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RESUMO

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus (CoV) foi determinado como
responsavel por um surto de pneumonia atipica potencialmente fatal, definida como
doenca do coronavirus-19 (COVID-19), causada pela sindrome respiratoria aguda
grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2), em Wuhan, na China. Até o momento, nao
ha medicamentos realmente eficazes para tais infeccbes, tornando o
desenvolvimento de terapias medicamentosas de suma importancia. Uma opcéao
mais rapida e eficaz nesse sentido € o estudo para a utilizacdo de medicamentos
que ja foram aprovados para uso em humanos, conhecido como reposicionamento
de drogas. Neste trabalho foi utilizado o cloridrato de nebivolol (NEB), um farmaco
de terceira geragdo, beta-adrenoceptor antagonista, 1 seletivo, com propriedades
vasodilatadoras e antioxidantes, utilizado no tratamento de hipertensdo, atuando
diretamente no sistema renina-angiotensina (RAS). O objetivo deste estudo foi
analisar a afinidade do nebivolol a proteinas que estdo envolvidas, desde a entrada
viral até sua replicacdo, através de um estudo de docagem molecular. Para tanto,
foram realizados o0s seguintes procedimentos: obtencdo das estruturas
tridimensionais das proteinas no Protein Data Bank (PDB); levantamento de dados
referentes ao ligante e sua estrutura tridimensional pelo Drugbank, otimizacao
dessas estruturas e por fim, o estudo de docagem molecular, com a utilizacdo de
programas computacionais como AutodockTools, LigPlot e Pymol. O resultado de
docagem molecular mostrou que houve interacdo entre todos os complexos
formados (ligante/proteina), com energias de ligacdo igual a -9.48 kcal.mol? para
proteina S no estado fechado (6VXX), -7.06 kcal/mol! no estado aberto (6VYB), -
7.32 kcal/molt para Mpro (6Y2E), -5.46 kcal/mol? para ADAM-17 (2DDF), -5.45
kcal.mol? para catepsina L (2XU3), -5.26 kcal.mol! para TMPRSS2 (20Q5), -4.94
kcal.mol? para o dominio RBD (6LZG), e -4.84 kcal.mol! para ECA2 (1R42). As
melhores energias obtidas foram com a proteina S e a Mpro, indicando assim que o
ligante pode estar atuando tanto na entrada viral quanto no processo de replicacao.
Estudos adicionais devem ser realizados para elucidar o papel antiviral do nebivolol,
porém essa abordagem virtual inicial j& direciona para possiveis alvos e mecanismos
utilizados pelo nebivolol, visto que em comparacdo com alguns medicamentos
usados na clinica, o NEB demonstrou melhor energia. Portanto, a avaliacdo da
afinidade desse ligante aos alvos em questdo € indispensavel para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra o novo coronavirus.

Palavras-chave: Docagem molecular, SARS-CoV-2, ACE 2, Nebivolol.



ABSTRACT

In December 2019, a new coronavirus (CoV) was determined to be responsible for
an outbreak of potentially fatal atypical pneumonia, defined as coronavirus-19
disease (COVID-19), caused by severe acute coronavirus 2 respiratory syndrome
(SARS-CoV -2) in Wuhan, China. So far, there are no really effective drugs for such
infections, making the development of drug therapies of paramount importance. A
faster and more effective option in this regard is the study for the use of drugs that
have already been approved for use in humans, known as drug repositioning. In this
work, nebivolol hydrochloride (NEB), a third generation drug, beta-adrenoceptor
antagonist, selective 1, with vasodilating and antioxidant properties, was used in the
treatment of hypertension, acting directly on the renin-angiotensin system (RAS). The
aim of this study was to analyze the affinity of nebivolol on the proteins that are
involved, from viral entry to replication, through a molecular docking study. For this,
the following procedures were carried out: obtaining the three-dimensional structures
of proteins in the Protein Data Bank (PDB); survey of data related to the ligand and
its three-dimensional structure by Drugbank, optimization of these structures and
finally, the study of molecular docking, using computer programs such as
AutodockTools, LigPlot and Pymol. The result of molecular docking showed that
there was interaction between all complexes formed (ligand / protein), with binding
energies equal to -9.48 kcal.mol-1 for protein S in the closed state (6VXX), -7.06 kcal
/ mol-1 in the open state (6VYB), -7.32 kcal / mol-1 for Mpro (6Y2E), -5.46 kcal / mol-
1 for ADAM-17 (2DDF), -5.45 kcal.mol-1 for cathepsin L (2XU3), - 5.26 kcal.mol-1 for
TMPRSS2 (20Q5), -4.94 kcal.mol-1 for the RBD domain (6LZG), and -4.84 kcal.mol-
1 for ECA2 (1R42). The best energies obtained were with protein S and Mpro, thus
indicating that the ligand may be acting both in viral entry and in the replication
process. Additional studies should be carried out to elucidate the antiviral role of
nebivolol, however this initial virtual approach already points to possible targets and
mechanisms used by nebivolol, since compared to some drugs used in the clinic,
NEB demonstrated better energy. Therefore, the evaluation of the affinity of this
ligand to the targets in question is indispensable for the development of therapeutic

strategies against the new coronavirus.

Keywords: Molecular docking, SARS-CoV-2, ACE 2, Nebivolol.
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1 INTRODUCAO

Os coronavirus (CoVs) séo virus envelopados da familia dos Coronaviridae
com um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo (FEHR; PERLMAN,
2015). O tamanho do genoma dos CoVs é relativamente grande, em média 30 kb. O
envelope do virus contém uma bicamada lipidica com trés proteinas estruturais:
membrana (M), envelope (E) e pico (S) (BOOPATHI et al., 2020). A protecao viral
fora do hospedeiro é fornecida pela bicamada lipidica, nucleocapsideo e proteinas
de membrana (LENARD, 2008).

Dezessete coronavirus podem infectar humanos. Normalmente, essa infec¢ao
apresenta sintomas leves, como um resfriado comum. Porém, entre eles, trés
causam 0S mesmos sintomas, mas com maior intensidade e também s&o
responsaveis por complicacbes de pneumonia atipica grave, o que aumenta sua
mortalidade em comparag¢do com outros virus (CUI et al., 2019; LI et al., 2020).

Foi estabelecido que cepas de CoVs estivessem envolvidas na origem da
sindrome respiratoria aguda grave (SARS) de 2002, que se espalhou-se por 37
paises afetando quase 8.500 individuos com 916 mortes (CHAN-YEUNG; XU, 2003)
e da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS), que em 2012 infectou 2.519
individuos de 27 paises, com 866 mortes, segundo a OMS (SONG et al., 2019). No
final de dezembro de 2019, um novo CoV foi identificado como a causa do surto de
pneumonia atipica em Wuhan, China, denominado COVID-19 (HUI et al., 2020).

O mecanismo de interacdo do SARS-CoV-2 com as células humanas que ele
invade é semelhante ao SARS-CoV. A primeira etapa da infec¢do por SARS-CoV-2
€ o0 contato do virus com a ECA2 da superficie celular. A ECA2 interage com 0
SARS-CoV-2 externo ligando-se ao dominio de ligagcdo ao receptor (RBD) da
proteina viral spike. Esse processo é seguido pela clivagem proteolitica da proteina
spike, que permite a fusdo as ceélulas, e a protease serina 2 transmembrana
(TMPRSS2) € a protease responsavel pela reagdo. Todo esse processo aumenta a
atividade da desintegrina e da proteina 17 contendo o dominio da metaloproteinase
(ADAM17), também chamada de fator de necrose tumoral-a convertase (TACE), que
induz a liberagdo de ectodominio de ECA2, auxiliando na internalizagdo do virus.
Outras poteases participam do processo de entrada e replicagdo viral, como a
catepsina L e Mpro, respectivamente (Huang et al., 2020; HOFFMANN et al., 2020;
BRAZ et al., 2020).
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Em individuos sintométicos, febre e tosse sdo os sintomas mais comumente
relatados, embora dor de garganta, falta de ar, fadiga, perda de olfato e paladar,
bem como envolvimento gastrointestinal também sejam frequentemente observados.
Alguns pacientes desenvolvem sintomas mais graves como pneumonia grave,
edema pulmonar, faléncia de multiplos 6rgdos e muitos véo a 6bito (MARGOLIN et
al., 2020; CHEN et al., 2020).

O rapido aumento do numero de pacientes infectados em todo o mundo levou
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a declarar um estado de emergéncia de
saude global para coordenar os esforcos cientificos e médicos e desenvolver
rapidamente uma cura para os pacientes (TON et al., 2020). Os agentes antivirais
especificos aprovados, como remdesivir e favipiravir, ndo produzem uma cura
completa. Outros medicamentos como cloroquina, hidroxicloroquina, azitromicina,
estdo em uso na clinica, embora nédo tenha eficacia comprovada e podem causar
danos colaterais que se sobrepdem aos beneficios (LIU et al., 2020; ZOU et al.,
2020)

Nesse cenario caotico, a triagem computacional e a docagem molecular (DM)
sdo alternativas promissoras para encontrar um medicamento novo ou O
reaproveitamento de drogas para tratar os sintomas de COVID-19 (SOUZA et al.,
2020) e o nebivolol foi determinado como ligante nesse estudo de afinidade entre
moléculas. E um medicamento usado para o tratamento de hipertensdo, tem
propriedades vasodilatadoras, tem um potencial antiinflamatoério e antioxidante muito
forte e foi observado que ele possui afinidade com proteinas ndo estruturais do
SARS-CoV-2. Levando tudo isso em consideracao, esse trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar a afinidade de ligacdo do nebivolol a alguns alvos proteicos

envolvidos na entrada e replicacéo viral.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DOENCA DO CORONAVIRUS 19 (COVID 19)

Varios membros da familia Coronaviridae circulam constantemente na
populacdo humana e geralmente causam doenca respiratéria leve (CORMAN et al.,
2019). Em contraste, a sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus (SARS-
CoV) e a sindrome respiratéria do Oriente Médio coronavirus (MERS-CoV) séo
transmitidos de animais para humanos e causam doencas respiratorias graves em
individuos afetados (FEHR et al., 2017).

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus (CoV) foi determinado como
responsavel por um surto de pneumonia atipica potencialmente fatal, definida como
doenca do coronavirus-19 (COVID-19), em Wuhan, na China, cuja a causa é a
sindrome respiratdria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (FLORINDO et
al., 2020), seu genoma compartilha cerca de 80% de identidade com o do SARS-
CoV, responséavel pela pandemia de SARS que ocorreu em 2002 e € cerca de 96%
idéntico ao coronavirus de morcego BatCoV RaTG13 (ZHOU et al., 2020). Desde
entdo, se espalhou globalmente, infectando milhdes de pessoas em todo o mundo.

Os coronavirus sao virus com envelope que prendem o acido ribonucleico
(RNA) ndo segmentado, de sentido positivo e de fita simples. O tamanho do genoma
varia de 26 a 32 kb, sendo o maior virus de RNA conhecido. SARS-CoV-2 terminal
3’ codifica proteinas estruturais, incluindo a glicoproteina de pico ou proteina
S (LEUNG ET AL., 2004), de membrana (HE et al., 2005), envelope (SCHOEMAN,
FIELDING, 2019) e nucleocapsideo (LEUNG ET AL., 2004) (Figura 1).

Figura 1- Estrutura do novo coronavirus
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Fonte: Adaptado de Florindo e colaboradores 2020.
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Além dos genes que codificam proteinas estruturais, existem regides
gendmicas especificas que codificam proteinas virais necessarias para a replicagéo
(CUI et al., 2019), além de outras proteinas ndo estruturais, como a protease tipo
papaina (PLpro) (BAEZ-SANTOS et al., 2015) e protease principal do coronavirus
(3CLpro ou Mpro) (ZIEBUHR et al., 2000).

2.2 MECANISMO DE ENTRADA DO VIRUS NO HOSPEDEIRO

2.2.1 Enzima conversora de Angiotensina Il (ECA2)

Estudos sobre o papel fisiolégico da ECA2 comecaram na década de 40 com
Silva, Beraldo e Rosenfeld (1949). Até entdo s6 havia evidencias sobre a enzima
conversora da angiotensina (ECA), um componente chave do sistema renina-
angiotensina (RAS), atuando na clivagem da angiotensina | em angiotensina Il
(SKEGGS JR; KAHN; SHUMWAY, 1956; NICOLAU,; MAGALHAES; VALE, 2020).

Anos depois, outros pesquisadores sugeriram que uma segunda
carboxipeptidase, homodloga da enzima conversora da angiotensina seria
responsavel pela inativacdo da angiotensina Il pela liberacdo de fenilalanina,
diferindo da ECA no que diz respeito a clivagem de aminoacidos nas angiotensinas
(LENTZ et al., 1956; TIPNIS et al., 2000; DONOGHUE et al., 2000; NICOLAU;
MAGALHAES; VALE, 2020).

Pesquisas recentes demonstram que o virus SARS-CoV-2, assim como
SARS-CoV, invade células-alvo por meio da interacdo de suas proteinas de pico
com uma enzima chamada enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)
(HOFFMANN et al., 2020), tornando-se, portanto a porta de entrada do virus. A
ECA2, assim como a ECA fazem parte de um importante sistema de regulacédo, o
sistema Renina Angiotensina (RAS) (Figura 2). Quando ocorre a infeccao por
SARS-COV-2, acontece um desequilibrio entre ECA e ECA2. O sistema RAS é
composto por dois eixos, o eixo ECA- Angiotensina Il (Ang IlI)- Receptor tipo 1
(AT1R); e o eixo ECA2-Angiotensina 1 -2 (Ang 1 -7)- Receptor Mas. A combinacgao
de Ang (1 -7) e receptor Mas antagoniza o eixo ACE-Ang Il.- AT1R, e desempenha
um papel na redugédo da pressao arterial através da vasodilatacdo, resisténcia ao
estresse oxidativo e a proliferacéo celular (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al.,
2000; CHEN; SPARKS et al.,2014).
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Figura 2- Sistema renina angiotensina (RAS)

Figado

v
Angiotensinogénio
Rim
Renina

d—

Ang |

ACE

empbrana celular

Protegao
tecidual

Fonte: Autoria propria, 2021.

A infeccdo por SARS-COV-2 reduz a conversdao mediada por ECA2 de Ang i
para Ang 1-7, que neutralizam os efeitos da Ang Il gerado pela ECA (SRIRAM,;
INSEL, 2020). A ligacdo do SARS-COV-2 a ECA2 e a entrada viral tem sido
correlacionada a diminuicdo dos niveis dessa enzima na superficie celular. A
diminuicdo dos niveis de ECA2 ja foi associada a doencas cardiovasculares,
pulmonares e doencas do trato gastrointestinal, sintomas estes que sé&o
apresentados por pacientes infectados por SARS-CoV-2 (WANG; GHEBLAWI,
OUDIT, 2020; KUSTER et al., 2020).

2.2.2 Outras proteases envolvidas na entrada viral
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A entrada do CoV nas células hospedeiras é mediada por sua glicoproteina
de pico transmembrana (S) que forma homotrimeros que se projetam da superficie
viral formando a “coroa” que da nome ao grupo (TORTORICI, VEESLER, 2019) e
facilitam a entrada do virus nas células-alvo (HOFFMANN et al., 2020). Os
coronavirus usam essa glicoproteina de pico, composta de uma subunidade S1 e S2
em cada monO6mero de pico, para ligar os receptores da célula hospedeira
(BELOUZARD et al.,, 2012). Este evento de ligacdo inicial desencadeia varios
eventos que culminam com a fusdo das membranas celulares e virais para a entrada
na célula, como mostra a figura 3 (SOROKINA et al., 2020)

Estudos recentes tém apontado o papel importante e conservado da ECA 2
na mediacdo da entrada do SARS-CoV-2 (HOFFMANN et al., 2020). E conhecido
gue a proteina de pico do SARS-CoV-2 interage com ACE2 por meio de um dominio
de ligacdo ao receptor (RBD), que se liga a ACE2 com baixa afinidade (TAI et al.,
2020) e, em seguida, induz a dissociacdo de S1 com ACEZ2, levando o S2 a se
transferir de uma pré-fusdo para um estado pés-fusdo essencial para a fusdo da
membrana. Portanto, a ligacdo da proteina spike ao dominio de ligacdo RBD da
ECA2 é a primeira etapa-chave que permite que o virus entre nas células alvo
(SOROKINA et al., 2020).

Este processo € seguido pela clivagem proteolitica da proteina spike, que
permite a fusdo as células, e a protease serina 2 transmembrana (TMPRSS2) foi
identificada como uma protease responsavel pela reacdo (HOFFMANN et al., 2020).
Estudos mostram a participacdo de uma protease catepsina L (CTSL) do hospedeiro
na clivagem da proteina S, importante na liberacéo do virus para o citosol (DEVAUX
et al., 2020). Enquanto a serina protease TMPRSS2 atua localmente na membrana
plasmatica da célula hospedeira e possivelmente durante o trafego de
vesiculas endocitéticas (GLOWACKA et al., 2011), CTSL continua a degradacéo da
subunidade S1 no endossomo &cido e nos compartimentos do lisossoma (LIU et al.,
2020).

No pulmdo humano, as células epiteliais alveolares do tipo Il coexpressam
ACE2 e TMPRSS2 e séo consideradas as principais responsaveis pela entrada do
virus em SARS e COVID-19 (HAMMING et al., 2004). Foi relatado recentemente que
ACE2 e TMPRSS2 sao altamente coexpressos em células epiteliais nasais e
corneas. Os enterdcitos também coexpressam ACE2 e TMPRSS2, e 0 SARS-CoV-2,

bem como o SARS-CoV, infectam rapidamente os organoides do intestino delgado



20

humano (SUNGNAK et al, 2020). Esses achados sugerem vias alternativas de
entrada do virus pelas vias aéreas superiores, olhos e 6rgaos intestinais (SHIBATA
et al., 2020).

Um fator que tem sido associado a diminuicdo da expressdo de ACE2 e a
patogénese da COVID-19 é a superativacdo da ADAM metalopeptidase de dominio
17 (ADAM-17), também conhecida como enzima conversora de TNF-alfa (TACE).
Essa enzima media a protedlise e o derramamento do ectodominio de ACE2,
favorecendo a diminuicdo da sua expressao na superficie celular e deslocamento do
sistema RAS para o eixo ACE-Angll- AT1R e consequentemente o aparecimento de
efeitos deletérios (BLACK et al., 1997; MOSS et al., 1997; GOOZ, 2010; FAN et al.,
2015; PATEL et al., 2014; GHEBLAWI et al., 2020).

Levando em consideracdo que o esgotamento do ACE2 na superficie celular
€ um resultado patoldgico critico da infeccao pelo SARS-CoV-2, e que o ADAM 17
apresenta um papel essencial para o derramamento de ACE2, o bloqueio de
ADAML17 pode vir a apresentar um papel importante na patogénese da COVID-19.

A protease principal Mpro, também conhecida como 3CLpro, € uma das
proteinas ndo estruturais do coronavirus, ela cliva as poliproteinas virais, gerando 12
proteinas ndo estruturais (Nsp4-Nsp16), incluindo a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp, Nsp12) e a helicase (Nsp13), importantes na replicacdo viral. A inibigéo
de Mpro impediria a replicacdo do virus e, portanto, constitui uma das estratégias
anticonavirais potenciais (PILLAIYAR et al., 2016; RUT et al., 2021).
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Figura 3- Mecanismo de entrada e replicacdo viral — principais proteinas
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Fonte: Autoria propria, 2021.

2.3 SINTOMATOLOGIA E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), o
periodo de incubacao apos a infeccdo € de 2 a 14 dias, com uma média estimada de
5,1 dias (LAUER et al., 2020; LI et al., 2020). No entanto, casos com incubacao mais
longa, também j& foram relatados e podem ir até 24 dias (BAI et al., 2020). O longo
periodo de incubacéo € a principal razdo para a infeccdo em massa, visto que é
geralmente assintomatica, porém contagiosa (LI et al., 2020) . Embora a média de
idade estimada dos pacientes seja de aproximadamente 70 anos, todas as faixas
etarias sdo suscetiveis a esse virus. No entanto, a populacéo idosa (> 60) e as
pessoas com comorbidades tém maior probabilidade de desenvolver sintomas

graves apos a infeccao (KLUGE, 2020).
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Assim como CoVs anteriores, 0 SARS-CoV-2 estd infectando
predominantemente as vias aéreas inferiores, variando de doenca respiratéria leve a
sindrome respiratéria aguda grave e choque séptico em estagios avancados (CUI et
al., 2019). Os sintomas mais relatados sdo febre, tosse seca, dispneia, fadiga,
mialgia e anosmia que sdo caracteristicas iniciais da manifestacdo mais frequente
da infeccdo por SARS-CoV-2 ( HUANG et al., 2020; BAIG et al., 2020; YANG et al.,
2020). Médicos e patologistas também estdo relatando danos devastadores ao
sistema cardiovascular, intestino, rins e cérebro (SHI et al., 2020). De importancia é
a tendéncia recentemente observada de coagulacdo do sangue de pacientes com
COVID-19, o que leva a constricdo dos vasos e, por fim, pode resultar em embolia
pulmonar ou acidente vascular cerebral isquémico de grandes vasos, além de
isquemia nos dedos das maos e pés (OXLEY et al., 2020).

Normalmente, os Obitos sdo devido & comorbidades, como diabetes,
hipertensdo, doencas renais e hepéticas, asma etc.(LOVATO; DE FILIPPIS,
2020). A resposta inflamatéria nos alvéolos do pulméo dificulta a troca gasosa,
sugerindo que a morte em COVID-19 é devido a liberacdo aguda de mediadores
inflamatorios e “tempestade de citocinas” uma condicdo caracterizada por uma
ativacao impressionantemente poderosa do sistema imunoldgico surgindo como um
fator principal para um curso clinico mais grave (COPERCHINI et al., 2020).

Segundo a OMS, os Estados Unidos ocupa o 1° lugar no ranking global dos
paises com maior niumero de casos acumulados, casos recentes e Obitos, seguido
do Brasil e da india (Figura 4). O Brasil com quase 12 milhdes de casos notificados
até a data de 16 de marco de 2021 (Figura 5).

Figura 4- Ranking dos paises com maior nimero de casos e mortes - COVID 19

Casos - relatados Mortes - relatadas
Casos - total recentemente nas Mortes - total recentemente nas
Nome cumulativo =l ultimas 24 horas cumulativo ultimas 24 horas
Global 120.383.919 406.980 2.664.386 7,492
B= Estados Unidos... 29205543 49 651 530815 701
E Brasil 11.519.609 m 36,239 279,286 1.057
i india 11.438.734 mmm 28,903 159.044 188

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
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Figura 5- Casos acumulados de COVID-19 por data de notificacédo

Casos acumulados

Data da notificagao

Fonte: Secretarias Estaduais de Saude. Brasil, 2021.

2.4 OPCOES TERAPEUTICAS

O reaproveitamento de medicamentos existentes apresenta uma estratégia de
curto prazo viavel para controlar a pandemia, especialmente considerando que
alguns dos candidatos a medicamentos ja estao disponiveis e tém um perfil de
seguranca estabelecido no organismo humano (GORDON et al., 2020), mas ainda é
necessario ter atencdo aos efeitos colaterais que desempenham um papel
importante na selecdo de métodos e reagentes terapéuticos (MARGOLIN et al.,
2020).

Atualmente, dois tratamentos mostraram ter um efeito contra 0 novo
coronavirus. O remdesivir, medicamento antiviral de amplo espectro, demonstrou
encurtar o tempo de recuperacdo em adultos internados com COVID-19 grave
(JACKSON et al., 2020) . No entanto, o medicamento ndo reduziu a mortalidade. Em
contraste, os dados iniciais do recente estudo Recovery (2020) no Reino Unido
sugerem que doses diarias orais ou intravenosas de dexametasona (10 mg/10 dias)
reduziram a mortalidade em um quinto em pacientes hospitalizados com COVID-19

e em um terco em pacientes que precisaram de ventilacdo mecéanica. As reducdes
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na mortalidade foram observadas em pacientes cujos sintomas comecaram 7 dias
antes do recebimento do medicamento (MARGOLIN et al., 2020).

Os antimalaricos comumente disponiveis, cloroquina e hidroxicloroquina,
estavam entre os primeiros a serem investigados. Os estudos iniciais foram
pequenos e de fraca poténcia, alguns combinaram hidroxicloroquina com
azitromicina (GAUTRET et al., 2020) e alguns se mostraram muito controversos em
relacdo a sua conduta (MEHRA et al., 2020). Outra opcéo € a utilizacdo de plasma
convalescente de pacientes que se recuperaram recentemente de COVID-19.
Pequenos estudos estdo em andamento em alguns paises, examinando sua
utilidade como potencial profilaxia ou tratamento (DUAN et al., 2020).

A enzima conversora de angiotensina recombinante 2 (ACE2; APNO1) que
nao possui a regido transmembrana da proteina foi desenvolvida pela Apeiron
Biologics para o tratamento de lesdo pulmonar aguda e hipertensdo arterial
pulmonar. A ACE2 soluvel tem o potencial de reduzir a lesdo pulmonar pela ativagdo
do eixo do receptor antifibrético e antiinflamatério da angiotensina (1-7)/MasR do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, agindo como isca, prevenindo a infeccéo
por ligacdo ao virus SARS-CoV-2 e inativando-o. APNO1 esta sendo testado em um
estudo de fase | na China, e a aprovacgao foi garantida para a realizacédo de estudos
de fase Il na Austria, Alemanha e Dinamarca (NCT04335136) (MARGOLIN et al.,
2020).

Atualmente, nenhum medicamento especifico pode curar completamente a
doenca causada pelo SARS-CoV-2, tornando importante a busca mundial por
alternativas que possam auxiliar no tratamento da COVID-19. Foi levantada a
hipétese de que a intervencao farmacoldgica em um estagio inicial da infeccdo pode
resultar em muito menos casos de individuos com COVID-19 grave devido a
reducdo da entrada do virus nas células. Consequentemente, elementos
relacionados a estrutura e entrada do virus na célula, constituem alvos atraentes
para intervencao farmacologica para atingir este objetivo (YU et al., 2020; ZHANG et
al., 2020).

2.5 DOCAGEM MOLECULAR

A industria farmacéutica baseada em pesquisas tem empregado cada vez
mais métodos modernos de quimica medicinal como ferramentas poderosas para o
estudo das relacdes estrutura-atividade (HUGHES et al., 2011; FERREIRA et al.,
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2015). Considerando os recentes desenvolvimentos em tecnologia de computador e
o rapido aumento de dados estruturais, quimicos e bioldgicos disponiveis em um
namero cada vez maior de alvos terapéuticos, € facilmente compreensivel como o
uso de abordagens in silico como quimioinformatica, modelagem molecular e a
inteligéncia artificial (IA) aumentou significativamente nas Ultimas décadas
(MACALINO et al., 2015; PINZI, RASTELLI, 2019).

Diante disso, os métodos de desenho de drogas com base na estrutura
(SBDD), ou seja, o uso de informacfes estruturais tridimensionais coletadas de
alvos biologicos sdo um componente em destaque da quimica médica moderna
(SALUM et al., 2008; FERREIRA et al., 2015). Docagem molecular, triagem virtual
baseada em estrutura (SBVS) e dinamica molecular (MD) estédo entre as estratégias
de SBDD mais frequentemente utilizadas devido a sua ampla gama de aplicacdes
na andlise de eventos de reconhecimento molecular, como energia de ligacéo,
interagdes moleculares e mudangas conformacionais induzidas
(KALYAANAMOORTHY, CHEN, 2011).

Docagem molecular € um dos métodos mais usados devido a sua capacidade
de prever, com um grau substancial de precisdo, a conformacao de ligantes de
moléculas pequenas dentro do local de ligacdo do alvo apropriado, como mostrado
na figura 6 (MENG et al., 2011). Ap6és o desenvolvimento dos primeiros algoritmos
na década de 1980, a docagem molecular tornou-se uma ferramenta essencial na
descoberta de medicamentos (LOPEZ-VALLEJO et al., 2011). Os algoritmos de
acoplamento molecular executam previsdes quantitativas de energia de ligacéo,
fornecendo classificagbes de compostos acoplados com base na afinidade de
ligacdo dos complexos ligante-receptor (LOPEZ-VALLEJO et al., 2011; FERREIRA
et al., 2015).
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Figura 6- Interacdo entre ligante e o sitio ativo da proteina-alvo.

Fonte: Adaptado de Ferreira e colaboradores 2015

A identificacdo das conformacdes de ligacdo mais provaveis requer duas
etapas: (1) exploracdo de um grande espaco conformacional representando varios
modos de ligagcao potenciais; (2) previsédo precisa da energia de interacdo associada
a cada uma das conformacfGes de ligacdo previstas (KAPETANOVIC, 2008). Os
programas de docagem molecular realizam essas tarefas por meio de um processo
ciclico, no qual a conformacdo do ligante é avaliada por fun¢cdes de pontuacéo
especificas. Este processo € realizado de forma recursiva até convergir para uma
solucdo de energia minima (KAPETANOVIC, 2008; FERREIRA et al., 2015). Os
programas de docagem mais conhecidos sao autodock 4.0, GOLD, flexX, DOCK,
entre outros (SILVA, 2017).

Em particular, o uso desta técnica tem se ampliado em direcdo a novos
horizontes de descoberta de drogas, alimentado pelo aprimoramento de algoritmos
de docagem e pelo aumento da informacao publicamente acessivel sobre ligantes e
alvos. Por exemplo, gracas a velocidade aprimorada e poder de previsdo, a
docagem molecular também foi incorporada em protocolos de triagem em grande
escala para identificar (GLORIAM, 2019), por exemplo: (i) sitios de ligacdo de
proteina em que ligantes poderiam se ligar (HAZARIKA et al., 2018); (ii) novos alvos
moleculares de ligantes conhecidos (LI et al., 2006); (iii) potenciais reacdes adversas
a medicamentos (RAMs) (LABUTE et al, 2014), e; (iv) ligantes com novos
guimiotipos ativos contra um determinado alvo ou um conjunto de alvos
desejados (LYU et al., 2019).



27

2.6 NEBIVOLOL

O nebivolol pertence ao grupo dos antagonistas beta-adrenoceptor de terceira
geracdo que exibem bloqueio B1 altamente seletivo e vasodilatacdo mediada por
oxido nitrico (NO). A droga foi desenvolvida e patenteada na década de 1980 e
entrou em uso médico na Europa em 1997 (MCNEELY, KAREN, 1999). No entanto,
foi recentemente introduzida no mercado dos Estados Unidos apds a aprovacéo do
FDA para o tratamento da hipertensdo em 2007 (WEHLAND et al., 2012).

A droga existe como enantibmeros L e D e possui a seguinte formula
molecular: C22H25F2NO4. O D-nebivolol tem uma afinidade 175 vezes maior para
os receptores B 1 do que o L-nebivolol e, portanto, é o principal responsavel pelos
efeitos cardiacos. Por outro lado, o L-nebivolol medeia principalmente a liberacédo de
NO derivada do endotélio (Figura 7) (WEHLAND et al., 2012; OLAWI et al., 2019).
Devido suas propriedades vasodilatadoras adicionais, os medicamentos de terceira
geragao (nebivolol, carvedilol, labetalol) oferecem um melhor perfil hemodinamico
juntamente com menos efeitos colaterais metabdlicos desfavoraveis (WEHLAND et
al., 2012; FISKER et al., 2015).

Figura 7- Estrutura quimica do nebivolol.

)

Fonte: PubChem.

A administracdo do nebivolol é por via oral e os pacientes podem tomé-lo
independentemente dos alimentos, sendo metabolizado no figado pelo sistema CYP
2D6 (PRIYADARSHNI; CURRY, 2020). O nebivolol é altamente seletivo para 3 1 em
doses <10 mg por dia, com afinidade aproximadamente 320 vezes maior para
0s receptores B 1 do que B 2nas células do miocardio humano (BRISTOW et al.,
2005; FONGEMIE; FELIX-GETZIK, 2015).
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O medicamento liga-se a 98% das proteinas, principalmente a albumina, e
atinge o pico de concentracdo apos 1,5-4 h. A meia-vida de eliminacdo é
normalmente de 12 horas, mas é prolongada para 19 horas naqueles que séao
metabolizadores fracos. A excrecdo de nebivolol € de 35% pela urina e 44% pelas
fezes nos metabolizadores médios; pacientes que sdo metabolizadores fracos
excretam 67% da droga na urina e 13% nas fezes (FONGEMIE; FELIX-GETZIK,
2015).

Seu envolvimento no sistema nervoso simpatico (SNS) e sitema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS) é considerada uma contribuicdo para os casos de
hipertenséo. O bloqueio dos receptores beta-1 adrenérgicos pelo d-nebivolol leva a
diminuicdo da frequéncia cardiaca em repouso, freqiiéncia cardiaca de exercicio,
contratilidade miocardica, pressédo arterial sistélica e pressao arterial diastélica
(FONGEMIE, FELIX-GETZIK, 2015).

A seletividade do d-nebivolol limita a magnitude dos efeitos adversos do
betabloqueador nas vias aéreas ou relacionados a sensibilidade a insulina.
O nebivolol também inibe a aldosterona e o antagonismo de beta-1 no aparelho
justaglomerular também inibe a liberacdo de renina. A diminuicdo da aldosterona
leva a diminui¢cdo do volume sanguineo e a diminui¢do da renina leva a reducédo da
vasoconstricdo (GILES et al., 2017). I-nebivolol é responsavel pela atividade
agonista do receptor beta-3 adrenérgico, que estimula a O6xido nitrico sintase
endotelial, aumentando os niveis de oOxido nitrico;levando a vasodilatacao,
diminuicdo da resisténcia vascular periférica, aumento do volume sistdlico, fracédo de
ejecdo e débito cardiaco (GIELEN etal., 2006; OLAWI et al., 2019)

Estudos mostraram que a monoterapia com nebivolol diminuiu a atividade da
renina plasmatica de maneira dependente da dose e isso € benéfico, visto que um
aumento pode sinalizar um desfecho cardiovascular desfavoravel (GILES et al.,
2015). Ele também foi capaz de reduzir significativamente a frequéncia cardiaca e a
resisténcia periférica e aumentou o volume sistélico, levando a um pequeno
aumento no débito cardiaco em comparacdo com o atenolol (KAMP; SIESWERDA,
VISSER, 2003; COATS; JAIN, 2017).

As melhorias na funcao diastdlica também destacaram seu potencial para uso
no tratamento da insuficiéncia cardiaca (PASINI et al., 2005). Ha evidencias que a
agregacéo plaquetaria mediada pelo NOin vitroe a proliferacdo de células

musculares lisas sdo significativamente aumentadas pelo nebivolol, o que pode
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contribuir para os efeitos cardioprotetores do nebivolol na isquemia miocérdica
(MOEN; WAGSTAFF, 2006). O nebivolol também demonstrou reduzir a rigidez
arterial, que € uma das principais causas de danos vasculares no cérebro (AGABITI-
ROSEI; PORTERI; RIZZONI, 2009).

Além disso, reduz o nivel de varios marcadores oxidativos e inflamatorios,
como LDL oxidado, 8-isoprostanos, CRP, interleucina 6 (IL-6), adiponectina, leptina,
molécula de adeséao intercelular (ICAM-1), molécula de adeséo celular vascular
(VCAM-1) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (MERCHANT et al., 2011; SERG et
al., 2012). Um estudo in silico recente mostrou que o nebivolol interagiu com a
interface de ligacao entre proteinas ndo estruturais conservadas de SARS-CoV-2,
Nspl2-Nsp8, podendo atuar no bloqueio do processo de replicacéo viral (MUTLU et
al., 2020). Esses atributos sugerem uma utilidade ampla para o nebivolol no
tratamento sintomas mais graves da COVID-19, bem como o envolvimento e

interacdo do mesmo com algumas proteinas relacionadas ao virus
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar in silico a afinidade do nebivolol a proteinas envolvidas na infeccao
por SARS-CoV-2, visando uma possivel opcdo terapéutica contra a doenca do

coronavirus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar os sitios ativos da proteina S aberta e fechada, ECA2, ADAM-17,
dominio RBD, TMPRSS2, Catepsina L e Mpro;

» Preparar o ligante e as macromoléculas para o estudo de docagem molecular

utilizando as estruturas 3D previamente obtidas;

» Analisar os resultados de energia de ligacdo adquiridos com a docagem
molecular, verificando se houve uma boa interacdo entre o ligante e os alvos

investigados, bem como os aminoacidos com os quais eles interagem.
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4.1 ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS (3D)
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Para obtencéo da estrutura 3D do Nebivolol, foi feito o download no banco de

dados DrugBank. Os arquivos de estrutura 3D da proteina SARS-CoV-2 Spike
(estado aberto e fechado), ACE2 humano, ADAM-17, dominio RBD, TMPRSS2,
Catepsina L e Mpro foram baixados do Protein Data Bank (PDB) Tabela 01.

Tabela 01- Alvos testados, codigos PDB e coordenadas indicando o sitio ativo.

ALVOS MOLECULARES

CODIGO (PDB)

COORDENADAS

PROTEINA S FECHADA

6VXX

X -184.902
Y -196.081
Z -224.564

PROTEINA S ABERTA

6VYB

X -194.941
Y - 213.074
Z-226.174

ECA 2

1R42

X -54.614
Y - 54.855
Z-32.161

DOMINIO RBD

6LZG

X -103.744
Y - 0.268
Z -51.608

ADAM 17

2DDF

X -10.915
Y - 22.888
Z-32.021

CATEPSINA L

2XU3

X-21.701
Y —9.696
Z-16.185

Mpro

6Y2E

X —-15.874286
Y —-15.466714
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Z-27.911143
TMPRSS2 20Q5 X —-5.954
Y —-17.195
Z-27.313

Fonte: Autoria prépria, 2021.

4.2 DETALHES COMPUTACIONAIS

Caélculos de otimizagdo geométrica foram estudados usando o programa
Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009) e realizados de acordo com o método da Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) (KOHN, SHAM, 1965) combinando a base B3LYP
(LEE et al., 1998; BECKE, 1993) com 6-311++g** (MCLEAN; CHANDLER, 1980;
RAGHAVACHARI et al., 1980). Calculos de frequéncia foram feitos para obter
propriedades termodinamicas e verificar se cada otimizacdo atingiu um minimo de

energia.

4.3 ENSAIOS DE DOCKING MOLECULAR (DM)

Os ensaios de docagem molecular foram realizados visando a ligacao entre
nebivolol (ligante) e as macromoléculas relacionadas ao SARS-CoV-2. Os calculos
de docagem molecular utilizaram o programa Autodock 4.2 (GOODSELL et al.,
1996; GOODSELL, 2005; MORRIS et al.,, 2008). As proteinas e o ligante foram
preparados para docagem molecular utilizando o programa Autodock Tools (ADT),
versao 1.5.6 (SANNER, 1999), seguindo um passo a passo previamente descrito.
Os receptores foram considerados rigidos enquanto que o ligante foi flexivel.

As cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER; MARSILI, 1980) foram calculadas
apos a adicdo de todos os hidrogénios. Os atomos de hidrogénio ndo polares de
proteinas e do ligante foram posteriormente fundidos. Uma caixa cubica de 60 x 60
x 60 pontos com espacamento de 0,35 A entre os pontos da grade foi gerada para o
alvo de proteina inteira, determinando a posicdo do ligante nativo na conexdo. O
algoritmo genético Lamarckiano (LGA) com busca global (MORRIS et al., 1998) e
pseudo-Solis e Wets com busca local (SOLIS; WETS, 1981) foram os métodos

aplicados na docagem molecular. Cada simulagdo consistiu em 100 execucgdes
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independentes de simulagbes de acoplamento com os alvos para que o local de
encaixe fosse bem definido. (RAMOS et al., 2012).

Outros parametros de encaixe foram estabelecidos como valores padrdo. A
capacidade de ligacdo do ligante e seus escores de afinidade de ligacéo
correspondentes (AG) foram usados para determinar as melhores interagfes
moleculares, bem como a interacdo entre residuos de superficie (ROCHA et al.,
2018).

4.4 ANALISE DA INTERFACE DOS COMPLEXOS

O banco de dados para analise estrutural de estruturas 3D PDBdum (EMBL -
EBI) foi utilizado para analisar o contetdo geral da regido de interface resultante dos
testes de docagem molecular. O software Ligplot foi usado para gerar as figuras 2D
com as ligacbes de hidrogénio e as interacbes hidrofébicas, e o software Pymol foi
usado para gerar as figuras com estruturas 3D (LASKOWSKI et al., 2018). O
software Pymol, além de ser utilizado para visualizar a estrutura molecular de
modelos, também foi utilizado para identificar interacbes moleculares entre
complexos, identificar interacdes polares e apolares e realizar o alinhamento de
estruturas. O PyMol também foi utilizado para calcular o RMSD e gerar o escore
para a sobreposicéo de estruturas (SOUZA et al., 2020).
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5 RESULTADOS

5.1 DOCAGEM MOLEULAR

Os ensaios de docagem molecular foram realizados visando a ligagcdo do
nebivolol (ligante) com a Proteina S (aberta e fechada), Eca 2, Adam 17, TMPRSS2,
Mpro, Catepsina L e dominio RDB (alvos), de acordo com o sitio ativo dos mesmos.
As energias de ligacdo e as constantes de inibicdes obtidas foram determinadas a
partir da capacidade de interagdo entre o complexo formado pelo ligante e os alvos,
levando em consideracdo o numero de corridas. Tais resultados estdo presentes na

tabela 02, listados em ordem decrescente de energia.

Tabela 02 — Resultados de energia de ligacédo, constante de inibicdo dos complexos.

COMPLEXOS AGbind (kcal.mol-1) Ki N° de execugdes

NEB/PROTEINA S 100
-9.48 112.16 nM

FECHADA

NEB/Mpro -7.32 4.34 uM 100

NEB/PROTEINA S 100
-7.06 6.64 uM

ABERTA

NEB/ADAM-17 -5.46 99.25 uM 100

NEB/CATEPSINA 100
-5.45 101.11 uM

L

NEB/TMPRSS2 -5.26 138.89 uM 100

NEB/DOMINIO 100
-4.94 240.23 uM

RBD

NEB/ECA2 -4.84 281.52 uM 100

Fonte: Autoria propria, 2021.
A analise de interacdo do complexo formado pelo nebivolol e a proteina S na

conformacado fechada (6VXX) foi realizada em trés sitios ativos com coordenadas
distintas, onde o melhor parametro de afinidade molecular foi atingido no 2° sitio
ativo (X=184.902 Y= 196.081 Z= 224.564), igual a -9,48 kcal.mol-* e uma constante
de inibicdo de 112,16 nM. Na formacdo desse complexo foi observado duas

interacdes por ponte de hidrogénio com os aminoacidos Leu517 e His519 e
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interacdes hidrofobicas com Leu518, Leu546, Leu390, Cys391, Gly545, Ser982,
Asp979, Ser974, 11e973, Arg983, Asn544, Ala522, Phe565 e Ala520 (figura 8).
Figure 8 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/proteina S (6VXX 2)

ilustrando o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacfes de ponte de
hidrogénio (B e C).

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Outro alvo estudado foi a proteina Mpro (6Y2E) que demonstrou energia de
ligacdo igual a -7,32 kcal.mol?, e uma constante de inibicdo de 4,34 uM. A interagdo
por pontes de hidrogénio foi observada com os aminoacidos Phe294 e Glyl109 e
ligacdes hidrofébicas com Val202, Asn203, Thr292, Pro108, Glu240, 11e200, His246,
lle249, Val297 e Pro293 (figura 9). Esse complexo foi analisado em dois sitios
ativos diferentes, porém o 2° sitio (X= - 15.874286 Y= - 15.466714 Z= 27.911143)
obteve o melhor resultado, descrito acima.

Figure 9 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/Mpro (6Y2E 2) ilustrando

o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacdes de ponte de hidrogénio (B
e C).

A)

Fonte:

Autoria prépria, 2021.
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A interacdo da proteina S na conformacao aberta (6VYB) com o ligante foi
analisada em trés sitios ativos, onde o melhor resultado obtido foi no 2° sitio ativo
(X=194.941 Y= 213.074 Z= 226.174) apresentando uma energia de ligacdo de —
7.06 kcal/mol?! e 6.64 uM de constante de inibicdo. Interagiu com GIlu990 por pontes
de hidrogénio e ligagBes hidrofobicas com Ala989, Leu752, Asn751, Pro987,
Asp427, Glu748, Leu981, 11e993 e Pro986 (Figura 10).

Figure 10 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/proteina S (6VYB 2)
ilustrando o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacfes de ponte de
hidrogénio (B e C).

A)

Gin‘t%

Glu990 ;
gcc cod

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Os resultados mostraram que o nebivolol foi capaz de interagir com uma outra
molécula estudada, o Adam-17 (2DDF). Nesse complexo foi observada uma energia
de ligacdo de -5,46 kcal/mol! e constante de inibicdo igual a 99,25 uM, interagindo
assim com trés aminoacidos por pontes de hidrogénio (Glu414, Gly354 e Val364) e
com Asn410, Phe411l, Gly362, Gly363, Lys465, Serd57, Thr461, Lys460, Gly412,
His409 e Gly353 por ligacdes hidrofébicas (Figure 11).

Figure 11 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/Adam-17 (2DDF)
ilustrando o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacfes de ponte de
hidrogénio (B e C).

Fonte: Autoria propria, 2021.
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A catepsina L também foi analisada e os resultados mostraram que houve
interacdo com o ligante. A andlise de interacdo do complexo formado pelo nebivolol
e a catepsina L (2XU3) foi realizada em dois sitios ativos distintos, e o melhor
parametro de afinidade molecular foi atingido no 1° sitio ativo (X= 21.701 Y= 9.696
Z= 16.185), com energia de ligagdo igual a -5,45 kcal.mol! e uma constante de
inibicdo de 101.11 pM. Com esses resultados, nenhuma interagcdo por ponte de
hidrogénio foi observada, porém houve interacdes hidrofébicas com os seguintes
aminoacidos: Met70, Cys25, Met161, His163, Aspl62, Asn66, Gly67, Leu69, Trp26,
Gly68 and Gly164 (figura 12).

Figure 12 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/catepsina L (2XU3 1)

ilustrando o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacfes hidrfébicas (B)

A)

B)

Fonte: Autoria propria, 2021.
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O complexo formado pelo nebivolol e TMPRSS2 (20Q5) apresentou energia
de ligacdo igual a -5.26 kcal.mol! e uma constante de inibicdo de 138.89 nM. Na
formacéo desse complexo foram observadas trés interacdes por ponte de hidrogénio
com o0s aminoacidos Asnl46, Ala220 e Lysl187 e interacOes hidrofébicas com
Lys145, Leuld4, Vall7, Glul85, Gly186, Pro222 e Cys219 (figura 13). Dois sitios
ativos diferentes foram analisados e o melhor resultado foi obtido no 1° sitio (X= -
5.954 Y=17.195 Z= 27.313).

Figure 13 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/TMPRSS2 (20Q5 1)
ilustrando o sitio ativo de ligacdo (A) com as respectivas interacdes de ponte de
hidrogénio (B e C).

A)

Fonte: Autoria propria, 2021.
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O dominio de Ligacdo do Receptor (RBD - 6LZG), assim como os demais,
também mostrou interacdo satisfatéria com o nebivolol. Nesse complexo foi
observada uma energia de ligacédo de - 4.94 kcal/mol! e constante de inibicéo igual
a 240.23 uM, interagindo com um aminoacido por ponte de hidrogénio (Asp299) e
com Val298 e Asp295 por ligacdes hidrofébicas (Figure 14).

Figure 14 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/RBD (6LZG) ilustrando o
sitio ativo de ligacao (A) com as respectivas interacdes de ponte de hidrogénio (B e
C).

A) B)

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Assim como em todos os alvos testados, a ECA2 (1R42) também mostrou
interacdo com o nebivolol, porém em uma energia considerada a menor entre as
melhores. A energia de ligacédo foi de - 4.84 kcal.mol! e constante de inibicédo de
281.52 uM. Além disso, no complexo formado (nebivolol/ECA2), observou-se
interacdo com os aminoacidos Thr519 e Arg518 por pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas com Thr449, Tyr515, Glu402, Glu406, Phe274, Arg273,
Thr445 e 1le446 (figura 15)

Figure 15 — Docagem molecular 3D do complexo Nebivolol/ECA2 (1R42) ilustrando
o sitio ativo de ligacéo (A) com as respectivas interacdes de ponte de hidrogénio (B
e C).
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Fonte: Autoria propria, 2021.
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6 DISCUSSAO

Desde o final do ano de 2019, o mundo esta enfrentando uma crise de saude
na forma de um novo surto de coronavirus que for¢ou todas as nacgdes a enfrentar
desafios como quarentena, mudanca de rotina e tratamento de pessoas afetadas
pelo virus (CHIKHALE et al., 2020). Mesmo com a descoberta e distribuicdo das
vacinas, alguns medicamentos estdo sendo explorados e desenvolvidos para
avaliacdo de possivel acdo contra o novo coronavirus (ANDRICOPULO, 2020).

Atualmente um dos métodos mais rapidos para a identificacdo de drogas
potentes para COVID-19 tem sido o reposicionamento de drogas aprovadas pelo
Food and Drug Administration (FDA), visando enzimas essenciais para o ciclo de
vida do SARS-CoV-2 e sua replicacdo (ZHOU et al., 2020 ). O reposicionamento de
medicamentos diminui o custo da producao, reduz o tempo e também diminui o risco
de falha, sendo crucial no atual cenario (PUSHPAKOM et al., 2019; SHARP;
DANGE, 2020).

A eficacia de alguns medicamentos aprovados pelo FDA contra alguns
coronavirus foi testada por meio de estudos in silico, que relataram o papel plausivel
de novas moléculas e reaproveitamento de drogas existentes no tratamento da
COVID-19. Alguns estudos mostraram, por exemplo, que o0 reposicionamento de
drogas como remdesivir e metilcobalamina foi sugerido como potenciais drogas
inibitérias contra SARS-CoV-2, bem como a cloroquina e hidroxicloroquina
(NARAYANAN; NAIR, 2020; MUTLU et al., 2020; BEURA; CHETTI, 2020).

O cloridrato de nebivolol (NEB) € um antagonista seletivo do receptor 1, com
propriedades vasodilatadoras, usado para o tratamento de hipertensao
(VENKATARAMAIAH et al., 2021). Além de seus efeitos benéficos sobre a presséo
arterial, o nebivolol tem um potencial antiinflamatério e antioxidante bastante
elevado, reduz o nivel de véarios marcadores oxidativos e inflamatorios em varios
estudos clinicos (MERCHANT et al., 2011; PULLEN; COULSON; FENNING, 2014;
HUSSAIN et al., 2017). Um estudo recente relatou que o nebivolol exibe atividade
antiviral in vitro que sdo comparaveis ou melhores do que cloroguina e
hidroxicloroquina, sugerindo que ele possa ser usado em combinagdo com outros
medicamentos como o remdesivir (BOCCI et al., 2020). Mutlu e colaboradores
(2020) mostraram em um estudo in silico, que o nebivolol interagiu na interface de

ligagdo Nspl1l2-Nsp8, proteinas n&o estruturais importantes na replicagédo do genoma
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viral do SARS-CoV-2. Diante disso, nosso estudo objetivou avaliar a afinidade de
ligacdo do nebivolol com outros alvos considerados essenciais no processo de
entrada e replicagcdo do SARS-CoV-2 através de um estudo de docagem molecular.

O presente trabalho revelou que o nebivolol interage, mesmo que com
energias de ligacao diferentes, com todos os alvos testados. Um dos alvos
analisados foi a proteina S, tanto na sua conformacgéo fechada (6VXX) quanto na
sua conformacédo aberta (6VYB). A proteina S possui duas subunidades funcionais,
S1 e S2 e é utilizada para entrar na célula, a partir de sua ligagdo com a enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2), presente na membrana celular de alguns
orgdos do hospedeiro (SHIBATA et al., 2020). Por conta disso, a proteina spike tem
sido alvo de muitos estudos em todo o mundo, buscando formas de neutralizar a
infeccdo por SARS-CoV-2, impedindo sua entrada na célula (SOUZA et al., 2020;
WALLS et al., 2020).

O NEB mostrou melhor energia de ligacdo com a proteina spike em sua
conformacdo fechada (6VXX), sendo esta de -9,48 kcal.mol* e constante de inibicédo
de 112,16 nM (figura 8). A energia de ligacao atingida no complexo NEB/proteina S
aberta (6VYB) foi de - 7.06 kcal/mol* e 6.64 uM de constante de inibicdo (figura 10),
tais resultados demonstram que o NEB tem capacidade de interagdo com a proteina
de S nas duas conformagfes. Sabe-se que a cloroquina (CQ), a hidroxicloroquina
(HCQ) (COLSON et al., 2020), o remdesivir (FREDIANSYAH et al., 2020), entre
outros medicamentos estdo sendo usados no tratamento de pacientes com Covid-19
e um estudo feito por Deshpande e colaboradores (2020), mostrou que a energia de
ligacdo alcancada por esses trés compostos com a proteina S foram de - 4,8
kcal.mol?, - 5,8 kcal.mol? e - 6,5 kcal.mol?, respectivamente. Outro estudo feito por
Abosheasha e El-gowily (2020) apresenta resultados referentes a ligacdo da HCQ a
proteina S aberta, com energia de ligagdo igual a - 6,61 kcal.mol! e constante de
inibicdo de 14,22 yM. Ao compararmos com nossos resultados, observou-se que o
ligante, nebivolol, obteve maior energia de ligacdo com a proteina S do que o0s
compostos anteriormente citados, atuando, portanto, no mecanismo de entrada do
virus, sugerindo que possa impedir ou bloquear sua ligacdo ao receptor humano e
impedir a entrada viral.

Nossos resultados também mostraram a interacdo entre o NEB e a protease
principal Mpro (6Y2E) que demonstrou energia de ligacédo igual a -7,32 kcal.mol?, e

uma constante de inibicdo de 4,34 uM, sendo superior ao resultado obtido com a
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proteina S aberta, ocupando a 22 melhor energia de ligagdo do NEB (figura 9). A
proteina ndo estrutural Mpro € uma das principais proteases de cisteina, importante
na replicacdo de SARS-CoV-2 e bastante conservada do SARS-CoV (BAEZ-
SANTOS; JOHN; MESECAR, 2015). Assim, a inibicdo dessa protease pode
prejudicar significativamente a maquinaria viral e a taxa geral de infecgcédo viral
(RAJPOOT; ALAGUMUTHU; BAIG, 2020).

Segundo um estudo realizado por Braz e colaboradores (2020) a HCQ
apresentou uma energia de ligacdo a Mpro de - 6,5 kcal/mol?, e a CQ interagiu com
alguns aminoacidos em comum com o NEB, como por exemplo, a lle249, Phe294,
Val297 e Pro293. Embora os medicamentos que ja estdo sendo usados na clinica e
o NEB nado atuem nos aminoacidos do sitio ativo da proteina, sugere-se que possam
bloquear essa proteina através de outros mecanismos que precisam ser
investigados.

Com relacédo as proteinas envolvidas na entrada viral, foi também avaliado o
nivel de interacdo entre o ligante e o ADAM-17 (2DDF), uma metalopeptidase de
dominio 17, também conhecida como enzima conversora de TNF-alfa (TACE). Ela
medeia a protedlise e o derramamento do ectodominio de ACE2, favorecendo a
diminuicdo da sua expressdo na superficie celular, auxiliando na internalizacdo do
virus (FAN et al., 2015; GHEBLAWI et al., 2020).

Haga e colaboradores (2008) demonstraram que a proteina S do SARS-CoV
induz a liberagdo de ACE2 por meio de um processo fortemente acoplado a
producdo de TNF-a, pelo ADAM-17 e que a regulacdo negativa de ACE2 estava
associada a um desfecho clinico grave em casos de infecgdo por SARS-CoV. Além
disso, TAPI-0, um inibidor do ADAM-17, impediu especificamente a entrada do virus,
trazendo a ideia de que a inibicdo dessa proteina € importante no bloqueio da
entrada viral e sintomatologia.

Foi observado que o complexo NEB/ADAM-17 interagiu com uma energia de
ligacéo de -5,46 kcal/mol? e constante de inibi¢éo igual a 99,25 uM, mostrando que
h& interacdo entre ligante/proteina e sugerindo uma possivel inibigdo da mesma
(figura 11).

A literatura relata que os aminoacidos Gly349, Leu348 e Glu406 sédo as
partes essenciais do sitio ativo de TACE (ADAM-17) e um estudo desenvolvido por
Murumkar et al (2015) mostrou que Diamidas a base de tartarato, inibidores seletivos

de TACE atuam exatamente nos aminoacidos citados anteriormente. Outros
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resultados desse mesmo estudo forneceram informacdes adicionais de que Pro437,
Try436, Try433, Val440 e Val402 sdo residuos essenciais do sitio ativo, porém o
NEB interagiu com o ADAM-17 através de outros aminoacidos que nao Sao
semelhantes aos descritos. Portanto, sugere-se que 0 composto atue por um
mecanismo diferente do que foi relatado.

A catepsina L (2XU3) desempenha um papel importante na entrada do virus
SARS-CoV-2, clivando a proteina S viral no endossomo ou lisossoma e posterior
liberacdo de RNA viral, dependente de pH baixo (Shang et al., 2020; LIU et al.,
2020). Estudos indicaram que inibidores da catepsina L, podem bloquear ou diminuir
substancialmente a entrada do virus (HOFFMANN et al., 2020; LIU et al., 2020).
Mediante a isso resolvemos testar a Cat L a fim de analisarmos a interacao dela com
o nebivolol.

Segundo Braz et al (2020), a energia de ligacdo atingida pela CQ e HCQ é de
-5,4 e -5,2 kcal.mol?, respectivamente. Esses dados sdo semelhantes aos
resultados obtidos em nosso estudo, cuja energia de interacéo foi de -5,45 kcal.mol?
e uma constante de inibicdo de 101.11 pM (figura 12). Vivek-Ananth e
colaboradores (2020) mostram que o E64-d, um inibidor de amplo espectro de
proteases catepsinas incluindo a L, obteve uma energia de ligacdo de -5,0 kcal/mol-
!, resultado inferior a energia atingida em nosso estudo, sugerindo que o nebivolol
possa atuar também como um inibidor dessa protease.

Os residuos cataliticos da proteina sdo em Cys25 e His163 no subsitio S1,
Aspl62, Metl161, Alal35, Met70 e Leu69 em o subsitio S2 e o residuo conservado
Gly68 no subsitio S3 da enzima (VIVEK-ANANTH et al., 2020). Nossos resultados
mostram que o ligante interage com a proteina nos seguintes aminoacidos: Met70,
Cys25, Metl61, His163, Aspl62, Asn66, Gly67, Leu69, Trp26, Gly68 e Glyl64,
demonstrando similaridade em alguns aminoacidos.

Na tentativa de avaliar se o ligante teria interagdo com mais alguma proteina
responsavel pela entrada viral, foi proposto a formacdo do complexo
NEB/TMPRSS2. A TMPRSS2 é uma serina protease responsiva a andrégenos que
cliva a proteina S do SARS-CoV-2, no sitio S1 e permite a fusdo de membranas
virais e celulares, um processo conduzido pela subunidade S2, facilitando a entrada,
ativacado viral e a inibicdo dessa protease € necessaria para o bloqueio efetivo da
internalizacao viral (STROPE; CHAU, 2020; HOFFMANN et al., 2020) (Hoffmann et
al., 2020).
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A TMPRSS2 compartilha uma dobra estrutural comum com uma triade
conservada de residuos Ser44l, His296 e Asp345 no sitio ativo para atividade
catalitica (HU et al.,, 2020). Chikhale e colaboradores (2020) relataram que o
mesilato de camostato, um inibidor conhecido de TMPRSS2, atingiu energia de
ligacdo com a protease de -6,23 kcal/mol?! interagindo com os aminoéacidos que
fazem parte do sitio ativo. Nossos resultados mostraram que a energia de ligacdo do
NEB com a protease foi de -5.26 kcal.mol' e 138.89 UM de constante de inibicdo
(figura 13), um valor proximo ao alcancado pelo inibidor anteriormente citado, porém
ndo interagiu com nenhum aminoacido do sitio ativo, nos fazendo deduzir que o
ligante pode estar inibindo a protease através de um mecanismo diferente do
utilizado pelo mesilato de camostato.

O dominio de ligagdo ao receptor (RBD) (6LZG) esta contido
na subunidade S1 da glicoproteina de pico do coronavirus, que se liga ao dominio
da peptidase (PD) da ACE2 da célula hospedeira (GYEBI et al., 2020) e
desencadeia mudancas conformacionais em S2 para facilitar a fusdo da membrana
e a entrada na célula (SHANG et al., 2020). Portanto, o RBD torna-se um alvo
provavel para o desenvolvimento de vacinas, inibidores e anticorpos neutralizantes
(TANG et al., 2020).

Segundo Braz e colaboradores (2020), a CQ e a HCQ obtiveram energia de
ligacdo com o RBD de -4,2 e -4,9 kcal.mol, respectivamente. Enquanto que em
nosso estudo, a energia de ligacédo foi de - 4.94 kcal/mol! e constante de inibicdo
igual a 240.23 uM (figura 14), resultado superior a CQ e similar a HCQ. Liu e
colaboradores (2020) mostrou que o aminoacido Met82 no receptor humano pode
interagir com a posicao Leud472 de RBD, o residuo Thr487 em RBD liga-se a Tyr4l e
Lys353 em ACE2 humano por contatos de van der Waals e treonina na posicao 487
aumentou a afinidade da maioria dos RBDs para ACE2 humano. O complexo
NEB/RBD néao interagiu em nenhum desses aminoacidos, mas obteve uma energia
de ligacdo que nos sugere que o ligante esteja atuando sobre o dominio, impedindo
a ligacédo a ECAZ2.

O SARS-CoV-2 utiliza a ACE2 como uma porta para infectar células epiteliais
no hospedeiro, por ligagdo da glicoproteina de pico (S) (ABOSHEASHA; EL-
GOWILY, 2020). Atualmente, aparece como um alvo farmacologico promissor e a
inibicdo dessa interacdo pode ser uma estratégia valida para o tratamento de
pacientes com COVID-19 (RAGIA; MANOLOPOQULOS, 2020). Além disso, a ACE2
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possui funcdo bioldgica importante no sistema RAS, podendo clivar a angiotensina |l
para produzir angiotensina 1-7 e clivar a angiotensina | para gerar angiotensina 1-9,
produzindo efeitos protetores ao organismo (FERRARIO, 2006; OCARANZA et al.,
2020).

Os resultados de nosso estudo mostraram que o nebivolol interage com a
ECA2 numa energia de ligacdo de - 4.84 kcal.mol! e constante de inibicdo de
281.52 Um (figura 15). Um recente estudo mostrou resultados em que a CQ
apresentou pontuacdes de afinidade de -4,2 kcal/mol?, inferior ao resultado obtido
com o nebivolol. Em contrapartida a HCQ apresentou uma energia de ligacao de -
8,5 kcal/mol?, superior ao nosso resultado (BRAZ et al., 2020).

Os aminoacidos do sitio ativo da ECA2 sdo: Pro426, 11e439, Leu440 e Glu442
(PAL et al., 2020). O NEB interagiu em Thr519 e Arg518 por pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas com Thr449, Tyr515, Glu402, Glu406, Phe274, Arg273,
Thr445 e lle446, ou seja, em nenhum aminoacido do sitio ativo. Concluimos,
portanto, que a a¢éo do ligante seja por outro mecanismo nao elucidado.

Uma hipétese levantada por Nicolau; Magalhdes; Vale (2020) defendeu que o
evento-chave na COVID-19 pode ser a interrupcdo da degradacdo de Ang Il devido
uma regulacéo negativa de ECA2, que gera um aumento de niveis de angiotensina Il
e uma producéo diminuida de angiotensina 1-7. A ligacdo de Ang Il em direcdo ao
receptor AT1, leva a mecanismos de lesdo pro-inflamatéria e cardiovascular, que
podem contribuir para um dano tecidual (BENIGNI; CASSIS; REMUZZI, 2010). Por
ser um betabloqueador (1 seletivo, o nebivolol age bloqueando a producéo de renina
nas células justaglomerulares do rim e consequentemente na sintese de Ang Il
proveniente da clivagem de Ang |, devido a cascata de acontecimentos que Sao
interrompidos no sistema RAS (ATLAS, 2007; GILES et al., 2015).

Nossos resultados sugerem que o nebivolol pode agir na fase inicial da
infeccéo, devido sua interacdo molecular com todos os alvos testados, mas por outro
lado, seu uso terapéutico pode ser de grande valia no que muitos pesquisadores e
profissionais de saude chamam de Sindrome da COVID crénica ou long covid
(BAIG, 2020), no qual alguns pacientes vém relatando persisténcia dos sintomas da
COVID-19 mesmo apo6s meses de infeccao, inclusive individuos que tiveram casos
leves. Entre os sintomas mais frequentes observados estao, além da perda de olfato

e paladar, dores musculares e nas articulacdes, fadiga, taquicardia, hipertensao ou
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hipotensdo e lesbes pulmonares sem causa determinada (PERES, 2020; RUBIN,
2020).

Algumas atribuicdes do nebivolol podem favorecer seu uso na sindrome da
COVID crbnica, principalmente no que diz respeito a dano cardiovascular, como
mostram alguns estudos onde o nebivolol conseguiu atenuar a proporgédo de
neutrofilos, um marcador de inflamacdo vascular, em pacientes hipertensos
(HUSSAIN et al., 2017), como também demonstrou significativa reducdo de
agregacao plaquetéaria em ratos diabéticos (TOBLLI et al., 2010) e melhoramento da
disfuncdo diastélica e a remodelacdo miocardica por meio da reducdo do estresse
oxidativo (MA et al., 2012).

Alguns trabalhos vém mostrando que o NEB melhora o fluxo sanguineo
coronario e periférico em pacientes com angina, infarto do miocéardio, insuficiéncia
cardiaca cronica além disso, € um agente eficaz e bem tolerado com beneficios
superiores aos dos B-bloqueadores tradicionais devido a sua influéncia na liberacao
de o6xido nitrico, o que Ihe confere efeitos hemodinamicos singulares e um bom perfil
de tolerabilidade (TOBLLI et al., 2012; FONGEMIE; FELIX-GETZIK, 2015). Portanto,
acredita-se que ele possa trazer beneficios tanto no processo de internalizagdo do

virus, quanto nos sintomas posteriores a infeccao.
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7 CONCLUSAO

Os achados do presente estudo demonstram que o nebivolol expressou
afinidade de ligagdo com todos os alvos testados, apresentando as melhores
energias de ligacdo coma proteina S no estado fechado (6VXX) e com a Mpro
(6Y2E), indicando, portanto que o ligante pode atuar em diversas etapas da entrada
e replicacdo viral, se configurando como uma boa opcao terapéutica contra a
COVID-19.

Ademais, o nebivolol apresentou energias de ligacdo semelhantes ou
superiores a determinados farmacos que estdo disponiveis no tratamento da
COVID-19 e a inibidores de algumas proteases. Hipdteses foram levantadas nesse
estudo referentes a mecanismos de atuacdo do nebivolol frente as proteinas

analisadas, porém estudos futuros sdo necessarios para confirma-las.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar um estudo de dinamica molecular para confirmar os achados
referentes ao complexo formado por NEB/proteina S fechada (6VXX), visto que
apresentou a melhor energia de ligacdo; bem como analises in vitro e in vivo para

confirmacédo de sua propriedade anti-SARS-CoV-2.
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