxa de aproximadamente 1,1 x 107 substituicGes por local/ano.
Isso corresponde a quase uma substituicdo a cada 11 dias aproximadamente (MARTIN;
VANINSBERGHE; KOELLE, 2021). Embora a maioria das mutacdes nao tenha impacto
perceptivel, poucas mutac6es foram encontradas para dar origem a novas variantes de alto risco
do virus, como mostrado na figura 3. Além disso, os CoVs da figura 6 sdo definidos pela OMS
como variantes, as quais podem ter fortes evidéncias de aumento na transmissibilidade, maior
gravidade da doenca, reducdo notavel na neutralizacdo por anticorpos gerados e, portanto,
diminuindo a resposta a tratamentos e vacinas (CDC, 2021; MARTIN; VANINSBERGHE;
KOELLE, 2021).

Figura 3. Mutacdes de amino acidos reportadas na regido de dominio de ligacdo (RBD)
para diferentes cepas de SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado e traduzido de Fernandes et al, 2022.

Desde o inicio da pandemia causada pelo SARS-CoV-2, existe um processo de
atualizacdo e controle de dados dos casos confirmados acumulados, por data de notificacdo e
Obitos, realizado pela OMS e pelo Ministério da Saude do Brasil. Para tal, informacdes oficiais
repassadas pelas Secretarias de Satde dos 195 paises e das 27 unidades Federativas Brasileiras

sdo levadas em conta, com o objetivo de ser um condutor oficial de comunicacdo sobre a
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situacdo epidemiologica de COVID-19 (WHO, 2022c). No mundo, até 18 de margo de 2022,
tinham sido notificados 464.809.377 casos confirmados acumulados, incluindo 6.062.536
obitos (Figura 4), segundo a OMS (WHO, 2022c). J& no Brasil, atualmente tem-se 29.478.039
casos confirmados acumulados e 655.940 6bitos. No Nordeste até o dia 19 de mar¢o de 2022
foram reportados 6.134.642 casos confirmados acumulados, sendo 127.534 de 6bitos (WHO,
2022d). Em Maceid (AL), o nimero de casos confirmados acumulados € de 295.21 e 6.845
oObitos, até o dia 19 de Marco de 2022 (DATA, 2022a; WHO, 2022c).

Figura 4. Distribuicéo geografica da COVID-19 no ano de 2022.
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Fonte: WHO, 2022. No grafico acima corresponde ao nimero de casos totais globais confirmados de COVID-19
dividido por paises até o dia 18 de marco de 2022. Na primeira &rea (azul escuro) os casos sdo maiores que
5.000.000. Na segunda area (azul médio) no mapa os nimeros sdo de 500.001 até 5.000.000. Na terceira area (azul
claro) esta entre 50.001 até 500.000 de casos confirmados. Na quarta area (azul mais claro), os casos sdo de 5.001
até 50.000. A quinta area (azul mais claro) os casos estdo entre 1 até 5.000. Na sexta area (rosa claro), os casos

confirmados séo iguais a zero. E na ultima cor (cinza), sdo casos ndo aplicaveis.

Depois de margo de 2022, um total de 10.925.055.390 doses de vacina foram
administrados globalmente. Isso ¢ igual a 57,7% da populacéo vacinada e, como consequéncia,
0s numeros de casos globais confirmados diminuiram (Figura 5) (DATA, 2022b; WHO,
2022c). No Brasil, o numero de pessoas vacinadas é igual a 407.000 e de pessoas totalmente
vacinadas € de 159.000. Isso corresponde a 74,4% da populacao totalmente vacinada. Ainda no
Brasil, durante o pior momento da pandemia de COVID-19, a média de novos casos chegou a
77.295 por 24h. Atualmente, apds o inicio da vacinacgao, esse numero caiu para 13.218 (WHO,
2022d).
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Figura 5. Distribuicdo geografica da OMS sobre o COVID-19 no ano de 2022 ap6s a

aplicacéo das vacinas.
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Fonte: Who, 2022. No grafico acima corresponde ao nimero de casos confirmados nas Ultimas 24 horas de
COVID-19 dividido por paises até o dia 21 de marco de 2022. Na primeira area (azul escuro) 0s casos sdo maiores
que 10.000. Na segunda area (azul medio) no mapa os nimeros sdo de 1.001 até 10.000. Na terceira area (azul
claro) esta entre 101 até 1.000 de casos confirmados. Na quarta area (azul mais claro), os casos sdo de 11 até 100.
A quinta area (azul mais claro) os casos estdo entre 1 até 10. Na sexta area (rosa claro), os casos confirmados séo

iguais a zero. E na ultima cor (cinza), sdo casos ndo aplicaveis.

Ja para o Brasil, quatro vacinas receberam autorizacdo da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (Anvisa), sdo elas: CoronaVac (vacina do Butantan feita em colaboracdo
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com a biofarmacéutica chinesa Sinovac), os imunizantes das empresas Pfizer, AstraZeneca e
Johnson & Johnson (Janssen). Entretanto, apenas as trés primeiras estdo enquadradas no
Programa Nacional de Imunizac6es (PNI) do Ministério da Satude (INSTITUTO BUTANTAN,
2022). E, na tabela 2 abaixo, sdo algumas das principais vacinas para COVID-19 aprovadas
para uso emergencial CARNEIRO; SOUSA; MONTEIRO-CUNHA, 2021) .



24

Tabela 2. Algumas das principais vacinas para COVID-19 aprovadas para uso emergencial e total no mundo.

Pais Desenvolvedor
EUAe Pfizer-Biotech
Alemanha

EUAe Janssen
Alemanha

EUA Moderna

Reino Unido e Oxford-

Suécia AstraZeneca
Russia Gamaleya
China CanSino
China Sinopharm

Vacina Estratégia  Regime
BNT162b2 mRNA 2 doses
Ad26.COV2.SAd26 1 dose
MRNA-1273 mRNA 2 doses

AZD-1222 ChAdOx1 2 doses

Ad26, Ad5 2 doses
Ad5

Sputnik-V

Ad5-nCoV

(Convidecia)

BBIBP-CorV Inactiva
do

1 dose

2 doses

Eficacia
95%

74.4 % (US), 64.7
%

(Lat. Am), 52.0 %
(ZA)

94%

70,4%

91,6%
NA

NA

Armazenamento  Aprovagdo em...

—8 até —60 °C 79 paises (EUA, RU, UE, AR, AU,
outros)

35 paises (EUA, UE, CA, ZA,

outros)

2 até 8§ °C

—25 até —15 °C 41 paises (EUA, RU, UE, IL,

outros)

2 até 8°C 81 paises (RU, EU, BR, IN, MA,
outros)

—-18°C 55 paises (RU, AR, AE, GN, outros)

NA 4 paises aprovados (CN, HU, MX,
PK)*

2 até 8 °C 27 paises (BH, EG, HU, 1Q, PE,
CS, AE,

outros)
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China Sinovac CoronaVac Inativado 2doses 50,4% 2 até 8°C 19 paises (BR, CL, CN, ID, TR,
outros)

India Bharat BBV152 Inativado 2 doses NA 2 até 8 °C 5 paises (IN, IR, MA, NP, ZW,
Biotech (Covaxin) outros)

Fonte: Autora, 2022. AR: Argentina; AE: Emirados Arabes Unidos; AU: Australia; BH: Bahrain; BR: Brasil; CA: Canada; CL: Chile; CN: China; EG: Egito; UE: Unido
Europeia; GN: Guiné; HU: Hungria; ID: Indonésia; IL: Israel; IN: india; IR: Ird; 1Q: Iraque; Lat Am: América Latina; MA: Marrocos; MA: Mauricio; MX: México; NP: Nepal;
PE: Peru; PK: Paquistdo; RU: Russia; TR: Turquia; RU: Reino Unido; CS: Republica da Sérvia; ZA: Africa do Sul; ZW: Zimbabue. *Dados obtidos em Carneiro e colaboradores,
2021.
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2.3 Modo de Transmissdo e Ciclo Viral do SARS-CoV-2

Atualmente, existem trés modos de transmissdo do SARS-CoV-2, sendo via a) contato
direto com individuos e superficies (fomites) infectadas; b) gotas respiratorias de larga
extensdo; e c) aerossois pequenos (transportados pelo ar) (TANG et al., 2020). A transmissao
do virus pelo ar ainda est& sendo estudada rigorosamente com novas técnicas de pesquisas para
descobrir novos aspectos sobre ele. De acordo com o entendimento tradicional, € envolvido a
inalacdo de aerossois ou pequenas goticulas infecciosas (5 um) provenientes del a 2 metros dos
individuos infectados (WANG et al., 2021).

Alguns estudos detectaram 0 RNA do SARS-CoV-2 no ar usando o teste de Reagdo em
Cadeia de Polimerase ou Polymerase Chain Reaction (PCR) (LIU et al.,, 2020b). As
concentracdes de RNA tém sido identificadas como sendo 2,9 copias/L (sala do paciente)
(SANTARPIA et al., 2020), 2,6 cdpias/L (sala de isolamento) (CHIA et al., 2020), 0,02
copias/L (banheiro), 0,03 copias/L (sala de remogdo de equipamentode Protecdo Individual -
EPI) (LIU et al., 2020a). Os outros modos de transmissdo como as particulas dos pontos de
descarga de aguas poluidas, sprinklers de aguas poluidas, durante a exposicao direta durante
amostragem/manuseio de &guas poluidas, banheiros publicos, etc. Precisam ser investigados de
maneira abrangente, como estdo sendo feitos para os modos de transmissdo aérea, para ter uma
visdo completa sobre como o virus esta se espalhando em diferentes ambientes. 1sso, por sua
vez, nos permitir elaborar medidas de prevencao mais efetivae diretrizes eficazes (KUMAR et
al., 2022).

O contato inicial com o organismo hospedeiro ocorre através das mucosas do nariz,
boca e olhos (SILVA et al., 2020b). No processo de entrada do Coronavirus (SARS-CoV-2)
segue o padrdao normal de um ciclo de vida de virus comum, comecando com a ligacdo do
dominio RBD da proteina spike (S) a enzima conversora de angiotensina (ACE2) do hospedeiro
(Figura 7). A protease semelhante a tripsina humana da via aérea humana (HAT), catepsinas e
a serino protease transmembranar 2 (TMPRSS2) quebram a proteina S e facilitam a fuséo da
membrana celular e viral e a liberacdo do RNA do material genético, que acontece dentro da
célula hospedeira (DAS et al., 2021; GLOWACKA et al., 2011; SHEREEN et al., 2020;
WALLS et al., 2020). Ademais, a TMPRSS2 e poucos outros genes, incluindo o BSG, foram
recentemente estudados quanto a variagdo genetica em 131 pacientes positivos para COVID-
19, onde foi verificado que a variagdo dos genes dos hospedeiro talvez esteja associada a
gravidade e suscetibilidade da infeccdo (LATINI et al., 2020). Uma vez dentro da célula, a

extremidade 5' do RNA tem as ORFs la e 1b traduzidas nas poliproteinas ppla e pplab,
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processadas posteriormente em nsP1-11 e nsP1-16, respectivamente (FEHR; PERLMAN,
2015; ZIEBUHR, 2005). Para codificar as duas poliproteinas, o virus usa uma sequéncia de
codons de parada (5'-UUUAAAC-3") e um pseudondé RNA que causa um deslocamento de
quadro ribossomal do quadro de leitura ORF 1a, permitindo a leitura continua para ORF1b.
Assim, a estrutura do pseudono € desenrolada até encontrar a sequéncia de parada na ORF1a,
impedindo o alongamento continuo do ribossomo, estendendo a conversdo para ORF1b e
resultando na traducdo de pplab (BARANOV et al., 2005; FEHR; PERLMAN, 2015).

A ORFlado SARS-CoV, SARS-CoV-2 e MERS-CoV tem o dominio PLP™ (protease
semelhante a papaina) dentro do nsP3, responsavel pelo processamento de proteinas replicase
maduras. Além disso, ORFla apresenta outro dominio composto por uma protease do tipo
serina, 3CLP™ (protease de cisteina do tipo 3C do picornavirus quimotripsina ou protease
principal (MP™) dentro de nsP5 (HARCOURT et al., 2004; MARTINA et al., 2005). Enquanto
PLP™ faz a clivagem nos limites entre nsP1-2, nsP2-3 e nsP3-4. Ainda, 3CLP™ é responsavel
por 11 outros eventos de clivagem restantes (FEHR; PERLMAN, 2015; HARCOURT et al.,
2004). As nsP’s estdo organizadas no complexo replicase-transcriptase (RTC) e possuem outros
dominios e fungdes enzimdticas. Por exemplo, em ORF1b existem nsP’s que codificam o
dominio de RNA dependente da RNA polimerase (RdRp), RNA helicase, exoribonuclease e
uma ribose dependente da atividade de 2'-O-metiltransferase (FEHR; PERLMAN, 2015).
Todos essas nsP’s com atividades especificas contribuem para a constru¢do de um ambiente
que possibilita a sintese de RNA, a replicacao e transcricdo de RNAs subgenémicos (SgRNAS)
e RNAs gendmicos (gQRNA) (ALANAGREH; ALZOUGHOOL; ATOUM, 2020; FEHR;
PERLMAN, 2015).

A replicacdo inicia com a sintese de uma polaridade negativa RNA viral que produz
gRNA e sgRNAs, que funciona como mRNA para a traducdo de proteinas estruturais e
acessorias (ndo estruturais). A partir do complexo RTC, ocorre a transcricdo de mRNAS
subgendmicos com extremidade 3'-coterminal e gRNA, que possuem em comum uma
sequéncia lider derivada da extremidade 5' do genoma. A partir dai, as proteinas sao traduzidas
e as proteinas E e M sdo translocadas para o compartimento intermediario do reticulo
endoplasmatico-Golgi (ERGIC), onde acredita-se ser o local de montagem, brotamento e
transporte de virions (FEHR; PERLMAN, 2015; SCHOEMAN; FIELDING, 2019). As
proteinas do nucleocapsideo embalam o RNA gendmico para formar os nucleocapsideos em
estruturas helicoidais. A proteina N entdo interage com as proteinas E e M, produzindo as
particulas semelhantes a virus (VLPs) que incorporam as proteinas S. Os virions maduros séo

transportados para a superficie celular dentro das vesiculas e sdo liberados no espaco
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extracelular, permitindo a interacdo e infeccdo das células vizinha (FEHR; PERLMAN, 2015).

Figura 6. Montagem do complexo de replicacéo e transcricdo (RTC) do SARS-CoV-2 e
mecanismos moleculares relacionados a producdo de proteinas ndo estruturais e

estruturais (nsps).
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Fonte: Adaptado e traduzido de Das et al, 2021. Visdo geral da entrada e resposta imune do hospedeiro levando a
tempestade de citocinas e os multiplos danos de tecidos. A) é a entrada do SARS-CoV-2, replica¢do, transcri¢éo,
traducdo e liberacdo do SARS-CoV-2 para fora. (indicado dentro circulo vermelho). a. o Virus SARS-CoV-2, b.
ligacéo da proteina spike com o receptor ACE2, c. Endocitose e liberacdo do genoma viral na célula hospedeira,
d. Sintese de nsP a partir de poliproteinas por traducdo de RNA do genoma usando a maquinaria hospedeira, e.
Replicagdo e transcricdo do RNA sentido inverso (formacéo de proteinas estruturais virais), f. montagem da fita
de RNA (+) e proteinas estruturais na célula de Golgi, g. transporte das particulas do virus maduro para o exterior
da célula por meio de vesiculas, h. exocitose e liberagdo do virus SARS-CoV-2. B) A resposta imune do hospedeiro

leva a tempestade de citocinas no COVID-19 (indicado no circulo azul).

A inibicdo da atividade de MP bloquearia a replicacdo viral e essencialmente impediria
a replicacdo viral. Ja a proteina S, que é dividida em duas unidades funcionais (S1 e S2), é
essencial para a interacdo (adesdo) dos virions com os receptores das células hospedeiras e a
subsequente fusdo do envelope viral com a membrana da célula hospedeira para permitir a
infeccdo (KUO et al.,, 2000). O genoma de SARS-CoV tem 29.903 nucleotideos de
comprimento contendo 11 ORFs. Todas essas proteinas sdo cruciais para formar a estrutura do
SARS-CoV, especialmente as proteinas N e S, as quais sdo interessantes candidatas para alvos
terapéuticos contra 0 SARS-CoV (KUO et al., 2000).
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O primeiro passo para o ciclo de infecgéo do virus envelopado (com o RNA viral) é a

interacdo com receptores celulares e a posterior fusdo com a membrana celular, a qual é
mediada pela proteina S (KUO et al., 2000). Varia¢des/mutacdes da proteina S entre as cepas
do CoVs sdo responsaveis pela variedade hospedeira e propensdo do virus em infectar
determinadas células de um tecido especifico. A proteina N tem fun¢des multiplas que estdo
envolvidas em providenciar sinais de importacdo-nuclear, interferindo em processos celulares,
replicacdo viral e 0o empacotamento do RNA. Ja a proteina E esta associada a formacéo envelope
do virus. A co-expressdo das proteinas M e E sdo resultados da producéo do virus tipo particulas
(VLPs), enquanto a expressao da proteina M sozinha ndo produz (VLPs) (CHEN; LIU; GUO,
2020; TUNG et al., 1992; VENNEMA et al., 1996).
O alinhamento da sequéncia genémica dos CoVs mostra que 58% deles sdo idénticos nas
regides codificadas-nsp e 43% sdo idénticos na codificacdo-proteina estrutural,compartilhando
54% do genoma total mostrada na figura 3. Isto sugere que as nsps sao mais conservadas e as
proteinas estruturais sdo mais diversificadas, uma vez que estas precisam se adaptar a cada novo
hospedeiro. Uma vez que a taxa de mutacao na replicacdo do RNA viral émais alta quando se
tratando de um DNA viral, o genoma do RNA viral possui menos do que 10 Kb de
comprimento. Entretanto, o genoma do CoV é muito mais longo, com aproximadamente 30 kb
de comprimento, sendo um dos RNA virais mais compridos e ja conhecidos. Dessa maneira, a
manutencdo do genoma longo dos CoVs talvez esteja relacionada com a especial fungdo no
complexo de transcricdo-replicacdo, o qual contém muitas enzimas de processamento de RNA,
como a exorribonuclease 3’ e 5’ da nsp14 (HUSSAIN et al., 2005).
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Figura 7. As estruturas gendomicas dos membros dos géneros de CoVs.
Identity 54%

Fonte: Adaptado de Chen et al. 2020. A estrutura gendmica de quatro genomas de coronavirus. Ppla e Pplb
representam os dois longos polipeptidios, os quais sdo processados dentro das 16 proteinas ndo-estruturais. S, E,
M e N indica as quatro proteinas estruturais spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). 2019-
nCoV, 0 novo coronavirus 2019; CoVs, coronavirus; HE hemaglutinina-esterase. Nomes virais: HKU, coronavirus
identificado pela Universidade de Hong Kong; HCoV, coronavirus humano; IBV, virus bronquite infeccioso;

MHV, virus hepatite murina; TGEV, virus gastroenterite transmissivel.

2.4 Proteinas Estruturais e Nao Estruturais do SARS-CoV-2

A andlise de sequéncia de isolados de SARS-CoV-2 sugere que 0 genoma de 30 Kb
codifica até 14 quadros de leitura aberta (ORFs) (GORDON et al., 2020). O ORFla e ORFlab
codificam poliproteinas, as quais sdo processadas autoproteoliticamente em 16 proteinas ndo
estruturais (nsP1-nsP16) que formam o complexo replicase-transcriptase indicado na figura 8 e
na tabela 3. O complexo replicase-transcriptase consiste em varias enzimas, incluindo aprotease
semelhante a papaina (PLP™® ou NSP3), a protease principal (MP™ ou 3CLP™ ou NSP5),0
complexo que ocupa o primeiro lugar (NSP7-NSP8), a RNA polimerase primaria dependentede
RNA (NSP12), uma helicase-trifosfatase (NSP13), uma exoribonuclease (NSP14), uma
endonuclease (NSP15) e N7- e 2°0 metiltransferases (NSP10 e NSP16) (BRAGA; SCHMIDT,
1982; CHAN et al., 2020; FEHR; PERLMAN, 2015). No final da 3’ do genoma viral, até 13
ORFs sdo expressos a partir de 9 RNA subgendmicos previstos. Estes incluem quatro proteinas
estruturais: spike (S), envelope (E), membrana (M) e ndcleocapsideo (N) e nove fatores

acessorios putative como mostrado na figura 8(GORDON et al., 2020).

Figura 8. Proteinas do hospedeiro SARS-CoV-2.
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. Proteinas estruturais

Fonte: Adaptado e traduzido de Gordon et al, 2020. n= 4 proteinas estruturais (S, E,M e N) em vermelho. n/NPSs=

16 proteinas ndo estruturais em azul.

A proteina estrutural spike (S) do SARS-CoV-2 é uma proteina de membrana do tipo
I, que forma um trimero, ancorado a membrana do virus por seu segmento transmembranar,
enquanto decora a superficie do virion com seu grande ectodominio. Ele se liga a ACE2 em
uma célula hospedeira e submete-se a grandes rearranjos estruturais para promover a fusao de
membrana (ZHANG et al., 2021). Para a proteina envelope (E), dentre as quatro principais
proteinas, € a menor e tem 0 menor nimero de copias das proteinas de membrana encontradas
no envelope lipidico de particular de virus maduras (AL-QAANEH et al., 2021; DUART et al.,
2020).

A proteina de membrana (M) é mais prevalente dentro da membrana do virus e é
considerada importante para o processo de crescimento dos Coronavirus. De fato, durante o
processo de instalacdo das particulas virais, esta proteina interage com a propria glicoproteina
N, E, S e ela mesma (M) (AL-QAANEH et al., 2021; BIANCHI et al., 2020). A Gltima proteina
estrutural € a proteina nucleocapsideo (N), € um antigeno importante para o coronavirus, que
participa do pacote de RNA e liberacdo de particulas virais (ZENG et al., 2020). A proteina N
é altamente imunogénica e abundantemente expressa durante a infeccdo (LIU et al., 2006).
Além disso, a proteina N é usada frequentemente no desenvolvimento de vacinas e ensaios
soroldgicos (ZENG et al., 2020). No presente, hd poucos relatos focados na proteina SARS-
CoV-2, e a sua compreensao atualizada da proteina SARS-CoV-2 é uma necessidade urgente
(ZENG et al., 2020).

Tabela 3. As 16 proteinas ndo estruturais dos coronavirus e as suas fungoes.

Tipo Funcgdes
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nspl

nsp2
nsp3

nsp4

nsp5

nsp6

nsp’/

nsp8

nsp9

nspl0

nspll

nspl2

Promove a degradacdo do mRNA celular e o blogueio da tradugéo da célula hospedeira
e da

resposta imune inata (HUANG et al., 2011; TANAKA et al., 2012).

Funcéo desconhecida, liga-se a “proibi¢des” (CORNILLEZ-TY et al., 2009).

A protease semelhante a papaina (PLpro), cliva as poliproteinas virais e bloqueia a
resposta

imune inata, possui maltiplos dominios (LEI; KUSOV; HILGENFELD, 2018).
Proteina scaffold transmembrana, formacdo de DMVs (Vesiculas de membrana
dupla)

(GADLAGE et al., 2010).

3Lpro, 3C tipo protease, cliva poliproteinas virais, inibe a sinalizacdo de IFN por
clivagem

de STAT2 (STOBART etal., 2013; ZHU et al., 2017).

Proteina scaffold trasmembranar, formacdo de DMVs (Douple Membrane Vesicles)
ouvesicula de membrana dupla, inibe o autofagossomo (ANGELINI et al., 2013;
COTTAM;

WHELBAND; WILEMAN, 2014).

Forma um complexo hexadecamérico com nsp8 (TE VELTHUIS; VAN DEN
WORM,;

SNIJDER, 2012).

Forma um complexo com nsp7, pode atuar como primase (TE VELTHUIS; VAN
DEN

WORM; SNIJDER, 2012).

Dimerizacdo e ligacdo de RNA (ZENG et al., 2018).

Cofator para nspl4 e nsp16 (DECROLY et al., 2011).

Em ppla, consiste em um pequeno peptideo com funcéo desconhecida. Na poliproteina
pplab, nspll é traduzido em nspl2 e devido ao 1-frameshift entre ppla e pplb
(FEHR;

PERLMAN, 2015).

RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (TE VELTHUIS et al., 2010).
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nspl3 RNA helicase, 5’trifosfatase (JIA et al., 2019).

nspl4 Exo-ribonuclease 3’-5’(proofreading), N7-metiltransferase (BOUVET et al., 2012,
CHEN
et al., 2009).

nspl5 Endo-ribonuclease, evasdo de apoptose e sensores de células dSRNA (BHARDWAJ et
al.,
2006; DENG et al., 2017).

nspl6 2’-0-metiltransferase, inibe RIG-1 e MDAD, regulando negativamente a imunidade
inata
(DECROLY etal., 2011; SHI et al., 2019).

Fonte: Autora, 2023.

A protease 3CLP™ (ou protease principal, MP™)

A 3CLP™ (também chamada de MP©) é uma protease, correspondente a nsP5, altamente
conservada nos HCoVs, e assim como a PLP™, e responsavel pela clivagem das poliproteinas
ppla e pplab, tendo uma funcdo essencial na replicacdo do virus (ANAND et al., 2003; TAHIR
UL QAMAR et al., 2020). Essa protease cliva a poliproteina viral em 11 sitios conservados,
envolvendo a sequéncia de aminoacidos Leu-GlIn/Ser-Ala-Gly, o qual o sitio de clivagem é
entrea Glne a Ser (TAHIR UL QAMAR et al., 2020). Embora, 0 modelo de clivagem da 3CLP™
parece ser conservada no SARS-CoV e no SARS-CoV-2 (ANAND et al., 2003; PERLMAN;
NETLAND, 2009), mecanismos adicionais sdo requeridos no processo das poliproteinas no
MERS-CoV, como a dimerizacdo do sitio de ligacdo no substrato para obter o dimero maduro
(TOMAR et al., 2015).

A 3CLP"™ do coronavirus foi estudada e identificada com trés dominios. Os dominios da
3CLP™® I e Il do N-terminal sdo folhas £ antiparalelas com 6 a 13 fitas £ formando uma estrutura
semelhante a quimiotripsina (ANAND et al., 2003; TAHIR UL QAMAR et al., 2020). O sitio
catalitico de ligacéo esta localizado entre esses dois dominios ligados e uma estrutura de loop
conecta o dominio Il ao dominio C-terminal 111, compondo uma diade de residuos conservados
(cisteina (Cys) e histidina (His)) em ambos SARS-CoV e SARS-CoV-2 (Figura 9) (ANAND et
al., 2003; ZHANG et al., 2020a). O dominio Ill consiste no aglomerado globular de cinco
hélices associadas com a dimerizagéo proteica devido as interagdes entre esses dominios de um

de seus mondmeros. Também, o dominio 111 tem sido associado com a atividade proteolitica da



34

3CLP (ANAND et al., 2003; TAHIR UL QAMAR et al., 2020; TOMAR et al., 2015).

A 3CLP™ faz parte de uma das 16 proteinas ndo-estruturais do SARS-CoV-2. Depois
do virus entrar, ele deixa 0 seu RNA gendmica dentro do citoplasma da célula hospedeira, a
qual é rapidamente convertida em poliproteinas (ppla e lab). Essas poliproteinas sdo depois
clivadas por proteases virais em um total de 16 proteinas ndo-estruturais, as quais podem servir
como alvos essenciais frente a SARS-CoV-2) (ZHANG et al., 2020a).

Figura 9. Simulacao da sobreposicéo das estruturas do SARS-CoV-2 3CLP™®, SARS-CoV
3CLP° e MERS-CoV 3CLPr,

Fonte: Liu e colaboradores, 2020. SARS-CoV-2 3CLP™ (cédigo PDB: 6LU7, azul), SARS-CoV 3CLP*(codigo
PDB: 1Q2W, vermelho) e MERS-CoV 3CLP™ (c6digo PDB: 4RSP, verde).
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3. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Compilar estudos cientificos que apresentam alternativas para combater os virus SARS-CoV,
SARS-CoV-2 e MERS-CoV por meio da inibicdo da protease 3CLP™.

2.2. Objetivos Especificos

Selecionar estudos sobre compostos de origem natural,

Juntar estudos sobre compostos de origem semissintética;

Recolher estudos sobre compostos de origem sintética;

Colecionar estudos sobre compostos descobertos por estudos de triagem virtual.
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4. METODOS

Revisdo Bibliografica

Para elaboracdo desta revisdo bibliogréfica foram realizadas pesquisas em bases de
dados de textos de jornais e revistas, bem como, artigos e livros cientificos, cujo tratassem do
tema desse trabalho de concluséo de curso. Para tais buscas, apenas bases internacionais foram
utilizadas. Ainda, foram admitidos artigos de acesso aberto (Open Access) e fechado (Under
Subscription). Por fim, a aplicagéo dos parametros descritos abaixo permitiu selecionar um total
de 134 trabalhos para analise e elaboracdo do presente trabalho.

Palavras-chaves Utilizadas

Para a execucdo das buscas propriamente ditas, as seguintes palavras-chaves foram
usadas: “Inhibitors”, “Synthesis”, “Synthetic Compounds”, “Natural Compounds”, “Natural
Products”, “Nature-Based”, “Nature”, “Literature Review”, “Epidemiology”, “Pathogenic
Mechanism”, “Treatment”, em combinacdo com as palavras “S4RS-CoV”’, “SARS-CoV-2"”,
“MERS-CoV” separadas pelo termo AND.

Ferramentas de Busca Utilizadas
Todas as buscas pelo material cientifico foram realizadas nas bases “Science Direct®”,

“Google Scholar®”, “Springer®”, “PubMed®”, “Nature®” ¢ “SciFinder®”, por meio de acesso via

plataforma Periddicos CAPES (https://www.periodicos.capes.gov.br/) e utilizando as palavras-

chaves citadas anteriormente. Ainda, websites contendo dados epidemiolégicos também foram
utilizados, tais como “Ministério da Saude - MS (https://saude.gov.br/)”, “World Health
Organization - WHO (https://www.who.int/) "e “Centers for Disease Control and Prevention -
CDC (https:/lwww.cdc.gov/)”. Além destes, 0s bancos de moléculas eproteinas “DrugBank
(https:/lwww.drugbank.ca/)” e “RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) também

foram acessados.


http://www.periodicos.capes.gov.br/)
http://www.who.int/)
http://www.cdc.gov/)
http://www.drugbank.ca/)
http://www.rcsb.org/)
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4.4. Critérios de Inclusdo/Exclusao

No presente estudo foram apenas incluidos trabalhos revisados por pares, escritos em
inglés, provenientes de periddicos indexados, sem restricdio temporal. Dessa forma,
artigos/textos publicados até 2022 foram analisados e utilizados para confeccionar esse TCC.
Por fim, os trabalhos obtidos na literatura, apds aplicacdo dos critérios supracitados, cujo ndo

se enquadravam aos critérios de inclusdo, foram excluidos da analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Inibidores da 3CLP" Encontrados na Literatura

Do ponto de vista da quimica medicinal, um avango imperativo e promissor para
combater a COVID-19 é desenvolver moléculas que possam inibir o processamento essencial
da poliproteina principal, nesse caso, via 3CLP°. Como a 3CLP™® é muito crucial para a
replicacdo viral (LEYSSEN; DE CLERCQ; NEYTS, 2008), juntamente com a protease
semelhante a papaina (PLP™), constituindo um importante alvo na pesquisa de inibidores
antivirais seletivos e eficazes contra SARS-CoV (MCKEE et al., 2020; WU et al., 2020). Varios
inibidores sintéticos da 3CLP™ tem sido reportado, entretanto, eles possuem atividade
relativamente fraca (KONWAR; SARMA, 2021). H& varias técnicas de desenvolver inibidores
para 0 SARS-CoV-2, como as técnicas de FBDD (no inglés, fragment-based drug design),
triagem virtual e experimental, descoberta de fArmacos baseada em estrutura (SBDD), tém sido
utilizadas pelos pesquisadores na busca de pequenas moléculas inibidoras desta cisteino
protease e suas implicacBes nas células de mamiferos (DE WILDE et al., 2014). Também, nas
ultimas duas décadas, juntamente com 0s avancos no campo computacional, a experimentacao
quimica em laboratdrio tem sido auxiliada também por matematica, quimica, fisica e algoritmos
(JAWARKAR et al., 2022).

Estruturalmente, os inibidores da 3CLP™ podem ser classificados como peptideos e
ndo-peptidomiméticos. Peptidomiméticos copiam inicialmente os substratos dos peptideos
naturais e se ligam a 3CLP™ e formam um complexo ndo covalente. Seus grupos principais, 0S
quais estdo espacialmente muito préximo dos residuos cataliticos da proteina alvo, estdo
sujeitos a um ataque nucleofilico para catalisar a formacéo de ligagdes covalentes com a cisteina
(GHOSH et al., 2005; JACOBS et al., 2013; KIM et al., 2013; WEI et al., 2006). Esses grupos
principais, possuem principalmente aceptores de Michael, aldeidos e diferentes tipos de
cetonas, que se ligam covalentemente ao residuo Cys'*® no bolso S1° da 3CLP™ para exercer um
efeito inibitério (GOETZ et al., 2007; SYDNES et al., 2006; ZHANG et al., 2006; ZHU et al.,
2011).
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Figura 10. Mapas da densidade eletronica dos inibidores de aldeido da 3CLP™ no residuo
Cys145,

A AcesTLaH

Fonte: Zhu e colaboradores, 2011. Liga¢do do inibidor no sitio tivo do SARS-CoV da 3CLP™®. Os mapas de
densidade de elétrons sdo ilustrados para inibidores (A) que é denominado de Ac-ESTLQ e o (B) que é
denominados de Ac-NSTSQ-H. O sitio catalitico Cys'*° do SARS-CoV 3CLP™ forma um tio-hemiacetal com o

grupo aldeido dos inibidores.

5.2. Inibidores da 3CLP™ de Origem Natural

Molécula 1: Como parte de uma investigacdo em andamento de potenciais inibidores,
provenientes de plantas, da 3CLP™ do SARS-CoV, Ryu e colaboradores (2010) realizaram uma
triagem inicial de extratos etandlicos das folhas de Torreya nucifera, usando um ensaio de
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET). Dos compostos isolados,
molécula 1 sendo o biflavanoide mentoflavona (Figura 11) foi identificado como um potente
inibidor da 3CLP™. Também, foi relatado os mecanismos de inibicdo da enzima, verificados
usando gréaficos cinéticos e experimentos de docking molecular. O efeito de inibicdo do
composto foi medido usando um método FRET, desenvolvido por Ryu e colaboradores (2010).
Neste ensaio, o peptideo fluorogénico Dabcyl-KNSTLQSGLRKE-Edans (Anygen Co.,
Republica da Coreia) é usado como substrato, e a fluorescéncia é aumentada devido a clivagem
do substrato é medida a 360/400 nm (RYU et al., 2010).

Logo depois, foi realizado uma analise qualitativa das relacfes de estrutural-atividade
(SAR - Strutucture-Activity Relationship) dessa biflavona é o composto (1) na figura 12. A
comparacdo da biflavona amentoflavona (1) com derivados da biflavona revelou que a
metilagdo dos grupo 7, 4 e 4-hidroxila diminuiu a atividade inibitdria, enquanto uma biflavona

sozinha, como na mentoflavona (1), aumentou a atividade inibitoria. Assim, esse composto
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ficou sendo o mais potente (sem o grupo metoxi). E, a localizacdo desse grupo metoxi na
molécula foi positivamente correlacionada com a poténcia dos compostos contra SARS-CoV
3CLP™. O inibidor mais potente foi o composto (1) apresentando cerca de 30 vezes mais
poténcia que os outros compostos do estudo. No caso de flavonas, elas com um grupo hidroxila
substituidos por C3’°, foram inibidores mais potentes. Assim, esses dados sugerem que a
substituicdo da apigenina dentro da flavona como no biflavonoide (1) pode desempenhar papel
fundamental na inibicdo do SARS-CoV 3CLP™. (RYU et al., 2010).

Também, foi analisado o mecanismo inibitorio dos biflavanoides isolados contra
atividade do SARS-CoV 3CLP™. Os mecanismos de inibicdo enzimatica do biflavonoide foi
modelado usando plotagem de um gréfico Lineweaver-Burk e Dixon (duplo reciproco). O
grafico de Dixon vs 1/V (RFU/min™) resulta em uma linearizagdo dos dados, onde a equagéo
de uma reta: y = X + B mostra caracteristicas de inibi¢cdo ndo competitiva em relacdo a 3CLP"°,
pois Vmax diminui sem alterar Kmn na presenga de concentracdes crescentes de inibidores. (RYU
et al., 2010).

Na analise da biflavona (1) foi usado simulacéo de docking in silico, e revelou que a
biflavona se encaixa bem no bolso de ligacdo do 3CLP™. Como mostrado na figura 11, o grupo
hidroxila C5 do composto (1) formou duas ligacdes de hidrogénio com o atomo de nitrogénio
do grupo imidazol de His'®3(3,154 A) e OH de Leu*! (2,966 A) que pertencem ao sitio S1 de
3CLP™®, Além disso, o grupo hidroxila no anel B desse composto forma ligacGes de hidrogénio
com GIn*® (3,033 A), que pertence ao sito S2 de 3CLP™. Nos estudos de relacdes estrutura-
atividade implicaram interacdes com Val*® (4,228 A) e GIn'*? (3,898 A) como um dos
principais quimiotipos desse inibidor. Assim, este experimento de docking suporta as
inferéncias extraidas do ensaio enzimatico, mostrando uma importante acdo inibitdria das
biflavonas no SARS-CoV 3CLP™.Até onde sabe-se, este € o primeiro relato a descrever 0s
efeitos inibitérios da amentoflavona (1) contra a 3CLP™. O Clso valor deste inibidor, embora
superior aos da 3CL derivada de peptidosP™ inibidores, esta, no entanto, na faixa micromolar
baixa. Assim, 0s autores acreditam que este composto pode ser um bom candidato para o
desenvolvimento como uma droga terapéutica natural contra a infeccdo por SARS-CoV. (RYU
etal., 2010).
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Figura 11. Estrutura 2D do inibidor (1) interagindo com a do SARS-CoV 3CLP™.

~—— - .

Fonte: Adaptado de Ryu e colaboradores, 2010. A posi¢do do composto 1 (amentoflavona) no SARS-CoV

3CLPe. Grafico de fita de composto 1 complexando a 3CLP™ com ligagéo de hidrogénio.

Figura 12. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.

OH O

(€)) OH O ICs) SARS = 8.3 uM

Fonte: Autora, 2023. Composto (1), é a amentoflavona identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV
3CLPr,

Molécula 2: Em 2005, Lin e colaboradores realizaram um estudo do extrato de raiz de
Isatis indigotica, cinco compostos principais da raiz de |. indigotica e sete compostos fendlicos
derivados de plantas foram testados para efeitos anti-SARS-CoV 3CLP™ usando ensaios de
clivagem sem células e baseados em células. Foi feita a caracterizacéo do efeito anti-3CLP" do
SARS-CoV do extrato aquoso de raiz de 1. indigotica. A proteina substrato de nao-clivagem foi

detectada por um ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), utilizando a proteina S
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conjugada com peroxidase. O ELISA mostrou que a atividade proteolitica livre de células se
correlacionou, de modo dependente da concentragdo, com a diluigdo em série da proteina 3CLP™
recombinante na faixa de 15 ug/mL a 240 ug/mL. Posteriormente, o efeito anti-3CLP™® do
extrato de raiz de I. Indigotica foi avaliado usando o ensaio de clivagem sem células. O ensaio
de clivagem sem células indicou que o extrato de I. indigotica teve um efeito anti-3CLP™
dependente da dose. E, o composto hesperetina (molécula 2 que esta ilustrada na figura 13)
inibiu de forma significante a atividade de clivagem da 3CLP™ no ensaio baseado em células e
teve um valor pequeno de 1Cso. (LIN et al., 2005).

O Clso o valor do ensaio baseado em células pelo extrato da raiz de I. indigotica foi
duas vezes maior que o Clso valor do ensaio sem células. A razdo pode ser que o extrato de raiz
de I. indigotica pode conter alguns compostos inibitérios que ndo podem permear as
membranas celulares para atingir o SARS-CoV 3CLP™ intracelular. Os resultados dos ensaios
de clivagem livre de células e a base de células demonstraram que o extrato de raiz de I.
indigotica pode conter potente anti-SARS-CoV 3CLP"™ compostos. Nesse ensaio de clivagem
baseado em células de 3CLP" foram em células Vero na avaliacdo da florescéncia e no perfil de
citotoxicidade in vitro da raiz de 1. indigotica. E, dos compostos testados, a hesperetina foi o
inibidor mais potente do SARS-CoV 3CLP™®. Além disso, a hesperetina (2) com um CCsg de
mais de 2 mM foram consideravelmente me os citotoxicos para as células Vero (figura 13).
Semelhante a outras substancias anti-SARS relatadas, como glicirrizina, nelfinavir, acido
aurintricarboxilico e interferon, o composto relatado pode ser considerado como potencial
indicio no desenvolvimento de inibidores do SARS-CoV 3CLP™. (LIN et al., 2005).

Figura 13. Estrutura do inibidor de origem natural.
O“x
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Fonte: Autora, 2023. Composto (2), é a Hesperetina identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV 3CLP®,
CCso (concentragdo citotoxica de 50%) foi a concentracdo que deu metade da DOszo630 de células simuladas no
ensaio MTT.



43

Molécula 3: Park e colaboradores (2013) realizaram um estudo sobre a avalicdo
bioldgica de nove florotaninos isolados de alga marrom comestivel Ecklonia cava. Foi relatado
pela primeira vez que os florataninos (Figura 14) de E. cava inibiram competitivamente a 3CLP™
do SARS-CoV. As atividades de inibicdo de florotaninos contra 3CLP™ foram avaliadascom
uma andlise baseada em células/livres confirmada por FRET e luciferase. A partir desses
resultados, foi avaliado a afinidade de ligac&o dos florotaninos isolados de E. cava para a 3CLP®
por andlise de ressonancia plasmonica de superficie (SPR) e estudo de ligacdo molecular. O
dieckol que possui dois grupos eckol ligados por um éter difenilico, mostrou a atividade
inibitoria mais potente (molécula 3 ilustrada na figura 14). (PARK et al., 2013).

Sabe-se, este é o primeiro relato sobre as atividades bioldgicas das florotaninas
isoladas de E. cava no foco do SARS-CoV 3CLP™. (PARK et al., 2013).

Em seguida, foi estudado o mecanismo cinético da interacdo desses inibidores com o
SARS-CoV 3CLP™. A atividade enzimatica foi medida com uma série de concentracfes de
substrato e varias concentracdes de inibidores. Os graficos cinéticos mostram que o dieckol (3)
tem perfis de inibicdo competitivos porque o grafico de Lineweaver-Burk (1/V vs 1/[S]) é uma
série de linhas retas com o0 mesmo intercepto do eixoypara o0 SARS-CoV
3CLP™ inibidores. (PARK et al., 2013).

Os resultados promissores descritos acima nos encorajaram a investigar melhor as
principais interagdes entre a floratanina e 0 SARS-CoV 3CLP™. Para obter mais informaces
sobre 0 mecanismo de inibi¢do, um experimento de docking foi realizado. O inibidor mais
potente do SARS-CoV 3CLP", o dieckol (3), foi analisado por analise de docking molecular
quanto as suas interagdes com residuos proteicos no sitio original de ligacdo do ligante como
ilustrado na figura 14. As florataninas que foram identificadas como inibidores competitivos
dos ensaios de clivagem trans/cis do SARS-CoV 3CLP™, foram encaixados na bolsa de ligacédo
ao substrato (bolsa S1) da enzima na simulacdo de docking. Os resultados da simulagéo
mostraram que o composto mais promissor, o dieckol (3), que possui dois grupos eckol ligados
por um éter difenilo, mostrou a menor energia de ligacdo de -11,51 kcal/mol. Anteriormente,
descobrimos que a estrutura do eckol é essencial e crucial para uma boa inibi¢do do SARS-CoV
3CLP, Como mostrado em figura 14, o grupo hidroxila C2" do dieckol (3) forma uma ligagéo
de hidrogénio com Thr'® (4,66 A), e o grupo hidroxila C5’ forma uma ligagdo de hidrogénio
com His® (2,87 A). Além disso, o grupo hidroxila C3’ forma uma liga¢o de hidrogénio com
Ser'# (2,78 A), e o grupo hidroxila C2 de dieckol (3) formou duas ligagdes H com His* (2,79
A) e Cys'*® (3,41 A), os residuos cataliticos do SARS-CoV 3CLP™, Simulagio das interacdes

de docking entre o dieckol (3) e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da 3CLP™ revelou
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que o dieckol (3) se ligava ao sitio S1 do SARS-CoV 3CLP™ através de ligacdes H. Além disso,
confirmamos que o dieckol (3) formou ligagdes de hidrogénio especialmente fortes com a diade
catalitica (Cys'* e His*!) do SARS-CoV 3CLP™, Esses experimentos de docking suportam as
inferéncias extraidas do ensaio enzimatico que revelou a importante acéo inibitéria do dieckol
(3) sobre 0 SARS-CoV 3CL"P®. (PARK et al., 2013).

Neste estudo, foi relatado pela primeira vez que asflorataninas de E. cava inibiu
competitivamente 0 SARS-CoV 3CLP® nos sistemas sem células/baseados. Além disso, 0
dieckol (3) teve a atividade inibitoria mais potente na 3CL baseada em célulasP™ ensaio de cis-
clivagem, e sua poténcia foi maior do que os outros derivados da florotanina e os inibidores
naturais de referéncia. Além disso, essas analises detalhadas de afinidade de ligacéo proteina-
inibidor por SPR e simulacdes de docking molecular de dieckol (3) revelou que ele tem uma
alta taxa de associacéo e forma fortes ligagGes de hidrogénio a diade catalitica (Cys'*® e His*')
do SARS-CoV 3CLP™ com a menor energia de ligacdo. (PARK et al., 2013).

Figura 14. Estrutura 2D do inibidor (3) interagindo com a do SARS-CoV 3CLP™.

Fonte: Adaptado de Park e colaboradores, 2013. A forma de ligacdo do dieckol (3) no SARS-CoV 3CLP™. Parcelas

de fita de dieckol (3) complexadas a 3CLP™ com ligacdo de hidrogénio.
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Figura 15. Estrutura do inibidor de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (3), é o Dickel identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV 3CLP™.

Molécula 4: Em 2020, Jo e colaboradores empregaram um método proteolitico para
sondar os compostos inibidores da 3CLP™® do SARS-CoV. Um peptideo sintético (Figura 16)
marcado com um par Edasn-Dacbcyl FRET (Transferéncia de energia de ressonancia de
flurescéncia) foi usado para pesquisar compostos inibidores da 3CLP™ frente a uma biblioteca
de flavonoides. Usando a biblioteca de flavanoides, foram detectados varios flavanoides com
uma amplafaixa de atividade inibitoria. Para prever os esqueletos quimicos de flavonoides
necessarios parainteragir com o sitio catalitico da 3CLP™, um estudo de docking molecular foi
realizado. (JOet al., 2020).

A fim de deduzir os modos de ligacdo dos flavonoides inibitérios no nivel molecular,
foi realizada uma investigacado teorica aprofundada através de um estudo de docking de ajuste
induzido. As interacdes entre 0 SARS-CoV 3CLP™ e os os flavandides inibitorios foram
analisadas para prever as suas afinidades de ligacdo. Estruturas de primeira linha (de acordo
com as pontuacbes de deslizamento) dos resultados de docking de ajuste induzido para
herbacetina (-9,263) e Rhoifolina ou composto (4) (-9,565) foram selecionadas e hipotetizadas
como complexos bioldgicos como na figura 16. (JOet al., 2020).

Posicdo de docking de Rhoifolina (4) foi representada no potencial de superficie
eletrostatica do SARS-CoV 3CLP™® (vermelho, negativo; azul, positivo; branco, sem carga).
Previu-se que os flavonoides ocupassem o sitio ativo do SARS-CoV 3CLP™. As representacoes
esquematicas 2D das interacdes de cinco flavonoides também foram desenhadas conforme na
figura 16. S1 representa o sitio polar S1 do SARS-CoV 3CLP™, S2 para o sitio hidrofébico S2
e o sitio S3’ sem forte tendéncia. As setas cor-de-rosa representam a interagéo de ligagéo de
hidrogénio. O ensaio e o resultado da acoplagem indicam conclusdes importantes. No inicio, 0s

flavonoides tém uma ampla gama de afinidade de ligacdo ao SARS-CoV 3CLP™ devido aos
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seus anéis aromaticos hidrofobicos e grupos hidroxila hidrofilicos. Em segundo lugar, a
presenca de grupos de carboidratos influencia severamente a afinidade de ligagdo e 0 modo da
fragdo cromo-4-um. (JOet al., 2020).

Este estudo sugere que o ensaio bioquimico combinado com a previsdo de docking
pode ser Util para desenvolver melhores derivados inibitorios de flavonoides de varios
arcaboucos de flavonoides. Por fim, entre os flavonoides estudados o melhor foi o Rhoifolina

(molécula 4) para inibicdo da 3CLP™ e exibiu 0 menor valor de ICso. (JOet al., 2020).

Figura 16. Estruturas complexas previstas e as representagdes 2D de SARS-CoV 3CLP™.
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Fonte: Adaptado de Jo e colaboradores, 2020. Complexos preditos do flavonoide (4) no sitio catalitico do SARS-
CoV 3CLP™,

Figura 17. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (3), € um flavonoide identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV 3CLP™,

Moléculas 5 e 6: Em 2016, Park e colaboradores isolaram 13 constituintes do Angelica

keiskei que tém como alvo as proteases-CoV. 3CLP"™ e PLP™ foram expressas e purificados a
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partir de Escherichia coli, bem como, as formas truncadas contendo apenas os dominios
cataliticos. Os compostos isolados (dentre eles as moléculas 5 e 6 com menores valores de 1Cso)
foram avaliados separadamente quanto as suas atividades inibitdrias contra as proteases do
virus. Os mecanismos de inibicdo dos compostos para as proteases direcionadas foram
verificados por graficos cinéticos e estudos de docking molecular. Até onde sabe-se, este estudo
foi o primeiro a examinar a inibicdo das proteases de cisteina do SARS-CoV por compostos
isolados de A. keiskei.

Para elucidar ainda mais a interacdo das proteases de cisteina SARS-CoV com o
inibidor mais potente, 6 (comparando com o composto 5 e outros testados), isolado de A.
keiskei, foi realizada uma simulag&o de docking in silico. A estrutura tridimensional do SARS-
CoV 3CLP"™ complexado a um inibidor analogo ao substrato (codificado 2ZU5) foi utilizado
para a analise da modelagem. A analise de docking por computador revelou que a maioria das
calconas (5 e 6) se encaixa bem na bolsa de ligacdo ao substrato de 3CLP™. A estrutura global
obtida pelo composto de docking (6) a 3CLP™ é mostrado na figura 18 (A) onde 0 SARS-CoV
3CLP™ é desenhado como uma fita, e 0 composto é representado como um modelo de bola e
bastdo. Como mostrado na figura 18 (A), o composto 6 formou ligac6es de hidrogénio (ligacao
H) com SARS-CoV 3CLP™. O &omo de oxigénio do grupo carbonila do composto (6) forma
ligacéo de hidrogénio com o &tomo de nitrogénio de His'® (2,57 A); o grupo hidroxila de C"2
formou ligacdes H com Ser'* (3,48 e 3,59 A). Curiosamente, o grupo peridroxila (PMB) do
composto substituido 6 formou fortes ligagdes H com Cys** (3,45 e 2,72 A) como um dos
principais motivos deste inibidor. Elucidar ainda mais a interacdo do SARS-CoV PLP™ com a
calcona alquilada (6) isolada, que exibiu atividade inibitéria ndo competitiva. Neste estudo, o
docking foi inicialmente realizado usando ligantes energeticamente otimizados em diferentes
locais potenciais de ligacdo em toda a proteina (blind docking), pois esse processo reduz o
tempo de simulagdo. Como mostrado na figura 18 (B), o grupo peridoxila de (6) forma trés
ligagBes H com o atomo de nitrogénio de His'"® (3,56 A), o 4tomo de oxigénio de His'’? (3,87
A) e o atomo de nitrogénio de His"? (3,40 A). Esses experimentos de docking incentivam os
resultados do ensaio enzimatico e revelam a importante acao inibitoria das calconas alquiladas
sobre a atividade das proteases de cisteina SARS-CoV.

Além disso, essa andlise mecanicista detalhada de inibidores de proteinas dessas
espécies revelou que as calgonas (5 e 6) exibiam inibicdo competitiva do SARS-CoV 3CLP™,
considerando que foi observada inibicdo ndo competitiva com 0 SARS-CoV PLP®. Assim, 0s
seus efeitos inibitérios no ensaio sem células/baseado em células, acredita-se que os dados

podem ser encorajadores para o desenvolvimento de reagentes terapéuticos para o SARS-CoV.
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E, dos 13 compostos isolados, a chalcona alquilada (molécula 6) substituidapor um grupo
peridroxila (Figura 19) apresentou as atividades inibitérias mais potentes contra3CLP™ e PLP™.
(PARK et al., 2016).

Figura 18. Analise de docking molecular in silico do composto 6 que se liga ao SARS-CoV
3CLP™ (A) e PLP™ (B).
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Fonte: Adaptado de Park e colaboradores, 2016.

Figura 19. Estrutura do inibidor de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (5) e (6) identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV 3CLP® e PLP®,

Molécula 7 e 8: Park Ji-Young e colaboradores (2012) estudaram e realizaram uma
avaliagéo bioldgica de sete tanshinonas isoladas de Salvia miltiorrhiza, que foram identificadas
como inibidores especificos e seletivos para as proteases virais 3CLP™ e PLP™ do SARS-CoV.
Uma busca na literatura envolvendo estudos sobre esses sete hits isolados de tanshinona
mostrou que, até agora, ninguém tinha identificado como inibidor de protease do coronavirus.
E, esses pesquisadores conseguiram identificar nesse estudo que todas as tanshinonas isoladas
séo bons inibidores para as duas proteases de cisteina. Para 0 melhor do nosso conhecimento,

esse € o primeiro estudo a descrever os efeitos de inibicdo para as tanshinonas contra as
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principais proteases do SARS-CoV. Em particular, sete compostos exerceram atividade
inibitoria significativa de PLP™ (intervalo de 0,8 uM — 30,0 uM), em quea inibicdo deste foi
melhorada no ensaio com pré-incubacgédo e apenas duas moléculas (molécula7 e 8) tiveram
menores valores inibitdrios para a 3CLP"™. (PARK et al., 2012).

As tanshinones isoladas (7 e 8), ilustradas na figura 20, foram avaliadas internamente
quanto ao seu SARS-CoV 3CLP"™ e PLP™ atividades inibitorias, 0 que, por sua vez, permitiu
desenvolver um novo inibidor de classe com maior seletividade. Como mostra figura 20, todas
as tanshinonas isoladas examinadas (7 e 8), exibiram um efeito inibitorio dose-dependente
sobre a 3CLP™. Para identificar o farmacoforo inibitorio ativo, foi realizado um estudo de
relacdo estrutura-funcdo. Inicialmente, a presenca de naftaleno na estrutura quinolona
diterpénica pareceu ser importante para a atividade em comparacdo com a presenca de dimetil
tetranaftaleno, e especificamente, para a 7 e 8 que contém naftaleno e apresentaram menos
valores de Clsp. Curiosamente, todos os compostos isolados mostraram um efeito inibitorio
dependente do tempo no PLP™ atividade, que € o primeiro relato de inibidores de PLP™ derivados
naturalmente. A maioria dessas tanshinones mostra um aumento da inibicdo da atividade
enzimatica do PLP® Em comparacdo com 3CLP™ na faixa nhanomolar ou micromolar. Como
evidenciado pelo PLP™ inibicdo, a estrutura do dimetil tetrahidronaftaleno apresentou uma
resposta inibitoria mais potente do que o quimétipo naftaleno. (PARK et al., 2012). (PARK et
al., 2012).

Em seguida, estudaram o mecanismo cinético da interacdo desses inibidores com as
proteases (3CLP°e PLP™). Como resultado dessa analise cinética, descobriram que 0s
inibidores de proteases derivados de S. miltiorrhiza poderiam ser divididos em duas classes com
base em seu modo de inibigdo. As tanshinones isoladas (7 e 8) exibem caracteristicas de inibicéo
ndo competitivas em relacdo a 3CLP™. E, no caso de PLP™ gréaficos cinéticos, tanshinones de
quatro anéis (8) também mostrarou cinética de inibicdo ndo competitiva, 0 composto de trés
anéis 7 foi a unica excecdo a esta regra. (PARK et al., 2012).

Até onde sabem, este é o primeiro relatorio a descrever os efeitos inibitérios da
tanshinone contra as principais proteases do SARS-CoV. Todos 0os compostos isolados (7 e 8)

apresentaram atividades inibitorias acentuadas para a 3CLP™ e PLP™. A atividade foi
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significativamente afetada por mudancas sutis na estrutura. O Clsp 0s valores desses inibidores,
embora mais altos do que os dos inibidores da cisteina protease viral derivados de peptideos e
de pequenas moléculas, estdo, no entanto, na faixa micromolar baixa. Das tanshinones, a
tanshinone 7 apresentou a atividade DUB mais potente com um Clsg valor de 0,7 uM. Os
resultados deste estudo justificam uma investigacdo mais aprofundada para examinar o efeito
destes produtos naturais na inibicdo do SARS-CoV. (PARK et al., 2012).

Por fim, esses compostos isolados atuam como inibidores de PLP™ dependentes do
tempo, mas a dihidrotansinona I (molécula 8) exibiu atividade inibitdéria na faixa de nanomolar.
Essas descobertas fornecem potenciais inibidores para a infecgéo e replicagéo viral do SARS-
CoV (PARK et al., 2012).

Figura 20. Estrutura do inibidor de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (7) e (8) identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV 3CLP™ e PLP®,

Molécula 9: Cho e colaboradores (2013) investigaram as atividades inibitorias de
PLP™ de extratos de frutos de Paulownia tomentosa. Isolou-se um total de doze flavanoides
inibitérios da PLP™, dos quais cinco emergiram como novos flavanoides contendo uma rara
molécula de 3,4-dihidro-2H-pirano. Essa analise de todos os compostos isolados em ensaios de
inibicdo de PLP™ mostrou que todas as espécies foram capazes de inibir a enzima. A constante
de Michaelis aparente (Km = 52,0 £ 0,9 uM) foi determinada plotando as taxas iniciais
normalizadas para concentracdo de enzima (52 nM) versus concentracdo de substrato (1-104
uM). Nos ensaios de inibicdo da PLP® do SARS-CoV, todos os compostos testados
apresentaram inibicdo dependente da dose, em especial a tomentina E (figura 20) apresentando

um dos menores valores de inibicdo (CHO et al., 2013).
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Figura 21. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (9) identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV PLP™,

Molécula 10: Em 2005, Li e colaboradores selecionaram mais de 200 extratos caseiros
de ervas medicinais que tém sido historicamente usados para o tratamento de doencas
infecciosas induzidas por virus na China, os quais foram testados contra SARS-CoV usando
uma triagem de alto rendimento. Dentre esses extratos selecionados, o Lycoris radiata foi o
mais potente, de onde a substancia licorina (molécula 10) foi isolada e que foi avaliada frente
SARS-CoV, obtendo-se um excelente valor de ICso (Figurall), com indice seletividade (SI)
superior a 900. (LI et al., 2005).

O teste de citotoxicidade para compostos ativos foi baseado na viabilidade celular ap6s
o tratamento das células com varias concentracBes de compostos, e foi determinado pelo
método MTS. Células Vero E6 e HepG2 em microplacas de 96 po¢os incubadas com diluicbes
seriadas de 10 vezes de compostos de teste em DMEM contendo 5% de FBS. Uma das amostras
ativas que apresentaram melhor efeito de inibi¢do na triagem anti-SARS-CoV, o extrato de L.
radiata, foi escolhida para posterior identificacdo do componente ativo nela. (LI et al., 2005).

Os resultados mostraram que a licorina comercial e a licorina isolada (10) ilustrada na
figura 22 possuiam atividades antivirais semelhantes contra 0 SARS-CoV. Os ensaios de
citotoxicidade também geraram resultados indicando a semelhanca. Os valores de Sl para 0s
dois compostos séo de cerca de 900. Todos estes demonstraram que a licorina foi 0 componente
eficaz em L. radiata para inibir a ECP induzida pelo SARS-CoV. (LI et al., 2005).

Em conclusdo, os compostos extraidos de A. annua, L.radiata, P. linguae L.
aggregata foram identificados para mostrar atividade antiviral contra SARS-CoV na triagem
CPE/MTS baseada em células Vero. Mais estudos de estrutura e atividade determinaram que a
licorina € um componente ativo na porgéo alcaloide da planta, destacando a, herbacea L. radiata
onde teve melhores resultados e valores de 1Cso, ECso € CCso. A licorina inibe o SARS-CoV
em ensaios de inibicdo de ECP numa concentracdo bem inferior a da glicirrizina. O CCso de
licorina nas linhagens celulares Vero E6 e HepG2 testadas sdo 14980,0 + 912,0 e 18810,0 £
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1322,0 nM, respectivamente. O valor do SI é maior que 900. Todos esses resultados sugerem
que a licorina (10) tem propriedades que atendem as necessidades de ser um medicamento
antiviral. No entanto, o mecanismo de atividade antiviral desses compostos ativos nao é claro.
No futuro, pode valer a pena investigar como esses compostos, especialmente a licorina (10),
interagem com proteinas e antigenos virais expressos. Os resultados desse estudo fornecem um
forte apoio para 0 uso dessas ervas para tratar doencas infecciosas do SARS-CoV. Nos
resultados também demonstraram que o composto (10) é um bom candidato para o

desenvolvimento de novos medicamentos antivirais. (LI et al., 2005).

Figura 22. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.
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Fonte: Autora, 2023. Composto (10) identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV.

Molécula 11: Kim e colaboradores (2019) estudaram a Stephania tetrandra e outras
espécies de Menispermaceae, que principais fontes dos alcaloides bis-benzilisoquinolina
tetrandrina (TET), fangchinolina (FAN) e cefarantina (CEP) (moléculas 11.a, 11.b e 11.c,
respectivamente - figura 23). Esses compostos inibiram significativamente a morte celular
induzida por virus sem citotoxicidade aparente nas doses eficazes. O tratamento com TET, FAN
e CEP suprimiu drasticamente a replicacdo de HCoV-OC43, bem como inibiu a expressdo de
proteinas virais S e N.

Esse estudo foi investigar as atividades antivirais do TET, como um composto de
moléculas pequenas derivado de ervas, em fibroblastos MRC-43 infectados pelo HCoV-OC5
derivados de tecido pulmonar humano. No geral, esses resultados mostraram que o TET inibiu
a infecgdo por HCoV-OC43 de células MRC-5 de forma dose-dependente. Além disso, 0s
efeitos antivirais do FAN e do CEP, que também sdo compostos naturais com estruturas
quimicas semelhantes as do TET, foram verificados. No geral, nossos achados sugerem que
TET, FAN e CEP sdo potenciais candidatos antivirais para o tratamento da infec¢ao por B-CoV
humano.

Além disso, nenhuma citotoxicidade foi causada pelos compostos dentro das faixas
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efetivas, mesmo em uma concentragdo tao alta quanto 10 uM (CCso > 10 uM). O Clso 0s valores
das moléculas (11.a), (11.b) e (11.c) foram de 295,6, 919,2 e 729,7 nM, respectivamente, 0 que
resultou em indices de seletividade (CCso/ICs0) de > 40, 11 e 13, respectivamente na figura 23
sugerindo que a atividade antiviral do TET foi mais efetiva que a do FAN e do CEP. Juntos,
esses dados mostram que o tratamento com uma dose eficaz das trés molécula possuem
potenciais atividades anti-HCoV-OC43.

Dos resultados do presente neste estudo demonstraram que TET, FAN e CEP, que tém
sido amplamente aplicados em estudos antitumorais, Sdo agentes antivirais naturais
potencialmente fortes para o tratamento da infeccdo por HCoV. Estes compostos néo tiveram
efeitos citotoxicos nas células MRC-5, e o cotratamento inibiu consideravelmente a morte
celular induzida pelo HCoV-OC43 de forma dose-dependente. Os valores de (11.a), (11.b) e
(11.c) foram, respectivamente, com indices seletivos de > 40,19, 11,46 e 13,63. Esses achados
estabelecem das 3 moléculas como compostos naturais que podem ser Uteis para a prevencao e

tratamento de infecgdes por HcoV, e em teste futuros no SARS-CoV e MERS-Cov.

Figura 23. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.

(11.2) 1Csy = 0,03 uM (Lb)  1Csy= 0,07 pM (11.0)  1Cg)=0,07 uM
CCsy= 14,51 1M CCsy= 12,40 pM CCsy= 10,54 pM

Fonte: Autora, 2023. As moléculas (11.a), (11.b) e (11.c) foram identificados como potentes inibidores anti-
HCoV-0C43.

Molécula 12: Segundo Young e colaboradores (2010), estudaram e conseguiram
identificar derivados de triterpeno de quinona-metideo como inibidores da 3CLP™ do SARS-
CoV, na faixa de uM incluindo a iguesterina (molécula 12 — figura 25). Esse composto foi
isolado de Triterygium regelii e foram avaliados para suas atividades inibitdrias contra a 3CLP™
do SARS-CoV. A estrutura de raios-X da 3CLP™ do SARS-CoV em complexo com uminibidor
analogo de substrato (codificado por 1uk4 ou 2z3e0), obtido do Protein Data Bank (PDB), foi
usado para analise de modelagem. (RYU et al., 2010).

Os experimentos de docking molecular apoiam a observacdo no ensaio enzimatico,
que revela os papéis importantes da inibicdo das fracbes quinona-metideos da 3CLP"° SARS-

CoV. Emboratodos os triterpenos quinona-metideos isolados eram compostos anteriormente
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conhecidos, estaé a primeira vez que demonstrou ter atividade inibitoria frente a 3CLP™ do
SARS-CoV. (RYU etal., 2010).

Triterpenos quinona-metida, celastrol, pristimerina, tingenona e iguesterina
(molécula 12 na figura 24) foram isolados de Triterygium regelii e diidrocelastrol (5) foi
sintetizado por hidrogenacdo sob catalisador de paladio. Triterpenos isolados de quinona-
metido foram avaliados para SARS-CoV 3CLP™ atividades inibitorias e mostrou potentes
atividades inibitorias, a por¢do quinona-metida no anel A e o anel E mais hidrofobico ajudam
a exibir atividade potente inibitoria com Clso valor de 2,6 uM. Além disso, 0 triterpeno (12)
provou ser competitivos pela analise cinética. (RYU et al., 2010).

Para melhor investigar a interagdo desses inibidores com a enzima, tentou-se uma
simulacdo de acoplamento molecular da ligacdo de (12) ao sitio ativo de SARS-CoV 3CLP™®. A
analise de acoplamento por computador revelou que a iguesterina (12) pode se encaixar bem na
bolsa de ligagdo ao substrato do SARS-CoV 3CLP™. Como mostrado em figura 24 A, o0 grupo
hidroxila de C3 de (12) formou uma ligagdo de hidrogénio com o 4&tomo de oxigénio do grupo
carbonila de Cys** e OH de Thr ?° localizado no dominio I (residuos 8—101). (RYU et al., 2010).

O modo de ligacdo da iguesterina (12) tem diferente do acido betulinico (His'®* e
Thr?*) e da savinina (Cys'*®, GIn'®®, GIn!®, Gly!*® e Ser!**) com 1uk4. Essas diferencas de
interacdo intermolecular aparentemente sé@o refletidas pelo Cl 10 vezes menorsp valor da
molécula (12) em comparagdo com o dos compostos de referéncia na inibicdo da 3CLP™. Esses
experimentos de docking apoiam a observacdo no ensaio enzimatico, que revela os papéis
importantes da inibicdo das quinona-metida do SARS-CoV 3CLP®. Embora este estudo
preliminar de modelagem molecular ndo possa ser a prova final para esse argumento critico, ele
constitui um sinal positivo para a possibilidade do mecanismo. (RYU et al., 2010).

Resumindo, foi identificado derivados triterpénicos quinona-metida como novos
inibidores de SARS-CoV 3CLP™. Os compostos bioativos recentemente identificados com
SARS-CoV 3CLP™ a atividade inibitoria na faixa de uM inclui a iguesterina (12). Embora todos
os triterpenos isolados de quinona-metido tenham sido compostos previamente conhecidos, esta
é a primeira vez que foi demonstrado que possui SARS-CoV 3CLP™ atividade inibitéria. (RYU
etal., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7127101/figure/fig4/
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Figura 24. Modelagem computacional dos compostos (12) (A) que se ligam ao SARS-CoV
3CLPro,

Fonte: Adaptado de Young e colaboradores, 2010.

Figura 25. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.

(12) 1Csy SARS =2.6 M

Fonte: Autora, 2023. A molécula 12 foi identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV 3CLP™.

Molécula 13: Wu e colaboradores (2004) realizaram um em células Vero E6
infectadas com SARS-CoV e uma cole¢éo de quase 10.000 compostos e produtos naturais para
identificar agentes antivirais. Eles também, descreveram estudos de alguns compostos lideres
promissores revelados na triagem. Esse ensaio com base em células foi desenvolvimento para
rastrear farmacos existentes, produtos naturais e compostos sintéticos com atividade contra
SARS-CoV. Dentre todos os agentes testados, 50 compostos foram encontrados a ter ECso de
10 uM, entre esses compostos existentes, a Reserpina (molécula 13) teve um dos menores
valores inibitorios (ICso). O ECsp foi determinado com base em ELISA. Entretanto, Western-
Blot, imunofluorescéncia, citometria de fluxo, inibicdo contra a 3CLP™ e entrada viral também

foram realizados.



56

Os compostos Reserpina (13), um medicamento aprovado pela Food and Drug
Administration) foram testados com IFA, ELISA, anlise de Western blot e citometria de fluxo
para confirmar suas atividades anti-SARS. A CEso 0s valores de Reserpina composto (13) foi
de 3,4 uM ¢ 6,0 uM 3 e 0 CCsp os valores foram de 25 uM (SI=7,3). (WU et al., 2004).

Como a reserpina tem sido usada clinicamente, seu produto natural relacionado
também pode ser ativo contra 0 SARS-CoV. A reserpina (13), um alcaloide natural produzido
por varios membros do género Rauwolfia, tem sido usada principalmente como anti-
hipertensivo periférico e como depressor central e sedativo. Também encontrou uso como
agente radioprotetor e experimentalmente como contraceptivo. Através de um ensaio baseado
em células, descobriram que Vvarios compostos, em destaqgue o composto (13) mostrou
atividades promissoras contra 0 SARS-CoV. (WU et al., 2004).

Em resumo, a molécula 13 é um produto naturalque também pode (figura 26) atuar
como inibidor de protease 3CLP™.(WU et al., 2004).

Figura 26. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.

(13) ICs)SARS = 34 M
CCyy = 25 uM

Fonte: Autora, 2023. A molécula (13) foi identificado como potentes inibidores anti-SARS-CoV 3CLP™,

Moléculas 14 e 15: Ryu e colaboradores (2010) investigaram potenciais inibidores da
3CLP™ do SARS-CoV a partir de plantas medicinais. Inicialmente, foi realizado uma triagem
inicial de extratos etandlicos das folhas de Torreya nucifera, usando um ensaio de transferéncia
de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET). Foram isolados 12 compostos fitoquimicos,
sendo oito diterpenoides e quatro biflavanoides com atividade inibitéria da 3CLP™ do SARS-
CoV. Nesses biflavanoides, quando ocorreu a substituicdo de um grupo metoxila em C-7,
pareceu aumentar a poténcia dos compostos (14 e 15). A molécula 14 pode ser responsavel pelo

aumento de duas vezes na atividade inibitoria frente a 3CLP™ do SARS-CoV, quando



57

comparada a molécula 15. (RYU et al., 2010).

Em seguida, realizamos uma analise qualitativa das relacfes estrutural-atividade dos
compostos (14) e (15) exibido na figura 27. Assim, outros compostos testados na pesquisa, que
possuem grupos metoxi, foram menos potentes (Clso = 32,0-72,3 uM) dos que ndo possuem
um grupo metoxi. Também foi descoberto que a localizacdo do grupo metoxi dentro desses
compostos foi positivamente correlacionada com a poténcia dos compostos contra 0 SARS-
CoV 3CLP™. O grupo C-7 metoxi de compostos (14) (ICso = 32,0 uM) e (15) (Clso = 38,4 uM)
pode ser responsavel por um aumento de duas vezes no SARS-CoV 3CLP™ atividade inibitdria.
(RYU etal., 2010).

Também caracterizaram o mecanismo inibitdrio dos biflavonoides isolados contra a
atividade de SARS-CoV 3CLP™. Os mecanismos de inibi¢cdo enzimatica do biflavondide foi
modelado usando plotagem de um grafico Lineweaver-Burk e Dixon (duplo reciproco). O
grafico de Dixon vs 1/V (RFU/min) resulta em uma linearizacdo dos dados, onde a equacéo
de uma reta: y = x + B mostra caracteristicas de inibicdo ndo competitiva em relacdo a 3CLP™
pois Vmax diminui sem alterar Ki, na presenca de concentragdes crescentes de inibidores. (RYU
etal., 2010).

Por fim, os resultados confirmam que os compostos (14 e (15) isolada de T. nucifera,
sdo inibidores efetivos do SARS-CoV 3CLP™ e mais eficazes do que as correspondentes
flavonas (apigenina e luteolina) e derivados biflavondides contendo varios nimeros de grupos
metoxi. Assim, acreditam-se que estes compostos podem ser um bons candidatos para o
desenvolvimento como um medicamento terapéutico natural contra a infec¢do por SARS-CoV.
(RYU etal., 2010).

Figura 27. Estrutura do inibidor encontrado na literatura de origem natural.

(14) as)

IC5) SARS = 32 M ICs5) SARS = 384 M

Fonte: Autora, 2023. As moléculas (14) e (15) foram identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV
3CLPr,
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5.3. Inibidores da 3CLP™ de Origem Semissintética

Molécula 1 e 2: Sun e colaboradores (2021) fizeram uma triagem envolvendo 315
compostos contendo regides eletrofilicas, as quais poderiam se ligar covalentemente a 3CLP™
do SARS-CoV-2. Os pesquisadores identificaram 15 inibidores da 3CLP"™ com valores de ICso
< 30 uM. Entretanto, os autores focaram em dois compostos, metilbardoxolona e bardoxolona
(molécula 1 e 2, respectivamente), os quais foram levados para ensaios clinicos e sua atividade
anti-SARS-CoV-2 néo havia sido relatada anteriormente. Metilbardoxolona e bardoxolona séo
triterpenoides semissintéticos derivados do &cido oleandlico, que ativam a via Nrf2 e inibem a
via NF-xB. Foi visto que ambos inibem a replicacdo do virus SARS-CoV-2. As eficacias destes
também foram confirmadas por meio da visualizacdo da diminuida expressao da nucleoproteina
(NP) do virus, usando a microscopia de imunofluorescéncia 48h pos-infec¢do. (SUN et al.,
2021).

De varios outros compostos encontrados, 0s pesquisadores concentraram-se apens
nos dois compostos, Metilbardoxolona (1) e bardoxolona (2), que foram processados para
ensaios clinicos e sua atividade anti-SARS-CoV-2 ndo foi relatada antes. A seguranca e a
farmacocinética destes dois compostos estdo bem caracterizadas. Testaram ainda a atividade
anti-SARS-CoV-2 da molécula (1) e da (2) postos na figura 27. Com incubagdo em tempo
integral, a bardoxolona metila e a bardoxolona inibem a replicacdo do SARS-CoV-2 em células
Vero com CEsp valores de 0,29 uM (SI=23,9) e 0,43 uM (SI = 56,6), respectivamente. Ambos
0Ss compostos também inibem a replicacdo viral do SARS-CoV-2 em células Calu-3 humanas
com CEsg valores de 0,20 uM (SI = 5,8) e 0,42 uM (SI = 28,2), respectivamente. (SUN et al.,
2021).

O docking molecular indicou que tanto a Metilbardoxolona (1) e a bardoxolona (2)
se ligam a uma bolsa entre o dominio | e o dominio Il e formam liga¢es de hidrogénio com
Arg*®, bem como interacdo hidrofébica com Phe!8! e Val'®. O atomo de enxofre de Cys85 esta
préximo dos atomos de carbono reativos da bardoxolona metila e bardoxolona com 5 A de
distancia, sugerindo o potencial para a formacdo de ligagdes covalentes. O grupo metilo da
bardoxolona metila neutraliza a carga negativa da bardoxolona, reduzindo assim a sua repulséo
eletrostatica com Glu55 e aumenta a sua afinidade de ligagdo. (SUN et al., 2021).

Os inibidores covalentes seletivos devem se ligar especificamente aos alvos, além da
formacao de ligacGes covalentes. A metilbardoxolona (1) e a bardoxolona (2) s&o triterpendides
semissintéticos derivados do &cido oleandlico que ativam a via Nrf2 e inibem a via NF-«xB.

(SUN et al., 2021). Ensaios clinicos estdo em andamento para explorar o potencial da (2) para
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tratar doencas renais cronicas. Assim, os ativadores Nrf2 das moléculas (1) e 2) podem ser
desenvolvidos como uma estratégia de tratamento antiviral variado, inibindo a replicacéo viral,
promovendo a resolucdo da inflamacédo, proporcionando citoprotecdo robusta e facilitando o
reparo tecidual. Recomendamos testar suas atividades como agentes anti-COVID-19. (SUN et
al., 2021).

Figura 28. Estrutura dos Inibidores de origem semissintética.

IC5) SARS = 5.81+0.79 uM IC5y SARS = 27,99+234 1M
CCsp= 6,94 uM CCsy= 24,93 1M

Fonte: Autora, 2023. As moléculas (1) e (2) foram identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV-2

3CLP"™ em células Vero.

Molécula 3 e 4: Yuan e pesquisadores (2022) utilizaram uma abordagem de
semissintese baseada no farmacdforo (Pharmacophore-oriented semisynthesis - POSS),
partindo-se dos produtos naturais (—)-maoelactona A e oridonina para a descoberta de agentes
anti-SARS-CoV-2. O rearranjo/lactonizagdo de Wolff (WRLC) foi utilizado para criar um
esqueleto quimico do tipo maoelactona sem precedentes na literatura durante a semissinte da
molécula 3. Depois, estudos do mecanismo sugeriram o mecanismo concertado para o rearranjo
de Wolff e um processo passo a passo de adicionar 4gua para lactonizacdo. A reacdo de WRLC
permitiu a criacdo de uma nova familia para do esqueleto quimico do tipo maoelactona
(molécula 3) e o farmacoforo oridinona (molécula 4), no qual os derivados inibiram a replicacao
do SARS-CoV-2 em células HPA EpiC com um baixo valor de ECso. Essa abordagem usando
produtos naturais modificados que possuem esqueletos quimicos Unicos pode resultar em
compostos com atividade antiviral, mas suas estruturas complexas dificultam a sintese dos
mesmos. As modificacbes realizadas deram origem a um novo produto potencialmente
inibitdrio para o SARS-CoV-2, com um excelente valor de ICs (figural2) (ZHOU et al., 2022).

A aplicacdo de POSS a dois membros do diterpeno em uma sintese quimica para criar
compostos lideres para agentes anti-SARS-CoV-2. Um membro ¢é (—)-maoelactona A (3), que

possui um andaime do tipo maoelactona sem precedentes da Isodon eriocalyx, e o outro



60

membro é oridonina (4), que carrega um farmacoforo e é um produto comercial e presente em
um alto teor em I. rubescens. Uma reagdo de rearranjo/lactonizacdo de lactonizagdo de Wolff
(WRLC) foi desenvolvida para a constru¢cdo do andaime do tipo maoelactona durante a
semissintese de (3), permitindo a criacdo de uma nova familia anti-SARS-CoV-2 a partir de 2
pela montagem do farmaco6foro com o andaime do tipo maoelactona e levando a descoberta de
potenciais agentes anti-SARS-CoV-2.

Um grupo cetona a,B-insaturado e um grupo 14-hidroxila foram selecionados como
farmacoéforo para (4) com base em varias linhas de evidéncia. Uma colecao de bibliotecas NP
foi previamente rastreada para identificar inibidores do SARS-CoV-2, e varios produtos
naturais contendo cetonas o,f3-insaturadas apresentaram um bom desempenho: a oridonina (4)
(figura 28) possuia uma CEso de 1,46 uM para o SARS-CoV-2. Imaginamos que a estrutura
sem precedentes de (3) pode melhorar a bioatividade de (4) com base em varios exemplos de
modificacdo no anel A, aumentando os efeitos biol6gicos. Nomeou-se esta estrutura do tipo
maoelactona, embora a configuragdo absoluta da estrutura, incluindo C-2 e C-10, ainda ndo
tenha sido determinada. Portanto, uma semissintese do composto (3) a partir da eriocalyx
B_poderia ser conduzida para fornecer a estereoquimica da estrutura do tipo maoelactona, e um
método sintético simples poderia ser desenvolvido para construir a do tipo maoelactona como
uma abordagem de transformacdo de estrutura para o composto (4). A abordagem sintética
direta poderia ainda ser aplicada para estabelecer uma nova familia anti-SARS-CoV-2,
combinando o farmaco6foro de (4) com um andaime do tipo maoelactona, selecionando assim
todo o potencial da estrutura de maoelactona (3) (figura 29).

Essa abordagem de semissintese voltada para farmacoforos foi aplicada para criar uma
nova familia anti-SARS-CoV-2, reagindo o farmact6foro da oridonina (4) com uma nova
estrutura (maoelactona A, 3). Foi estabelecido (3) como um diterpendide ent-kaurano
rearranjado com uma estrutura de lactona sem precedentes de |. eriocalyx e nomearam a arranjo
como tipo maoelactona (3). Realizaram uma semissintese em dez passos com a molécula (3) a
partir da eriocalyxin, proporcionando a configuracdo absoluta de um andaime do tipo
maoelactona. Mais importante ainda, a sintese consistiu no uso de um rearranjo/lactonizacéo de
Wolff (WRLC) para construir uma estrutura do tipo maoelactona em uma etapa, 0 que
desempenhou um papel fundamental na implementagdo da abordagem POSS. Um estudo
mecanicista adicional da reacdo do WRLC sugere um mecanismo concertado para o rearranjo
de Wolff e um processo gradual assistido por &gua para lactonizacdo. A reacdo WRLC
desenvolvida foi entdo aplicada para transferir (4) para um arranjo do tipo maoelactona

carregando o farmacdéforo, o que produziu uma nova familia de andaimes que foi avaliada


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9074085/#anie202201684-bib-0039
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contra SARS-CoV-2 3CLP™ e SARS-CoV-2. Grupos dos membros da nova familia mostraram
atividade anti-SARS-CoV-2 significativa, dos quais 70 inibiram a replicacdo do virus SARS-
CoV-2 em células HPA EpiC com uma baixa CEsp valor (19+1 nM) e um alto valor de TI

(>1000), ambos valores melhores que os do remdesivir.

Figura 29. Estrutura dos Inibidores de origem semissintética.

Fonte: Autora, 2023. As moléculas (3) e (4) foram identificados como potentes inibidores anti-SARS-CoV-2
3CLPr,

Molécula 5: Em 2010, Ryu e colaboradores isolaram alguns compostos a partir da
Triterygium regelii, e modificaram estes por hidrogenacdo catalisada por paladio. Alguns
compostos, sendo um deles o dihidrocelastrol (molécula 5 - Figura 31), que mostrou atividades
inibitorias competitivas favoraveis contra a 3CLP™ do SARS-CoV. Também, durante essa busca
por novos inibidores da 3CLP° do SARS-CoV de plantas medicinais, descobriram que 0s
extratos de MeOH (95%) da casca de T. regelii podem inibir consideravelmente a atividade da
3CLP"™ do SARS-CoV. Nesse sentido, para confirmacédo da fracdo quinona-metideo atua para
inibidir A 3CLP"™ do SARS-CoV, o celasterol reagiu por desidrogenacéo sob catalisador Pd para
fornecer o dihidrocelastrol em um rendimento quantitativo. De acordo com o resultado de
Schwalbe, possui sitios eletrofilicos dentro dos anéis A e B, onde grupos nucleofilico do grupo
cisteina tiol da proteina do ciclo de divisédo celular 37 (Cdc37), reagem com o quinona-metideo
de um por meio de uma adicéo de Michael, tendo como resultado na formacéo de um aduto em
C6. Assim, os pesquisadores acreditam que esta parte seria valiosa para aumentar a atividade
inibitoria da 3CLP™.

A fim de confirmar se a metade quinona-metido desempenha um papel para inibir o
SARS-CoV 3CLP®, celastrol foi reagido por desidrogenacgdo sob catalisador Pd para dar o
diidrocelastrol (5) (figura 30) em um rendimento quantitativo. De fato, nosso resultado mostrou
que a por¢cdo quinona-metido de celastrol aumentou a poténcia do SARS-CoV 3CLP™de

inibicdo em duas vezes quando comparado com o anéalogo reduzido (5) (Clso=21,7 uM). Em
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vista desse resultado, a presenca de uma porcéo de quinona-metido parece desempenhar um
papel relativamente significativo na inibig&o.

A anélise do modo de inibicdo foi usando os graficos de Lineweaver-Burk e Dixon. E
ela computador revelou que a molécula (5) ndo formou nenhuma ligacdo intermolecular com a
enzima além da interacdo hidrofdbica exibido na figura 29. Embora este estudo preliminar de
modelagem molecular ndo possa ser a prova final para esse argumento critico, ele constitui um
sinal para a possibilidade dos mecanismos. Esses experimentos de docking apoiam a
observacao no ensaio enzimatico, que revela os papéis importantes da inibicdo das metades
quinona-metidas do SARS-CoV 3CLP™. Em resumo, como resultado foi identificado derivados
de triterpenos de quinona-metideo como novos inibidores da 3CLP"™ do SARS-CoV.

Figura 30. Modelagem computacional dos compostos (5) (B) com o sitio catalitico da
SARS-CoV 3CLPr,

Fonte: Adaptado de Ryu e colaboradores, 2010.

Figura 31. Estrutura do Inibidor de origem semissintética.
0
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(5)  ICs)SARS = 2.6 M

Fonte: Autora, 2023. A molécula (5) foi identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,
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5.4. Inibidores da 3CLP"™ de Origem Sintética

Moléculas 1-4: Dai e colaboradores, em 2020, sintetizaram e projetaram as moléculas
1,2, 3 e 4 (figura 13) como novos inibidores para a 3CLP™® do SARS-CoV-2 e essas moléculas
demonstraram excelente atividade inibitdria contra a 3CLP® do SARS-CoV-2. Ambos
compostos foram estudados com atengédo para descobrir os principais compostos direcionados
a 3CLP™ e mostraram uma potente atividade de infeccdo anti-SARS-CoV-2 em um ensaio com
base em células. As estruturas cristalinas mostraram que as moléculas 1 e 2 sdo inibidores
covalentes, que grupos aldeido estdo ligados covalentemente a Cys**® da 3CLP™. Os dois
compostos mostraram boas propriedades de PK in vivo, e a molécula 1 também exibiu baixa
toxicidade, o que é um farmaco promissora com potencial clinico que merece mais estudos. A
3CLP"™ do SARS-CoV recombinante foi expressa e purificado a partir deEscherichia coli. Um
substrato marcado fluorescentemente, MCA-AVLQ|SGFR-Lys (Dnp)- Lys-NH2, derivado da
sequéncia de autoclivagem N-terminal da protease viral foi projetado e sintetizado para 0 ensaio
enzimatico. Ambos os dois compostos (molécula 1 e 2) exibiram altaatividade de inibicéo
3CLP"™ do SARS-CoV. (DAl et al., 2020).

Figura 32. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.
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Fonte: Autora, 2023. As moléculas (1), (2), (3) e (4) foram identificados como potentes inibidores anti-SARS-
CoV-2 3CLPr,

Molécula 5: Em 2017, Kenichi Akaji e colaboradores desenvolvera inibidores nao
peptidicos que interagem com o P1, P2 e sitos da 3CLP™ e uma nova série de derivados de serina

(molécula 5) (figura 33) foi projetado e desenhado com base no tetrapeptideo aldeido Ac-Thr-
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Val-Cha- His-H. A modificagdo estrutural baseada na estrutura cristalina de raios-X de uma
série de peptideos em complexo com 3CLP™ resultou em uma inibicdo com um valor de 1Cso
satisfatoriona inibicdo da 3CLP™ do SARS-CoV. E como resultado, os dados de inibicédo
cinética obtidospor Lineweaver-Burk sugeriram que um aldeido em C-terminal do composto

pode funcionar como inibidores competitivos. (KONNO et al., 2017).

Figura 33. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.

*Imj(ﬂ

(5)  ICsy SARS = 98 1M

Fonte: Autora, 2023. A molécula (5) fol identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,

Molécula 6: Em 2020, Zhang e colaboradores escolheram a classe quimica de o-
cetoamidas peptidomiméticas para avaliar a viabilidade de obter medicamentos antivirais
direcionados ao coronavirus com equipoténcia contra alfacoronavirus, betacoronavirus e
enterovirus. Assim, foi descrito o projeto baseado em estrutura, sintese e avaliacdo da atividade
inibitéria de uma séria de compostos de amplo espectro proporcionadas pelo estudo da relagdo
estrutura-atividade, principalmente em relacdo a posicdo P2 dos peptidomiméticos. Os
compostos sintetizados foram testados contra as proteases recombinantes, assim como em
replicon virais e culturas de células infectadas com virus. Dessa forma, verificou-se que a
maioria das moléculas ndo foi toxica para as células. O anédlogo ciclopropilmetil (molécula 6)
(Figura 34) apresentou boa atividade contra a 3CLP™ dos virus SARS-CoV, HCoV-NL63,
HCoV-229E e MERS-CoV (ZHANG et al., 2020b).

Figura 34. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.
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Fonte: Autora, 2023. A molécula (6) fol identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP"®, HCoV-



65

NL63, HCoV-229E e MERS-CoV.

Molécula 7: Em 2013, Prior e colaboradores relataram a sintese e bioavalia¢do de uma
classe de inibidores tripeptidicos antivirais de amplo espectro. Esse estudo teve como foco
inibidores do estado de transi¢cdo da 3CLpro, incorporando um elemento de reconhecimento
como um fragmento de peptideo que € compativel com a especificidade de substrato conhecida
das enzimas-alvo. Os resultados mostraram que a seletividade de um inibidor representativo
(molécula 7) foi avaliado usando um painel de proteases, incluindo elastase de netrofilos
humanos, a-quimotripsina, tripsina e trombina. O inibidor 7 (Figura 35) mostrou atividade
minima contra essas todas essas enzimas. Por fim, esse inibidor pode ser desenvolvido como

antiviral de amplo espectro contra esses virus importantes (PRIOR et al., 2013).

Figura 35. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.

(7)  ICs) SARS = 0,24 uM

Fonte: Autora, 2023. A molécula (7) foi identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,

Molécula 8: Em 2013, Turlington e colaboradores estudaram e descreveram a
continuacdo dos esforgos para o desenvolvimento de inibidores potentes e ndo covalentes da
3CLP"™ do SARS-CoV, baseado em uma segunda classe quimica de triazois da campanha deles
de triagem (MLPCN) e 0 avanco desta série de compostos lideres para uma sonda de segunda
geracdo sub-100 nM. Foi proposto por meio dos dados da pesquisa de cristalografia que ML300
e triazdis (molécula 8) (Figura 36) nesta série inibem a 3CLP™ através de um novo mecanismo
de ac&o. Tal trabalho fornece uma nova diregéo para o planejamento e refinamento de inibidores
ndo covalentes adicionais (TURLINGTON et al., 2013).
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Figura 36: Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.
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Fonte: Autora, 2023. A molécula (8) foi identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,

Moléculas 9: Em 2014, Béez-Santos e colaboradores tiveram como objetivo de seus
estudos o design baseado em estrutura e foi usado para gerar uma série de inibidores nédo
covalentes com poténcia nanomolar contra a protease semelhante a papaina (PLP™) do
coronavirus SARS-CoV. Varios inibidores ( esta na figura 37 — molécula 9) exibiramatividade
contra células Vero E6 infectadas com SARS-CoV e com especificidade ampliada em relagéo
a enzima PLP2 homodloga vindo do coronavirus humano. Concluindo, uma serie desegunda
geracdo de inibidores altamente potentes da PLP™ do SARS-CoV foram desenhadas eavaliadas
biologicamente para 0 avanco no desenvolvimento de farmacos anticoronavirus. Os quatro
compostos, entre eles a molécula 9 (figura 37) foram os inibidores mais potentes da PLP™e na
atividade antiviral SARS-CoV. Assim, amolécula 9 é um dos melhores candidatos para avancar
em modelos de eficacia animal. (BAEZ-SANTOS et al., 2014).

Figura 37. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.

(9) ICsy SARS =035 uM

Fonte: Autora, 2023. A molécula (9) foi identificado como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,

Moléculas 10-13: Em 2014, Liu e colaboradores estudaram uma série de derivados
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da isatina como possiveis inibidores da 3CLP™ do SARS-CoV. Tal série de compostos foi
planejada, sintetizada e avaliada por ensaios in vitro usando um substrato peptidico
fluorogénico. Assim, foi observada uma potente inibicdo da 3CLP"™ do SARS-CoV. A relacédo
estrutura-atividade foi descrita e possiveis modos de interacao de ligacdo propostos por estudos
de docking molecular. Para prever esse modo de ligagdo das moléculas 10 e 11, a isatina 5-
sulfonalamida no sitio ativo da 3CLP™ do SARS-CoV (Cddigo PDB 1UK4) usando Glide 5.5
(que € um modelo de glide no software Schrodinger), os compostos 10 e 11 foram fixados no
sitio ativo. O composto 11 foi ligado por hidrogénio dentro da Gly143 e Cys145 na protease, 0
composto 11 gerou ligacdo de hidrogénio com a Gly143, Ser144 e Asn142. E notavel que,
ambos os grupos carbonil na posi¢do 2 e 0 atomo de nitrogénio na posi¢do 1 da isatina sdo
importantes na formacdo de ligacdes de hidrogénio. Entretanto, a modelagem revelou que o
esqueleto quimico da isatina estava fixado no local S1’ e a sequéncia lateral R2 e R3 estavam
localizados nos sitios S2 e S1 da 3CLP™ do SARS, respectivamente. Em ambos os resultados
de docking, as substituicbes na posicdo 5 ativaram os compostos 10 e 11 para fixar o sitio
hidrofobico S2. Esses experimentos de docking molecular apoiaram a observacdo no ensaio
enzimatico de que as poténcias dos IC50 seguiram uma ordem nos quatro compostos (figura
38). Com base nesses encontrados acima, os pesquisadores acreditam que a atividade dos
pequenos compostos pode ser melhorada por modificagdo com o anel simples de seis membros
na posicdo 5 e substituicdo na posicdo N-1 por um grupo metil, o qual pode conduzir uma
melhor combinacdo de compostos com um bolso de proteina. Dos compostos testados, a
molécula 10 (figura 38) demonstrou uma maior atividade inibitéria mais potente contra 3CLP™

comparada com as demais (Figura 38 com os valores de 1Cso) (LIU et al., 2014).

Figura 38. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.
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Fonte: Autora, 2023. As moléculas (10), (11), (12) e (13) foram identificadas como potentes inibidores anti-SARS-
CoV-2 3CLPr,

Molécula 14: Vathan e colaboradors, em 2017 selecionaram os inibidores de EV71
da3CLpro contra MERS-CoV e avaliaram ainda os éxitos por ensaios com sabe em células
usandoMERS-CoV vivo. Esses derivados representam alguns dos poucos agentes anti-MERS-
CoV confirmados por ensaios baseados em células e também mostraram atividade de amplo
espectro contra os tipos o ¢ B dos CoVs, conforme descrito neste estudo. Um ensaio
fluorométrico usando o peptideo fluorogénico, Dabcyl-KTSAVLQSGFRKME-Edans como
descrito anteriormente foi utilizado para determinar as constantes de inibicdo dos compostos.
A fluorescéncia foi aumentada devido a clivagem deste substrato catalisado pela 3CLP™ e foi
monitorada em 538 nm com excitacdo em 355 nm. Os compostos peptdomiméticos foram
sintetizados de acordo com o método relatado em Kuo e colaboradores. A avaliacéo preliminar
desses compostos peptidiomiméticos contra a 3CLpro de MERS foram feitas em 50 uM. Os
compostos inibiram mais da metade da atividade da protease sob tal condicdo foram
selecionados para outras medidas de ICsp. Utilizando ensaio enzimatico, dentre 0os compostos a
molécula 14 apresentou I1Cso pequeno contra a 3CLpro purificado com o0 MERS-CoV. Esse
composto também inibiu a 3CLpro do SARS-CoV em valores pequenos de ICso (figura 39).
(KUMAR et al., 2017).

Figura 39. Estrutura dos Inibidores de origem Sintética.
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(14)  ICsy SARS = 0.2 uM

Fonte: Autora, 2023. A molécula (14) foi identificada como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,

5.5. Inibidores da 3CLP™ Descobertos por Triagem Virtual

Moléculas 1-6: Em 2020, Jin e colaboradores descreveram os resultados de um

programa que tinha o objetivo de descobrir rapidamente compostos lideres para uso clinico,
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combinando design de farmacos assistidos, triagem virtual de farmacos e triagem de alto
rendimento. Esse estudo teve o foco na identificacdo de medicamentos lideres que visam a
protease principal 3CLP°do SARS-CoV-2. Por meio de uma combinacéo de triagem virtual de
alto rendimento (do inglés, High-Throughput Screening - HTS) com base em estrutura. Foram
testados mais de 10.000 compostos (incluindo farmacos aprovados) candidatos a farmacos em
ensaios clinicos e outros farmacologicamente ativo. No total, 6 desses compostos (moléculas
1-6) inibiram a 3CLP™ (Figura 39). Dentre esses 6 compostos, 0 ebselen (molécula 1), também
teve a maior atividade antiviral promissora e mais forte dessa atividade em ensaios baseados
em células. Os resultados mostraram a eficacia da estratégia da triagem virtual que pode levar
a descoberta de farmacos com potencial clinico em resposta a novas doencas infecciosas para

as quais ndo ha medicamentos ou vacinas especificas disponiveis (JIN et al., 2020).

Figura 39. Estrutura dos Inibidores descobertos por Triagem Virtual.
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Fonte: Autora, 2023. As moléculas (1), (2), (3), (4), (5) e (6) foram identificadas como potentes inibidores anti-
SARS-CoV-2 3CLP™,

Molécula 7 e 8: Guo e colaboradores (2021) estudaram e identificaram dois principais
inibidores da 3CLP™ por meio de triagem virtual com base em docking molecular e bioensaio.
Primeiro, foi desenvolvido um protocolo de triagem virtual que inclui moléculas semelhante a
farmacos, filtragem de moléculas PAINS e ADMET, design de farmacos com base em docking
e analise de agrupamentos. Eles obtiveram 37 moléculas finais e elas foram testadas. Dentre
esse total, apenas duas moléculas (molecula 7 e 8) apresentaram atividade biologica
relativamente alta (valores de ICsg na Figura 40) (GUO et al., 2021).
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Figura 40. Estrutura dos Inibidores descobertos por Triagem Virtual.
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Fonte: Autora, 2023. As moléculas (7) e (8) foram identificadas como potentes inibidores anti-SARS-CoV-2
3CLPr,

Moléculas 9-11: Em 2020, Vatansever e colaboradores fizeram uma analise por
docking molecular de 30 farmacos aprovados pela (FDA)-EMA e, posteriormente, foram
caracterizados quanto as suas inibicdes da 3CLP™ da SARS-CoV-2. Destes farmacos, seis
tiveram um valor de I1Cso < 100 uM. Dentre eles, teve a Pimozida, Ebastina e Bepridil
(moléculas 9, 10 e 11, respectivamente) sdo pequenas moléculas que sao esperadas exercer um
efeito semelhante a hidroxicloroquina no aumento do pH endossomal para diminuir a entrada
da SARS-CoV-2 em células susceptiveis do hospedeiro. Para investigar se alguns farmacos
existentes podem inibir potentemente a MP™, foi feito o docking em grupo de farmacos de
moléculas pequenas aprovadas pela FDA/EMA ao sitio ativo da MP™ e selecionaram 30
melhores farmacos para fazer a caracterizacdo experimentalmente. Foram expressadas em
células TOP10 de Escherichia coli. Para expressdo desses farmacos, foi juntado o gene MP™ a
um gene de proteina fluorescente verde superfolder (sfGFP). Em adicéo, para purificacdo direta
foi feita com resinas Ni-NTA. Para purificacdo da Mpro clivado e na maturagdo, foi usado o
sulfato de amonio para precipita-lo da célula, depois foi usado a cromatografia de troca de ions
e exclusdo de tamanho para isoléa-1o e obteve mais de 95% de pureza. Entre esses trés farmacos,
o bepridil pode ser muito interessante, pois anteriormente ele mostrou eficacia 100% de
protecdo contra a infeccdo do virus Ebola em camundongos na dose de 12 mg/kg. Para pacientes
com angina crdnica estavel, a dose recomendada diaria é de 20 mg-400 mg/kg O Bepridil foi
anteriormente explorado em uma dose alta de 100 mg/kg para tratamento de doencas. Seu uso
em doses altas pode exercer funcdes duplas no tratamento da COVID-19, (a) aumentando o pH
endossomal para retardar a entrada viral e (b) inibindo 3CLP™ em células infectadas. Na
simulacdo de docking, o AutoDock 4 foi utilizado para todas as analises de docking. Para cada
molécula, o calculo foi com base em algoritmo genético foi realizado para 100 corridas com
cada corrida tendo um numero maximo de avaliagbes de 2.500.000. No entanto, o0s

pesquisadores nesse estudo ressaltam a relevancia de fazer os testes clinicos do uso de Bepridil
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(molécula 11) para COVID-19. Por fim, os resultados revelaram que vérios farmacos aprovados
pela (FDA)-EMA tém alta poténcia na inibicdo do 3CLP™ e, portanto, incentivam o possivel
uso desses medicamentos no combate ao COVID-19 (VATANSEVER et al., 2020).

Figura 41. Estrutura dos Inibidores descobertos por Triagem Virtual.
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Fonte: Autora, 2023. As moléculas (9), (10) e (11) foram identificadas como potentes inibidores anti-SARS-CoV-
2 3CLPr,

Molécula 12: No ano de 2021, Bojadzic e colaboradores identificaram por meio de
corantes organicos foi possivel identificar SMIs (pequenas moléculas inibidoras) que podem
equiparar aos PPIs (interacdo proteina-proteina), essenciais para a ativacao e controle de células
imunes. Os autores descobriram que pigmentos organicos, que é particularmente rico em fortes
ligantes de proteinas, oferece um ponto de partida Gtil. Estes inibidores foram identificados por
avaliacdo de uma biblioteca de pigmentos quimicos. Dentre os candidatos promissores, a
molécula 12 (DRI-C23041) inibiu a interacdo da hECA2 com a proteina spike do SARS-CoV-
2 e SARS-CoV, com valores de atividade na escala micromolar em ensaios utilizando ELISA.
O DRI-C23041 (figura 42) expressou uma seletividade e inibiu as duas diferentes entradas de
SARS-CoV-2-S expressando um pseudovirus dentro da hECA2, o qual expressou células de
um modo a depender da concentra¢do, com um baixo valor de 1Cso em micromolar. Isso fornece
evidéncias para a viabilidade da inibicdo de PPIs como ponto critico para a ligacdo do SARS-
CoV-2 no hECAZ2, servindo como um primeiro guia na busca para alternativas de terapias
antivirais contra a COVID-19 (BOJADZIC et al., 2021).
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Figura 42. Estrutura dos Inibidores descobertos por Triagem Virtual.
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Fonte: Autora, 2023. A molécula (12) foi identificada como potente inibidor anti-SARS-CoV-2 3CLP™,
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6. CONCLUSAO

Os estudos sobre compostos de origem natural visando o alvo da 3CLP™® do SARS-
COV-2 foram encontrados e compilados em maiores proporcdes, assim os melhores estdo: as
moléculas (2), (3), (10), (11.a), (11.b), (11.c) e (13) com eficazes comvalores excelentes de ICso,
CCso, CEso, SI e andlises especificas de docking molecular e mecanismos de estrutura atividade
para a inibicdo dessa protease. Os compostos de origem semissintética, seus estudos foram
encontrados em quantidades menores, mas apresentam as moléculas (1) e (2) 6timos valores de
inibicdo de 1Cso, CEso,, CCso, Sl e docking molecular para a protease 3CLP™ do virus SARS-
CoV-2. J4 os inibidores da 3CLP™ de origem sintética encontrados na literatura foram diversos,
e 0s que foram agrupados sdo descritos como sendo muito potentes, de exemplo, 0s compostos
(1), (2), (3), (4), (9), (10), (11), (12) e (13) na faixa de nanomolar (nM) e micromolar (uM),
com resultados positivos de inibicdo. Para os inibidores da 3CLP™ identificados por meio de
triagemvirtual com base em docking molecular exibiram uma atividade antiviral promissora,
com substancias de valores baixos de 1Cso, elevando a eficacia da triagem virtual como um
potenciala descoberta de farmacos com potencial clinico. Além disso, demonstrando que
técnicas in silico podem ser uma interessante alternativa para obtencdo/identificacdo de

compostos promissores.
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