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RESUMO 

Aproximadamente 664,8 milhões de infecções por SARS-CoV-2 foram notificados no mundo até 

25 de janeiro de 2023, com mais de 6,72 milhões de mortes notificadas de em três anos. Embora 

medidas não farmacológicas, desenvolvimento e distribuição de vacinas, utilização de fármacos 

antivirais nirmatrelvir e rendesivir, bem como de anticorpos monoclonais tenham sido 

empregados contra COVID-19, baixas coberturas vacinais e o acúmulo de mutações de SARS-

CoV-2 dificultam o controle da pandemia. Ademais, a possibilidade de seleção de linhagens 

resistentes às opções terapêuticas se apresenta como um agravante do cenário. Nesse sentido, se 

faz necessária a contínua obtenção de novas moléculas bioativas contra SARS-CoV-2. Portanto, o 

presente trabalho objetiva, empregando estratégias in silico e in vitro, a obtenção de moléculas 

bioativas com potencial atividade inibitória contra as proteases, Mpro e PLpro, de SARS-CoV-2. 

Inicialmente, um modelo de HQSAR (q2 = 0,964 e r2 = 0,975) foi selecionado para predição de 

ligantes com potencial atividade inibitória contra Mpro. Foram identificados 24 potenciais 

inibidores que seguiram para avaliação de inibição da atividade enzimática, sendo todos inativos 

(menor que 50% de inibição) a 10 µM. Posteriormente, foram selecionadas estruturas 

cristalográficas das proteases para predições de sítios de ligação e feitas análises de acoplamento 

molecular (redocking) para construção de modelos farmacofóricos baseados nas Mpro e PLpro de 

SARS-CoV-2 e outros coronavírus. Estes foram utilizados em triagens virtuais para seleção de 

potenciais inibidores em quimiotecas (BraCoLi, DrugBank, GMR, NuBBE e ZINC15) totalizando 

6,8 milhões de moléculas. A triagem virtual dos alvos foi conduzida e 46 hits de duas quimiotecas 

disponíveis (DrugBank e GMR) foram obtidos. Dentre as moléculas triadas (14 à pronta 

disposição), nenhuma apresentou inibição da atividade enzimática (maior que 50%) contra Mpro e 

PLpro até 10 µM. Posteriormente, uma série de 127 análogos estruturais dos 46 hits virtuais 

indisponíveis foi avaliada nos ensaios enzimáticos, e cinco dentre as 127 moléculas tiveram suas 

concentrações inibitória (IC50) determinadas para Mpro de SARS-CoV-2 (0.086 ± 0.0015 a 16.42 ± 

0.095 µM), sendo dois ativos contra as Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV (0.11 ± 0.0175 a 3.786 

± 0.64 µM) e todos inativos para PLpro. Adicionalmente, extratos e isolados triterpenos planejados 

contra SARS-CoV-2 foram avaliados quanto a sua citotoxicidade e atividade antiviral pelo ensaio 

de MTT, determinando as concentrações citotóxica (CC50) e efetiva de 50% (CE50) contra um 

coronavírus murino (MHV-3). Quatro substâncias apresentaram atividade antiviral, com índices 

de seletividade (IS) entre 1,08 e 34,36. Tomadas em conjunto, as estratégias computacionais 

empregadas foram capazes de obter inibidores preditos in silico e determinados in vitro, 

demonstrando o potencial e sucesso no planejamento de moléculas bioativas contra SARS-CoV-2.  

 

Palavras-chave: Atividade antiviral. Inibição enzimática. Mpro. PLpro. SARS-CoV-2.   



 
 
 

ABSTRACT 

As of January 25, 2023, approximately 664.8 million SARS-CoV-2 infections have been reported 

worldwide, with over 6.72 million deaths notified over the last three years. Whilst non-

pharmacological interventions, vaccines’ development and distribution, direct antiviral drugs 

approval (e.g., nirmatrelvir and remdesivir), as well as monoclonal antibodies have been 

employed against COVID-19, low vaccine coverage and new SARS-CoV-2 mutations negatively 

impact the control of the pandemic scenario. In addition, the possibility of resistant strains can 

limit therapeutic options. In this sense, it is still necessary to design and develop bioactive 

molecules against SARS-CoV-2. Therefore, the present work aims to obtain new inhibitors 

against SARS-CoV-2 proteases, Mpro and PLpro, employing in silico and in vitro approaches. 

Initially, an HQSAR model (q2 = 0.964 and r2 = 0.975) was selected to predict ligands with 

potential inhibitory activity against Mpro. Here, 24 potential inhibitors obtained followed to 

enzymatic inhibition activity determination, all of which were inactive (less than 50% inhibition) 

at 10 µM. Subsequently, crystallographic structures of the proteases were selected for binding 

sites predictions and molecular docking analysis (redocking) to build pharmacophoric models 

based on SARS-CoV-2 and other coronaviruses Mpro and PLpro. These were used in virtual 

screening campaigns to select potential inhibitors in chemical libraries (BraCoLi, DrugBank, 

GMR, NuBBE and ZINC15), from a total of 6.8 million compounds. Virtual screening was 

conducted to both targets obtaining 46 compounds from two available libraries (DrugBank and 

GMR). Among the screened compounds (14 available in house), none showed inhibitory activity 

(over 50% inhibition) against Mpro and PLpro up to 10 µM. A series of 127 synthetic structural 

analogues of the 46 unavailable virtual hits were evaluated in enzymatic assays, and five out of 

127 compounds had their 50% inhibitory concentrations (IC50) determined for SARS-CoV-2 Mpro 

(0.086 ± 0.0015 to 16.42 ± 0.095 µM). Two compounds were also active against SARS-CoV and 

MERS-CoV Mpro (0.11 ± 0.0175 to 3.786 ± 0.64 µM), and all 127 were inactive against PLpro. In 

addition, plant extracts and triterpene isolates designed against SARS-CoV-2 were evaluated for 

their cytotoxicity and antiviral activity by MTT assay, determining 50% cytotoxic concentration 

(CC50) and 50% effective concentration (EC50) against a murine coronavirus (MHV-3). Four 

compounds showed antiviral activity, with selectivity indexes (SI) between 1.08 and 34.36. Taken 

together, the computational strategies employed were able to obtain inhibitors predicted in silico 

and determined in vitro, demonstrating the potential and success in the planning of bioactive 

molecules against SARS-CoV-2.  

 

Keywords: Antiviral activity. Enzymatic inhibition. Mpro. PLpro. SARS-CoV-2.   
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1. INTRODUÇÃO  

Os coronavírus são microrganismos que infectam peixes, aves e mamíferos, e 

apresentam importância ambiental, veterinária e humana de saúde pública. Estes vírus 

possuem tropismo principalmente por células epiteliais, geralmente associados a infecções 

gastrointestinais e respiratórias que podem ser agudas ou se tornarem crônicas, e a 

transmissão ocorre por vias aéreas e oral-fecal, além de fômites. Geralmente as infecções são 

assintomáticas ou apresentam sintomas leves, mas algumas espécies de coronavírus causam 

manifestações graves, como hepatites, acometimentos neurológicos, insuficiência e falência 

renal, além de síndromes respiratórias agudas graves (do inglês, Severe Acute Respiratory 

Syndrome; SARS), podendo levar à morte (ICTV, 2021; LEFKOWITZ et al., 2018).  

Os primeiros coronavírus foram identificados em aves na década de 1930, enquanto as 

primeiras espécies que infectam seres humanos tiveram relatos na década de 1960. Alguns 

coronavírus humanos, como Betacoronavirus 1 e os Human coronavirus (HcoV) 229E, NL63 

e HKU1, causam principalmente resfriados, que podem evoluir em manifestações graves do 

trato respiratório inferior, principalmente em crianças e idosos. Além destes HCoV, outros 

três denotam relevância clínica: o coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio 

(MERS-CoV) e os coronavírus relacionados à síndrome respiratória aguda grave, SARS-CoV 

e SARS-CoV-2 (AMANAT; KRAMMER, 2020; GORBALENYA et al., 2020; ICTV, 2021).  

1.1 Família Coronaviridae 

Segundo o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (do inglês, International 

Conmitee on Taxonomy of Viruses; ICTV) (LEFKOWITZ et al., 2018), a família 

Coronaviridae se enquadra no reino Riboviria e ordem Nidovirales. A subfamília 

Orthocoronavirinae compreende os gêneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus 

(usualmente associados a infecções em mamíferos), e Deltacoronavirus e Gammacoronavirus 

(comumente associados a infecções em aves). Estes são vírus envelopados com partículas de 

formato esférico e cerca de 120 a 160 nm de diâmetro, com um genoma de RNA fita simples 

e polaridade positiva (ssRNA+), linear e não segmentado, contendo aproximadamente 26.000 

a 32.000 bases nitrogenadas (GORBALENYA et al., 2020; ICTV, 2021).  

Atualmente 52 espécies são descritas por causar infecções em aves e mamíferos, seis 

delas afetando especificamente seres humanos (MERS-CoV, SARS-CoV, Betacoronavirus 1 

e os HCoV-229E, NL63 e HKU1). Os coronavírus foram assim nomeados de acordo com sua 
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aparência similar à de uma coroa ao redor da partícula viral (do latim, “corona”), em razão 

das glicoproteínas de superfície desses vírus (Figura 1), quando observados sob técnicas de 

microscopia eletrônica (CUI; LI; SHI, 2019; GORBALENYA et al., 2020; ICTV, 2021).  

  

Figura 1. Partículas virais de SARS-CoV observadas por microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

As partículas virais, cultivadas em células Vero (linhagem de epitélio renal de macaco verde africano), 

apresentam glicoproteínas espículas (do inglês, spike) em formato de clavas, resultando em uma aparência da 

partícula similar a uma coroa. Fonte: (STADLER et al., 2003) (adaptado).  

Baseado em sequências genômicas depositadas em bancos de dados públicos, os 

coronavírus que infectam seres humanos têm origem de infecções em outros mamíferos, 

sendo SARS-CoV-2 (LAU et al., 2020; WACHARAPLUESADEE et al., 2021), SARS-CoV, 

MERS-CoV, HCoV-NL63 e HCoV-229E considerados originários de morcegos, enquanto 

HCoV-OC43 (Betacoronavirus 1) e HCoV-HKU1 possivelmente originados de roedores 

(CUI; LI; SHI, 2019). Nesse âmbito, animais domésticos, além de poderem sofrer doenças 

causadas por coronavírus transmitidos por morcegos, podem ter papéis importantes como 

hospedeiros intermediários durante um spillover, ou seja, uma transmissão de vírus de 

hospedeiros naturais para seres humanos (CUI; LI; SHI, 2019).  

1.1.1 Estrutura da partícula viral e genoma dos coronavírus  

O envelope da partícula madura dos coronavírus apresenta as proteínas de membrana 

(M) e envelope (E) associadas à sua membrana, enquanto a proteína spike (S) é exposta na 

face externa da partícula. O genoma de RNA interage com a proteína do nucleocapsídeo (N), 

formando o nucleocapsídeo com simetria helicoidal (Figura 2).  
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Figura 2. Representação de partícula viral dos coronavírus. Estrutura de uma partícula viral madura dos 

coronavírus. Corte transversal, indicando por linhas a proteína de envelope E (violeta), a proteína de membrana 

M (azul), a proteína do nucleocapsídeo N (vermelho) e a proteína S (rosa), envolvendo o genoma viral de RNA 

(preto). Fonte: (CUI; LI; SHI, 2019) (adaptado).  

O genoma dos coronavírus (ssRNA+), um dos maiores dentre os vírus de RNA (entre 

26.000 e 32.000 bases nitrogenadas), contém uma estrutura cap na porção 5’ e uma cauda 

poli-A (poliadenilato; repetições de adenina) na porção 3’, permitindo que ele atue como 

RNA mensageiro (RNAm) para a tradução das poliproteínas ou seja parcialmente traduzido 

na formação do complexo de replicação. A extremidade 5’ do genoma contém uma sequência 

líder e uma região não traduzida (do inglês, untranslated region; UTR) que contém estruturas 

secundárias (elemento cis-acting) para a replicação e transcrição de RNA (FEHR; 

PERLMAN, 2015).  

Na organização do genoma, aproximadamente dois terços do genoma de RNA incluem 

genes das 16 proteínas não estruturais (do inglês, non structural protein; nsp), que são 

traduzidas em duas poliproteínas, pp1a e pp1ab, a partir da expressão de suas respectivas 

janelas abertas de leitura (do inglês, open reading frame; ORF), ORF1a e ORF1b (FEHR; 

PERLMAN, 2015; V’KOVSKI et al., 2021). Cerca de um terço restante do genoma, a partir 

de outras ORFs, codifica as proteínas acessórias, intercalados entre os genes de proteínas 

estruturais (E, M, N e S) na extremidade 3’, a exemplo do genoma de SARS-CoV-2 (Figura 

3). Estas proteínas acessórias, embora não essenciais para replicação viral, já demonstraram 

importância na patogênese viral, como modulação e evasão do sistema imune (V’KOVSKI et 

al., 2021; REDONDO et al., 2021).  
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Figura 3. Modelo de organização de proteínas traduzidas do genoma dos coronavírus. Esquema 

representativo do RNA polaridade positiva (salmão) de SARS-CoV-2 com a tradução das 16 proteínas não 

estruturais (azul), a partir das respectivas ORF1a e ORF1b (verde), além de quatro proteínas estruturais 

(amarelo) e 11 acessórias (roxo), orf3a-d, orf6, orf7a-b, orf8, orf9b-c e orf10. Logo abaixo, as poliproteínas pp1a 

e pp1ab (azul) representam as 16 proteínas não estruturais (nsp1-nsp16). Linhas pretas verticais indicam a região 

de clivagem das poliproteínas pelas proteases virais (nsp3 e nsp5). Fonte: (REDONDO et al., 2021) (adaptado).  

1.1.2 Proteínas estruturais  

Dentre as quatro proteínas estruturais, a glicoproteína S (~150 kDa) se apresenta como 

uma proteína de fusão composta por homotrímeros, compondo uma estrutura trimérica 

distinta na superfície do vírus, responsável por mediar a interação com o receptor celular do 

hospedeiro, como a enzima conversora de angiotensina 2 (do inglês, angiotensin converting 

enzyme 2; ACE2) na infecção por SARS-CoV-2 (BOSCH et al., 2003; HUANG et al., 2020b; 

YAN et al., 2020). Este processo ocorre por interação do domínio de ligação do receptor (do 

inglês, receptor binding domain; RBD), via motivo de ligação do receptor (do inglês, receptor 

binding motif; RBM).  

Esta estrutura se apresenta em uma das duas subunidades polipeptídicas (S1 e S2) da 

proteína S, que é clivada, por exemplo, por uma protease do tipo furina da célula hospedeira, 

bem como por serinoprotease transmembrana II humana (TMPRSS2) e/ou catepsina L, 

separando as duas subunidades (HOFFMANN et al., 2020; YAN et al., 2020). Além disso, 

também se mostra como alvo molecular de interesse para o desenvolvimento de testes de 

diagnóstico (BAKER et al., 2020) e candidatos vacinais (SALVATORI et al., 2020), além de 

potenciais inibidores candidatos a fármacos (HUANG et al., 2020b).  
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A proteína E (8-12 kDa), por sua vez, é transmembranar, sendo encontrada em 

pequenas quantidades na partícula viral e atuando como canal iônico. Já foi observado que a 

remoção do gene da proteína E em SARS-CoV recombinantes, por exemplo, é capaz de 

atenuar o vírus, reduzindo a letalidade em modelos murinos. Além de facilitar a montagem e 

liberação do vírus, esta proteína também possui papel importante na patogênese dos 

coronavírus, retardando processos de sinalização celular ao interferir no balanço iônico da 

célula, além de auxiliar na liberação de RNA viral no desnudamento da partícula. (DEDIEGO 

et al., 2007; NIETO-TORRES et al., 2014; CAO et al., 2021).  

Já a proteína M (25-30 kDa) possui três domínios transmembranares, modulando o 

formato da partícula viral enquanto inserido na membrana do retículo endoplasmático. Esta 

proteína também pode adotar duas conformações distintas, permitindo promover uma 

curvatura da membrana e também se ligar ao nucleocapsídeo viral, essencial no processo de 

montagem da partícula (NAL et al., 2005; NEUMAN et al., 2011; ZHANG et al., 2022).  

Finalmente, a proteína N é a única proteína constituindo o nucleocapsídeo viral, 

composta por dois domínios separados, ambos necessários para se ligar ao genoma. A 

fosforilação dessa proteína permite uma mudança conformacional necessária à ligação com o 

RNA, importante para garantia de especificidade na interação entre o RNA viral e o RNA não 

viral do hospedeiro. Além disso, também é capaz de se ligar à protease do tipo papaína 

(PLpro), e à proteína M, auxiliando na estabilização do genoma no complexo de replicação e 

durante sua encapsidação na montagem das partículas virais (CHANG et al., 2006; HURST; 

KOETZNER; MASTERS, 2013; BAI et al., 2021). Ademais, esta proteína também possui 

importante papel imunogênico (DOBAÑO et al., 2021), sendo alvo em potencial, por 

exemplo, no desenvolvimento de testes de diagnóstico (PENG et al., 2021) e de candidatos 

vacinais (CASTRO et al., 2022).  

1.1.3 Proteínas não estruturais  

Dentre as 16 nsp contidas nas poliproteínas pp1a e pp1ab dos coronavírus, duas ou três 

proteases são responsáveis por suas clivagens e essenciais na multiplicação dos coronavírus. 

A protease principal (do inglês, main protease; Mpro ou nsp5) ou 3-quimiotripsina (do inglês, 

3-chymotrypsin-like protease; 3CLpro) é uma cisteína protease responsável pelas clivagens de 

nsp5 a nsp16 (MIELECH et al., 2014; CHEN; LIU; GUO, 2020), sendo alvo do fármaco 

nirmatrelvir (OWEN et al., 2021). Já a PLpro (nsp3), também uma cisteína protease, é 

responsável pelas clivagens de nsp1 a nsp4, sendo que a maioria dos coronavírus codifica 
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duas PLpro na nsp3, exceto MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2 (CHEN; LIU; GUO, 

2020; MIELECH et al., 2014). Além destas, a RNA polimerase dependente de RNA (do 

inglês, RNA-dependent RNA polymerase; RdRp ou nsp12) atua na replicação do RNA 

genômico viral, ante a etapa de tradução das poliproteínas no complexo de replicação (CHEN; 

LIU; GUO, 2020), sendo alvo do fármaco antiviral rendesivir (GOTTLIEB et al., 2022).  

Dentre estas três enzimas, a Mpro (Figura 4A) de SARS-CoV-2, um homodímero com 

duas cadeias principais (A e B) marcada por três domínios (I, II e III), contendo uma díade 

catalítica de cisteína e histidina (His41 e Cys145), responsável pela hidrólise das ligações 

peptídicas das poliproteínas (JIN et al., 2020a; RAMOS-GUZMÁN; RUIZ-PERNI; TUÑÓN, 

2020). Além de ser conservada entre diversos coronavírus, sua atividade essencial no 

complexo de replicação, bem como a ausência de homólogos nos seres humanos, a torna um 

alvo em potencial para o desenvolvimento de inibidores da multiplicação viral (JIN et al., 

2020a; CITARELLA et al., 2021).  

A PLpro (Figura 4B), também uma cisteína protease com tríade catalítica clássica 

(Cys111, His272, Asp286), é capaz de promover atividade deubiquitinase e regular resposta 

do tipo interferon, sendo mais um alvo de interesse para obtenção de inibidores da 

multiplicação viral (SHIN et al., 2020; SERAFIM et al., 2021a). Já a RdRp (Figura 4C) atua 

na replicação de RNA viral, sendo capaz de iniciar a síntese de RNA, com auxílio de demais 

nsp, como nsp7 e nsp8 (cofatores). Sendo uma enzima conservada entre os diferentes 

coronavírus, possui resíduos de aminoácidos compartilhados por todas as RdRp, também 

podendo ser um alvo em potencial para terapias anti-CoV (AHN et al., 2012; 

KIRCHDOERFER; WARD, 2019; SERAFIM et al., 2021a).   
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Figura 4. Estruturas tridimensionais das enzimas de SARS-CoV-2. (A) Estrutura representativa em modelo 

de cartoon da Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 7D1M). Porção da cadeia A (rosa) e cadeia B (cinza) exibindo 

resíduos da díade catalítica His41 e Cys145 (ciano). (B) Estrutura representativa em modelo de cartoon da PLpro 

(cinza) de SARS-CoV-2 (PDB ID: 6WX4) exibindo resíduos da tríade catalítica Cys111, His272 e Asp286 

(ciano). (C) Estrutura representativa em modelo de cartoon da RdRp (cinza) de SARS-CoV-2 (PDB ID: 7BV2) 

exibindo os resíduos catalíticos Asp623, Ser682, Asn691, Asp760 e Asp761 (ciano).  

Além dessas três enzimas, outras proteínas foram descritas no ciclo de multiplicação 

dos coronavírus (Tabela 1). A nsp1, por exemplo, é capaz de interferir na resposta imune 

inata dos hospedeiros, como na inibição de interferon. Já a nsp13 atua como helicase e RNA 

trifosfatase, enquanto a nsp14 como exoribonuclease e a nsp16 como metiltransferase 

(CHEN; LIU; GUO, 2020; GADHAVE et al., 2021; XU et al., 2022).   

A B 

C 
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Tabela 1.  Funções das proteínas não estruturais (nsp) dos coronavírus 

Proteína Funções principais Proteína Funções principais 

nsp1 
Degradação de RNAm do hospedeiro. 

Inibição de resposta por interferon. 
nsp9 

Dimerização proteica. 

Ligação com RNA. 

nsp2 Inibição de resposta por interferon. nsp10 Cofator de nsp14 e nsp16 

nsp3 
PLpro: clivagem da pp1a.  

Inibição de sinalização celular. 
nsp11 

Desconhecida (sugerida atuando em 

dinâmicas conformacionais). 

nsp4 
Formação de vesículas de  

dupla membrana (VDM). 
nsp12 RNA polimerase dependente de RNA 

nsp5 Mpro: clivagem da pp1ab.  nsp13 Helicase e RNA trifosfatase 

nsp6 
Restrição de autofagosso.  

Formação de VDM. 
nsp14 Exoribonuclease. Metiltransferase. 

nsp7 Cofator da RNA polimerase nsp15 
Endoribonuclease.  

Evasão de sensores de dsRNA. 

nsp8 Cofator da RNA polimerase nsp16 Metiltransferase. Regulação imune. 

Fonte: (CHEN; LIU; GUO, 2020; GADHAVE et al., 2021; XU et al., 2022) (adaptado).  

1.1.4 Ciclo de multiplicação  

Assim como alguns vírus ssRNA+, a formação da progênie dos coronavírus ocorre no 

citoplasma das células do hospedeiro. Na infecção por SARS-CoV-2 (SHANG et al., 2020; 

WAN et al., 2020), por exemplo, as partículas virais se adsorvem a receptores na superfície 

celular por interação da proteína S (RBM) com o receptor ACE2. Alguns coronavírus que 

infectam porcos (PDEV e TGEV), bem como HCoV-229E, utilizam aminopeptidases como o 

receptores celulares ao invés de ACE2 (YEAGER et al., 1992; CUI et al., 2020).  

A penetração da partícula viral pode ser mediada por duas vias simultâneas 

(JACKSON et al., 2022): (i) fusão direta com a membrana da célula do hospedeiro, via 

clivagem proteolítica da proteína S por furina ou TMPRSS2, liberando o genoma de RNA do 

vírus no citoplasma celular (HOFFMANN et al., 2020; JACKSON et al., 2022); e/ou (ii) via 

endossomo, com internalização mediada por clatrina, seguida de uma clivagem proteolítica 

ácido-dependente da proteína S por catepsina L (ZHAO et al., 2021), fundindo a membrana 

do envelope viral com o endossomo celular, seguido da liberação do genoma viral no 

citoplasma (FEHR; PERLMAN, 2015; MALONE et al., 2022).   
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O RNA então pode ser replicado ou diretamente traduzido e, após a tradução, as 

proteínas estruturais são clivadas pelas duas proteases PLpro e Mpro. Este processo se inicia 

com a auto clivagem (nsp5), seguida da hidrólise das nsp6 a nsp16 e inserção das proteínas na 

membrana do retículo endoplasmático, seguindo a via secretora do compartimento 

intermediário do retículo endoplasmático-Golgi (ERGIC), durante a montagem das partículas 

(DE WIT et al., 2016).  

Alguns coronavírus como HCoV-OC43 (Betacoronavirus 1) e HKU1 também 

codificam uma hemaglutinina esterase, uma proteína multifuncional que atua principalmente 

na adesão à célula alvo e na liberação da partícula após a exocitose (LANG et al., 2020). 

Paralelamente, o genoma replicado se associa à proteína N e, por brotamento, migra para o 

ERGIC finalizando a montagem das partículas virais. As partículas são então transportadas 

para a superfície celular em vesículas e são liberadas via exocitose (Figura 5) (FEHR; 

PERLMAN, 2015; MALONE et al., 2022).  
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Figura 5. Ciclo de multiplicação dos coronavírus. Partículas virais maduras e infectivas (vírions) podem se 

ligar via domínio de ligação de receptor (RBD) a um grupo de receptores celulares, por exemplo, ACE2 na 

infecção por SARS-CoV-2, aderindo à célula do hospedeiro. A internalização das partículas virais pode ocorrer 

via fusão direta com a membrana celular, após clivagem da proteína S por furina ou TMPRSS2; e/ou via 

endossomo, com a fusão direta da membrana viral com a membrana celular, após clivagem por catepsina L 

engatilhada no pH ácido. Ambas acabam promovendo o desnudamento da partícula e liberação do genoma de 

RNA no citoplasma celular, que pode então ser traduzido. As duas poliproteínas (pp1a e pp1ab) são então 

processadas por proteases virais e celulares. Proteínas não estruturais do vírus promovem a transcrição e/ou 

replicação do genoma e, em seguida, o RNA recém-sintetizado se associa à proteína de nucleocapsídeo (N). A 

montagem das partículas virais ocorre seguindo a via secretora do compartimento intermediário do retículo 

endoplasmático-Golgi (ERGIC), sendo transportadas em vesículas para a superfície celular e liberadas por 

exocitose. Fonte: (DE WIT et al., 2016) e  (JACKSON et al., 2022) (adaptado).  

1.2 Doença do coronavírus 2019 (COVID-19): transmissão, sinais e sintomas clínicos 

Similar ao primeiro surto de SARS-CoV na província de Guangdong (China) em 2003 

(ROSLING; ROSLING, 2003), casos de uma pneumonia viral de etiologia desconhecida 

foram notificados à Organização Mundial da Saúde (OMS). No dia 30 de dezembro de 2019 a 

Comissão Municipal de Saúde de Hubei (China) casos similares foram notificados à OMS, 

que decretaria uma emergência internacional no final de janeiro de 2020 e, ainda no início de 

março do mesmo ano, a pandemia da então doença do coronavírus 2019 (COVID-19) 

(CIOTTI et al., 2019; XU et al., 2020).  

O agente etiológico, SARS-CoV-2 (anteriormente denominado “2019 novel 

coronavirus” ou 2019-nCoV), viria a ser isolado em linhagens celulares Vero e Huh7 ainda 

em fevereiro de 2020 e o sequenciamento do genoma ocorreria poucos dias depois das 

primeiras notificações da nova doença (CIOTTI et al., 2019; ZHANG et al., 2020b). Cerca de 

três anos após os primeiros relatos, até o momento de redação do presente trabalho (25 de 

janeiro de 2023), mais de 664,8 milhões de casos e 6,72 milhões de mortes associadas foram 

notificados no mundo, sendo cerca de 696 mil óbitos somente no Brasil (WHO, 2023).  

Usualmente, a transmissão de outros betacoronavírus ocorre por gotículas expiradas, 

aerossóis, superfícies ou objetos contaminados (ambiental) e via oral-fecal (LI et al., 2005; 

ONG et al., 2020; OTTER et al., 2016; YU; SUNG, 2004). SARS-CoV-2, além da 

transmissão ambiental e de indivíduos sintomáticos, apresenta também uma relevante 

transmissão assintomática, de indivíduos que não apresentaram ou evidenciaram sintomas, 

dificultando a prevenção da disseminação do vírus e facilitando contágio de demais 

indivíduos (BAI et al., 2020; FERRETTI et al., 2020; TONG et al., 2020).  



26 
 

Uma vez transmitido, o vírus pode ainda apresentar longos períodos de incubação, de 

até 14 dias (média de 3-5 dias), podendo ou não evoluir com aparecimento de sintomas da 

doença (HUANG et al., 2020a). Estão entre os sintomas mais comuns: febre, tosse, fadiga, 

dores de cabeça, dificuldades para respirar (dispneia), perda total ou parcial de olfato 

(anosmia) e paladar (ageusia), dores de garganta, dores musculares, diarreia, vômitos, coriza 

e/ou congestão nasal. Estes podem durar, em média, até 14 dias, podendo se estender por mais 

de seis semanas em casos graves (CHEN et al., 2020; LONG et al., 2020; TONG et al., 2020).  

 A doença pode ser dividida de acordo com os sinais e sintomas clínicos e em razão da 

gravidade e progressão do quadro clínico de cada indivíduo (SIDDIQI; MEHRA, 2020). Na 

fase inicial, o vírus infecta células epiteliais principalmente do trato respiratório superior, nas 

regiões da nasofaringe e orofaringe, sendo evidenciados sintomas inespecíficos e/ou similares 

a outras doenças respiratórias, usualmente resultando em casos leves. O vírus poderia 

potencialmente seguir uma via alternativa, infectando bulbos e neurônios olfativos (UEHA et 

al., 2022), o que poderia estar associado às perdas de sensibilidade no olfato e/ou paladar.  

Contudo, tais hipóteses foram desconsideradas em seres humanos, sendo as disfunções 

olfativas e paliativas sugeridas em duas hipóteses viáveis (BUTOWT; BILINSKA; VON 

BARTHELD, 2023): (i) perda de células suporte no epitélio olfativo, com consequências para 

função neuronal local; e (ii) danos causados pela resposta imune, afetando a função neuronal 

de receptores olfativos. Contudo, análises de biópsias sugeriram a mucosa olfativa como 

possível via para invasão de SARS-CoV-2 em alcançar a região encefálica (MEINHARDT et 

al., 2021) e acometer o sistema nervoso central (SNC), sugerindo os sinais neurológicos já em 

uma fase intermediária da doença (LI; XUE; XU, 2020).  

A fase intermediária ou pulmonar, por sua vez, apresenta evolução dos sintomas 

respiratórios, com acometimento pulmonar intenso, em razão da infecção em células do trato 

respiratório inferior. Nesse momento, a doença pode progredir de casos leves para casos 

moderados a graves, na qual o estado imune pode não ser capaz de controlar com eficiência o 

processo inflamatório, comprometendo ainda mais os tecidos acometidos. Uma intensa 

resposta inflamatória pode levar ao extravasamento celular intenso, aumento da 

permeabilidade vascular e edema local, agravando, por exemplo, casos pulmonares (SHI et 

al., 2020; TAY et al., 2020). A progressão da doença nesse estágio também pode evoluir para 

uma síndrome respiratória aguda grave (SRAG), com o comprometimento da função 

respiratória, evidenciada por dispneia e hipóxia tecidual, além de baixa saturação de oxigênio. 
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Esse quadro pode ser acompanhado de acometimento dos tecidos renal, hepático e/ou 

cardíaco, com uma resposta sistêmica exacerbada, agravando o quadro clínico dos indivíduos 

(grave a crítico) e podendo ocasionar, por exemplo, em uma síndrome coronariana aguda, 

miocardites, falência renal, parada cardiorrespiratória, até a morte do indivíduo acometido (LI 

et al., 2020; TAY et al., 2020).  

1.2.1 Diagnóstico laboratorial de SARS-CoV-2   

O diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2 pode ocorrer pela detecção molecular do 

material genético do vírus, empregando a técnica de transcrição reversa seguida da reação em 

cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR), além de testes imunocromatográficos, 

imunofluorescentes ou de quimioluminscência para detecção de antígenos virais ou anticorpos 

(IgA, IgM e/ou IgG) (GUO et al., 2020; HAVERI et al., 2020). A RT-qPCR, “padrão-ouro” 

no diagnóstico, foi empregada desde o início da pandemia da COVID-19, com diversos 

protocolos para detecção de genes alvo de SARS-CoV-2 desenvolvidos e reconhecidos pela 

OMS, a exemplo do protocolo do CDC dos Estados Unidos, com dois (inicialmente três) 

alvos no gene da proteína N (WHO, 2020). Também é importante ressaltar a variação da 

sensibilidade do teste em diferentes amostras biológicas, por exemplo, swabs nasofaríngeo e 

orofaríngeo, escarro, lavado broncoalveolar, biópsia de fibronoscocopia, além de fezes, urina 

e sangue (WANG et al., 2020b).  

Nesse sentido, alguns fatores como a carga viral e o momento da coleta são cruciais 

para uma detecção adequada de RNA viral (WANG et al., 2020). Ainda, uma RT-qPCR 

negativa não deve ser utilizada como único critério de decisão para se descartar o diagnóstico 

de uma infecção por SARS-CoV-2. Embora um período ideal de coleta para sintomáticos 

possa variar usualmente entre os primeiros três a sete dias de sintomas, coletas em dias 

subsequentes e/ou tipos diferentes de amostras podem ser necessárias para confirmar o 

diagnóstico. Igualmente, a coleta e transporte adequados da amostra, bem como a qualidade 

da extração do RNA, também podem influenciar nos resultados (TO et al., 2020; ZHANG et 

al., 2020b).  

Nesse contexto, os ensaios de neutralização e detecção de anticorpos também foram 

utilizados para auxiliar e/ou complementar o diagnóstico da COVID-19, incluindo casos com 

RT-qPCR negativos, além de serem indicados para avaliação estado imune de pacientes em 

uma população (TO et al., 2020), a exemplo da imunização pós-vacinas. Estes ensaios, como 

ELISA (do inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e os chamados testes rápidos 
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(ensaios imunocromatográficos ou de point-of-care) (LU; STRATTON; TANG, 2020), 

também permitem a detecção de anticorpos ou antígenos (BRÜMMER et al., 2021; DINNES 

et al., 2021), e já apresentavam a possibilidade de autotestagem ainda no final de 2021 

(CASSUTO et al., 2021; HARMON et al., 2021).  

1.2.2 Profilaxias contra COVID-19: medidas não farmacológicas e vacinas 

A eficácia de medidas de controle e profilaxia da COVID-19 depende de vários 

parâmetros sociais, econômicos e epidemiológicos. Modelos e estratégias de quarentena, 

distanciamento e isolamento social, junto de medidas comunitárias restritivas puderam mitigar 

a disseminação da doença, como o fechamento ou restrições de serviços, estabelecimentos  

comerciais e de instituições de ensino, bem como de restrições para frequentar locais públicos 

e eventos fechados, e o uso de máscaras faciais para proteção individual (AQUINO et al., 

2020; KOO et al., 2020; ORABY et al., 2021; TALIC et al., 2021).  

O chamado “achatamento de uma curva epidêmica” (SILVA; FIGUEIREDO FILHO; 

FERNANDES, 2020), ou seja, redução da progressão de infecções e contaminações por uma 

doença em um surto ou epidemia foi uma importante estratégia contra COVID-19. No 

entanto, quanto mais restritivas e duradouras as medidas, maiores tendem a ser os impactos 

socioeconômicos (BARTIK et al., 2020), além do acometimento da própria saúde física e 

mental dos indivíduos a longo prazo (ORNELL et al., 2020; KOLA et al., 2021).  

Naturalmente, esse equilíbrio da implementação e a efetividade de medidas restritivas 

e de distanciamento em cada país foi dependente de diversos fatores (HOGAN; HOWLETT; 

MURPHY, 2022), como as normas implementadas por autoridades locais, lideranças político-

governamentais, instituições de referência em pesquisa e desenvolvimento, além de questões 

socioculturais e de saúde pública (HAUG et al., 2020). Não obstante, o quão imediato for a 

implementação de diferentes medidas (ORABY et al., 2021), mais eficiente e precoce tende a 

se tornar uma redução do número de casos e mortes, como evidenciado para COVID-19 e em 

doenças causadas por outros coronavírus no passado (TAN, 2006; LEWNARD; LO, 2020).  

Nesse âmbito, uma medida usualmente considerada a primeira linha de defesa 

utilizada contra o agravamento de infecções virais são as vacinas (JOSEFSBERG; 

BUCKLAND, 2012; MCCLOSKEY et al., 2014), que no decorrer da pandemia da COVID-

19 tiveram o seu desenvolvimento, aprovação (emergencial), distribuição e aplicação em 

tempo recorde no Brasil e no mundo (MOGHADAS et al., 2021; STODDARD et al., 2021; 
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EMANUEL; OSTERHOLM; GOUNDER, 2022). O processo de desenvolvimento de uma 

vacina pode ser longo (> 10 anos) e apresenta desafios de produção e alcance em massa à 

população, desde uma fase exploratória, ensaios pré-clínicos, fases clínicas (I, II, III e IV), 

uma revisão e aprovação regulatória, até chegar à produção e controle de qualidade 

subsequentes (WOUTERS et al., 2021).  

Vacinas podem ser baseadas em algumas tecnologias, como vírus vivo atenuado, vírus 

inativado ou de subunidade, proteínas recombinantes e de vetores virais, além de estratégias 

mais recentes, como vacinas de DNA e RNAm (JOSEFSBERG; BUCKLAND, 2012; 

RAUCH et al., 2018). Estas também foram implementadas contra SARS-CoV-2 em 

colaborações público-privadas direcionados para garantir um acesso global às vacinas 

(AMANAT; KRAMMER, 2020; WOUTERS et al., 2021), que em poucos meses 

apresentaram resultados de candidatos vacinais até aprovações para uso emergencial 

(FOLEGATTI et al., 2020; JACKSON et al., 2020; LOGUNOV et al., 2020; MULLIGAN et 

al., 2020; XIA et al., 2020), a exemplo da vacina de RNAm desenvolvida pela Pfizer-

BioNTech em menos de 11 meses (POLACK et al., 2020).  

Vale ressaltar alguns fatores que fundamentam esse êxito em curto período, como 

resultados de outras vacinas e candidatos vacinais no passado (AMANAT; KRAMMER, 

2020; TROGEN; OSHINSKY; CAPLAN, 2020; SU; DU; JIANG, 2021), bem como do 

conhecimento adquirido no desenvolvimento de candidatos vacinais (recombinantes, 

atenuadas, inativadas e vetorizadas) para outros coronavírus como SARS-CoV 

(WEINGARTL et al., 2004; TSENG et al., 2012; PADRON-REGALADO, 2020) e MERS-

CoV (AGRAWAL et al., 2016; WANG et al., 2016; HOUSER et al., 2017). Contudo, ainda 

que os esquemas de imunização em doses múltiplas e de reforço tenham prolongado a 

modulação de uma resposta imune duradoura contra infecções por SARS-CoV-2 (BARDA et 

al., 2021), a existência de diversas linhagens e novas subvariantes dificultam a manutenção da 

cobertura vacinal (RUBIN, 2021; THOMPSON, 2022).   

Adicionalmente, ainda que efeitos vacinais adversos graves possam ocorrer, como 

reações alérgicas (anafilaxias), miocardites, tromboembolismo e a síndrome de Guillain-

Barré, estes são raros, na ordem de poucas dezenas por milhão de indivíduos (CDC, 2020), e 

o benefício individual e coletivo da vacinação sobressai a tais riscos (LAU; GALEA, 2022), 

que podem ser mais de 14 vezes superiores em indivíduos que desenvolvem a doença 

(HIPPISLEY-COX et al., 2021). Além disso, a distribuição e aquisição de vacinas não é 
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uniforme entre países de alta e baixa renda per capita (DUAN et al., 2021). Finalmente, o 

negacionismo, a hesitação e desinformações a respeito das vacinas (ULLAH et al., 2021; 

GORMAN et al., 2022) retardam o processo de cobertura vacinal com eficiência, facilitando a 

disseminação viral e uma maior probabilidade de novas linhagens (RUBIN, 2021; OLIVERA 

MESA et al., 2022). Nesse sentido, estratégias de reposicionamento, descoberta e 

desenvolvimento de fármacos também são primordiais no combate à COVID-19.  

1.2.3 Fármacos e tratamento da COVID-19 

Além da primeira linha de defesa contra infecções virais empregando as vacinas, os 

antivirais se apresentam como um fármaco capaz de inibir a multiplicação e consequente 

disseminação viral (CDC, 2019). Considerando o contexto da pandemia da COVID-19, 

estratégias no desenvolvimento e obtenção de novos fármacos antivirais são de interesse, a 

exemplo da estratégia de reposicionamento de fármacos. Fármacos de reposicionamento são 

medicamentos que já foram avaliados quanto à sua segurança em ensaios pré-clínicos e 

clínicos, foram aprovados para uso clínico e disponibilizados comercialmente, e podem ser 

reposicionados como novas opções terapêuticas para outras doenças ou condições clínicas, 

reduzindo tempo e custos associados nas etapas de desenvolvimento de um novo 

medicamento (PUSHPAKOM et al., 2018).  

Nesse cenário foram considerados e avaliados diversos fármacos em potencial, como 

rendesivir, favipiravir, ribavirina, lopinavir e ritonavir, bem como azitromicina e 

hidroxicloroquina (ALPERN; GERTNER, 2020; ARUN et al., 2020; KALIL, 2020), além de 

dexametasona como uma opção terapêutica anti-inflamatória (KELLER et al., 2020; 

MAGRO, 2020). Rendesivir, um fármaco antiviral análogo de nucleosídeo para tratamento de 

ebola, apresentou atividade in vitro contra SARS-CoV-2 (CE50 = 0,77 μM; SI > 129,87) 

(WANG et al., 2020a), além de ter demonstrado eficácia contra SARS-CoV e MERS-CoV in 

vitro e em modelos animais, como camundongos e primatas não-humanos (WARREN et al., 

2016; MULANGU et al., 2019).  

O uso controlado de rendesivir nos estudos clínicos da COVID-19 demonstrou 

redução média de até 5 dias na hospitalização e uma estimativa entre 5 e 87% de redução na 

mortalidade em diferentes grupos, particularmente de casos mais graves, levando à aprovação 

deste medicamento ainda em outubro de 2020 (BEIGEL et al., 2020; SHEAHAN et al., 2020; 

GOTTLIEB et al., 2022). Contudo, poucos foram os potenciais fármacos que alcançaram 
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algum sucesso as últimas etapas de estudos e fases clínicas contra COVID-19. Molnupiravir, 

por exemplo, um inibidor de RdRp (via oral) seguiu para fases clínicas I a III (COX; WOLF; 

PLEMPER, 2021; KHOO et al., 2021) e, posteriormente, recebeu aprovação emergencial para 

uso no tratamento da doença em dezembro de 2021, especialmente nos casos leves e de 

pacientes não hospitalizados (LEE; HSIEH; KO, 2021; JAYK BERNAL et al., 2022).  

Igualmente, em dezembro de 2021 (OWEN et al., 2021) também foi aprovado o uso 

emergencial de uma terapia oral combinada de nirmatrelvir (Figura 6) e ritonavir. Este 

medicamento, denominado comercialmente como PAXLOVID™ (PFIZER, 2021), 

apresentou atividade inibitória contra a Mpro de SARS-CoV-2 e demonstrou redução em até 

89% (OWEN et al., 2021) de casos leves a moderados nos estudos clínicos de fase I a III 

(HUNG et al., 2022). Nesta combinação, ritonavir atua como potencializador farmacocinético, 

uma vez que é capaz de inibir a atividade da isoenzima 3A4 citocromo oxidase P450 

(CYP3A4), otimizando a meia-vida de nirmatrelvir no organismo (LEMAITRE et al., 2022).  

    

Figura 6. Estrutura química do nirmatrelvir. Fármaco aprovado como inibidor da Mpro de SARS-CoV-2, 

administrado em formulação com ritonavir, sob nome comercial Paxlovid™. Imagem gerada com ChemDraw.  

Contudo, tal combinação também pode ocasionar dois cenários de preocupação no 

tratamento da COVID-19: (i) interações medicamentosas prejudiciais, em que a inibição de 

enzimas citocromo por ritonavir pode interferir na metabolização de outros (STADER; 

BATTEGAY; MARZOLINI, 2021), como anticoagulantes (LANGE et al., 2022), além de 

estatinas e benzodiazepínicos (GIRARDIN et al., 2022); e (ii) redução da eficácia de 

Paxlovid™, em que indutores de diferentes enzimas podem acelerar a metabolização de 

nirmatrelvir (HESKIN et al., 2022), como antimicrobianos para tratamento de tuberculose 

(p.ex.: rifampicina) (STADER; BATTEGAY; MARZOLINI, 2021) e fármacos 

anticonvulsivos (p.ex.: fenobarbital) (GIRARDIN et al., 2022). Ademais, ainda que eficazes 

contra diferentes linhagens de SARS-CoV-2 (VANGEEL et al., 2022), a eficácia limitada de 

nirmatrelvir no início dos sintomas (ARBEL et al., 2022), bem como as restrições de uso em 
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crianças e gestantes, por exemplo, em razão de interações medicamentosas do ritonavir 

(EMA, 2022), ressaltam a necessidade de estudos na obtenção de novos inibidores e/ou 

aprimoramento daqueles já existentes.  

Nesse sentido, o conhecimento adquirido de cenários de dois outros vírus de RNA, o 

vírus influenza e o vírus da imunodeficiência humana (HIV), também ressaltam a importância 

da busca contínua de novas moléculas bioativas contra SARS-CoV-2. O oseltamivir 

(Tamiflu®) (TREANOR et al., 2000), por exemplo, ainda é a opção terapêutica de escolha 

para influenza, mesmo com novas linhagens virais e atualizações vacinais anuais (PETERS et 

al., 2001; FRY et al., 2014; JEFFERSON et al., 2014). Igualmente, diversos novos fármacos 

foram desenvolvidos para HIV, como inibidores de protease, transcriptase reversa (análogos 

de nucleosídeo e não nucleosídeos) e penetração, sendo implementados ou substituídos ao 

longo dos anos, em razão da seleção de resistência (mutações) na terapia antirretroviral, além 

da toxicidade a longo prazo (TSENG; SEET; PHILLIPS, 2015; FORSYTHE et al., 2019).  

Ainda em 2022, os primeiros isolados resistentes ao nirmatrelvir in vitro (ZHOU et al., 

2022; JOCHMANS et al., 2023) e in vivo (ABDELNABI et al., 2023) também já haviam sido 

demonstrados superando em até 100 vezes os valores de EC50, principalmente associados a 

mutações não-sinônimas no gene da Mpro, levando à substituições de resíduos como T21I, 

L50F, E166A e L167F (ZHOU et al., 2022; JOCHMANS et al., 2023), e sendo sugeridos em 

seres humanos (ANDERSON; CAUBEL; RUSNAK, 2022). Essas mudanças também foram 

evidenciadas em estudos que indicam diferentes vias associadas a possível seleção de 

resistência (IKETANI et al., 2022), reiterando a importância do planejamento, busca e 

obtenção de novos inibidores contra SARS-CoV-2.  

1.3 Estratégias no planejamento, descoberta e desenvolvimento de moléculas bioativas 

com atividade antiviral  

O planejamento de moléculas bioativas na busca de potenciais fármacos antivirais pode 

ser aprimorado pela integração de estratégias computacionais e experimentais, otimizando 

tempo e reduzindo custos associados (SERAFIM et al., 2021a, 2021b). Considerando o 

cenário da COVID-19 e, frente a possibilidade de novos surtos, epidemias ou pandemias, um 

inibidor de amplo espectro seria de interesse como opção terapêutica para doenças causadas 

por outros coronavírus, incluindo possíveis mutações e seleção de resistência aos fármacos 

disponíveis (DENG et al., 2014; MORENS; FAUCI, 2020; IKETANI et al., 2022).  
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 Alguns fármacos antivirais foram obtidos empregando estratégias computacionais de 

sucesso, como oseltamivir para tratamento de influenza (TALELE; KHEDKAR; RIGBY, 

2010), boceprevir (NJOROGE et al., 2008), um inibidor de protease do vírus da hepatite C 

(HCV), além de lopinavir e ritonavir, inibidores de protease de HIV (WLODAWER, 2002). 

Nesse sentido, abordagens in silico no planejamento de fármacos baseadas na estrutura de um 

alvo (do inglês, structure-based drug design; SBDD) ou baseadas na estrutura de um ligante 

(do inglês, ligand-based drug design; LBDD) (LIMA et al., 2016), podem auxiliar na 

descoberta de moléculas bioativas e/ou no desenvolvimento de potenciais candidatos a 

fármacos contra SARS-CoV-2 e outros coronavírus (LIU; ZHENG; WANG, 2020; PANT et 

al., 2020; WU et al., 2020; SERAFIM et al., 2021a).  

As estratégias de SBDD compreendem simulações que utilizam cálculos empíricos ou 

descritores baseados na estrutura de um alvo molecular, geralmente uma proteína ou 

DNA/RNA, sendo o acoplamento molecular (do inglês, molecular docking) a técnica mais 

comumente empregada (PINZI; RASTELLI, 2019). As técnicas de docking empregam 

diferentes algoritmos para predição de um modo de interação (pose) entre um determinado 

ligante (molécula potencialmente bioativa) e sua afinidade com um alvo molecular de estudo 

(proteínas) pontuado por uma função score (TORRES et al., 2019).  

A segunda estratégia, LBDD, se baseia na relação entre a estrutura química de moléculas 

bioativas e uma determinada atividade biológica, como a inibição de uma enzima. Podem ser 

empregadas técnicas que comparam a estrutura de uma molécula de interesse e uma ou mais 

estruturas com propriedades biológicas conhecidas, por exemplo: (i) similaridade molecular, 

ou seja, um método para calcular e quantificar como duas ou mais moléculas são similares 

(MAGGIORA et al., 2014); (ii) modelos de relações quantitativas entre a estrutura química e 

atividade biológica (do inglês, Quantitative Structure-Activity Relationship; QSAR), que 

busca predizer um valor numérico de atividade de uma molécula ou classificar substâncias 

como ativos ou inativos (GRAMATICA, 2020); e (iii) modelos farmacofóricos, que 

consistem em determinar funções ou propriedades específicas relacionadas a uma atividade 

biológica, comparando-as com uma molécula de interesse (LU et al., 2018).  

Ambas as estratégias podem ser empregadas e combinadas dentre duas ou mais técnicas 

(p.ex.: docking e QSAR), potencialmente aumentando a confiabilidade dos métodos e 

predições empregadas (VÁZQUEZ et al., 2020). Ademais, simulações de dinâmica molecular 

(DM) e técnicas de aprendizado de máquina (do inglês, machine learning; ML), podem ser 
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empregadas junto de testes in vitro e triagens de substâncias sintéticas, semi-sintéticas e de 

produtos naturais, além do reposicionamento de fármacos, para obtenção de novos potenciais 

inibidores contra alvos moleculares de SARS-CoV-2 (WU et al., 2020; RUAN et al., 2021; 

FERREIRA et al., 2021).  

1.3.1 Inibidores enzimáticos contra SARS-CoV-2 

 Três enzimas de SARS-CoV-2 apresentam perfis promissores no desenvolvimento de 

candidatos a fármacos: Mpro, PLpro e RdRp (SERAFIM et al., 2021a). Uma vez que ambas não 

se encontram em células do hospedeiro, também são alvos de interesse no planejamento de 

inibidores seletivos. Ambas são essenciais para a multiplicação viral e conservadas dentre os 

coronavírus, haja visto o compartilhamento de cerca de 90 a 96% de identidade do genoma 

completo entre SARS-CoV-2, SARS-CoV e coronavírus de morcego (RAMAJAYAM; TAN; 

LIANG, 2011; ZHANG et al., 2020a), sendo um potencial alvo multi-viral ou pancoronavírus 

(PILLAIYAR et al., 2016; CHEN, 2020; DONG et al., 2020; IONESCU, 2020).  

Diversas estruturas cristalográficas já foram resolvidas, a exemplo de monômeros e 

dímeros da Mpro, demonstrando que os principais aminoácidos envolvidos nos processos de 

catálise, interação com ligantes e dimerização da enzima são conservados, bem como a 

preferência por substratos similares (DONG et al., 2020; IONESCU, 2020). Nesta enzima, 

por exemplo, a clivagem ocorre entre uma glutamina (Gln) no sítio P1 e uma glicina (Gly), 

alanina (Ala) e serina (Ser) no sítio P1’, sendo a presença de Gln essencial neste processo e 

oferecendo uma seletividade em potencial, uma vez que cisteína proteases humanas não 

apresentam essa preferência (OWEN et al., 2021; RUT et al., 2021).  

O mecanismo de ação envolve duas etapas principais: (i) acilação, em que ocorre a 

clivagem do fragmento P1’ do substrato peptídico, formando um complexo de enzima em que 

a cisteína (Cys145) da díade catalítica se liga de forma covalente; (ii) desacilação, em que o 

complexo de enzima formado é hidrolisado, liberando o fragmento P1 e recuperando o sítio 

enzimático para nova atividade da protease (Figura 7) (RAMOS-GUZMÁN; RUIZ-PERNI; 

TUÑÓN, 2020; CITARELLA et al., 2021).  
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Figura 7. Etapas do mecanismo de ação da protease principal (Mpro) de SARS-CoV-2. Inicialmente, além de 

uma transferência de próton entre Cys145 e His41 na díade catalítica, ocorre a clivagem no sítio P1’, gerando um 

complexo de enzima por interação covalente entre Cys145 e o fragmento P1. Em seguida ocorre hidrólise do 

complexo, liberando o fragmento e recuperando o sítio ativo da protease. Fonte: (RAMOS-GUZMÁN; RUIZ-

PERNI; TUÑÓN, 2020) (adaptado). 

Nesse sentido, inibidores covalentes reversíveis e/ou irreversíveis poderiam formar 

complexos impedindo a hidrólise de substratos e a consequente atividade da Mpro (JIN et al., 

2020a, 2020b) e da PLpro, outra cisteína protease (OSIPIUK et al., 2021). Estudos já 

mostraram a viabilidade do emprego de estratégias computacionais como docking e 

simulações de DM para triagens virtuais de moléculas contra essas enzimas em SARS-CoV-2 

(JIN et al., 2020a; OSIPIUK et al., 2021; RUAN et al., 2021), e casos de sucesso dos 

inibidores da RdRp, molnupiravir (PAINTER et al., 2021), e da Mpro, nirmatrelvir (OWEN et 

al., 2021).  

Inibidores enzimáticos peptídicos, por exemplo, se baseiam nos substratos enzimáticos 

e no sítio de clivagem dos alvos moleculares, usualmente apresentando variabilidade 

estrutural com facilidade de síntese, além de um mecanismo de ação seletivo a um único alvo 

ou alvos similares (PANT et al., 2020; ZHANG et al., 2020a). Contudo, fragmentos polares 

na estrutura desses ligantes usualmente resultam em baixa permeabilidade em membranas 

celulares e consequente biodisponibilidade limitada, evidenciando uma baixa eficácia em 

ensaios in vitro (LI et al., 2005).  

Já os compostos peptideomiméticos, como o próprio nirmatrelvir (PILLAIYAR et al., 

2022), são híbridos entre fragmentos peptídicos e, por exemplo, porções eletrofílicas, sendo 

uma alternativa de interesse, uma vez que podem mimetizar as funções peptídicas enquanto 

apresentam características farmacocinéticas mais favoráveis, como absorção (TIMIRI; 

SINHA; JAYAPRAKASH, 2016). Essa abordagem já demonstrou, por exemplo, resultados 

mais favoráveis de inibição da Mpro de SARS-CoV-2 por análogos peptídicos quando 
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combinada com estratégias computacionais (LIANG et al., 2020a; ZHANG et al., 2020a). 

Essas e outras moléculas bioativas, envolvendo ou não fragmentos ou uma estrutura peptídica, 

a exemplo de produtos naturais (NGO et al., 2020), podem ser identificadas por diversas 

estratégias, como triagens experimentais (in vitro) de moléculas em larga escala (ZANG et al., 

2023) (não abordadas aqui) e triagens virtuais (in silico) de quimiotecas (PANT et al., 2020).  

1.3.2 Triagem virtual de moléculas bioativas  

Uma triagem virtual (do inglês, virtual screening; VS) é uma abordagem in silico que 

visa filtrar grandes conjuntos ou bancos de dados de moléculas, a fim de identificar ligantes 

com potencial atividade biológica. Baseadas em abordagens de LBDD e/ou SBDD, uma 

triagem virtual é capaz de avaliar até centenas de milhões de moléculas, acelerando uma etapa 

de desenvolvimento inicial (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Uma abordagem 

usualmente empregada nas triagens virtuais é a caracterização e limitação do espaço químico 

utilizado, ou seja, a definição de parâmetros e filtros de propriedades físico-químicas e/ou 

estruturais que possibilitariam a seleção de melhores candidatos a fármacos, a exemplo do 

caráter “druglike” ou fármaco-similar, como em fármacos via oral com características bem 

definidas (LIPINSKI; HOPKINS, 2004), filtrando e selecionando moléculas a serem 

avaliados posteriormente (LIPINSKI, 2004). Assim, se permite analisar e solucionar possíveis 

problemas que normalmente resultariam em baixa afinidade e/ou atividade de um ligante e/ou 

inibidor (WARREN et al., 2006), por exemplo, em análises de acoplamento molecular.  

Dentre esses parâmetros, a “Regra do 5 de Lipinski” (do inglês Rule of Five; Ro5), por 

exemplo, permite estimar requisitos de uma molécula para apresentar maior disponibilidade 

após administração oral, sendo eles: (i) massa molecular menor que 500 Da; (ii) não mais que 

cinco grupos doadores e (iii) 10 grupos aceptores de ligação de hidrogênio; além de (iv) log P 

(logaritmo do coeficiente de partição n-octanol/água) menor que cinco; sendo permitido violar 

uma das quatro condições (LIPINSKI et al., 1997). Outro exemplo, as “regras de Veber”, 

sugerem que a polaridade e o grau de liberdade conformacional de uma molécula são 

importantes para a disponibilidade oral, em que o fármaco deve apresentar uma superfície 

polar menor do que 140 Å² e não mais que 10 ligações rotacionáveis (VEBER et al., 2002).  

Nesse sentido, para alvos como a Mpro de SARS-CoV-2, triagens de bibliotecas de 

moléculas capazes de identificar potenciais inibidores antivirais sintéticos, semi-sintéticos, 

produtos naturais e fármacos de reposicionamento (HAGE-MELIM et al., 2020; PANT et al., 

2020; SASIDHARAN et al., 2020) podem ser otimizadas. Adicionalmente, estudos 



37 
 

empregando docking também auxiliam e já demonstraram sucesso na obtenção de inibidores 

contra enzimas de SARS-CoV-2 (KUMAR et al., 2020; KUMAR; SINGH; PATEL, 2020), a 

exemplo do lopinavir e ritonavir in vitro (MAHANTA et al., 2020).  

Contudo, análises de docking apresentam acurácia discutível entre diferentes 

programas e também requerem uma inspeção visual de poses e conformações para auxiliar na 

tomada de decisões sobre interações de potenciais inibidores (FISCHER et al., 2021). Nesse 

sentido, a combinação dessa estratégia com simulações de DM, por exemplo, pode refinar os 

dados obtidos em uma triagem virtual, sendo possível estimar a frequência de interações de 

uma molécula com determinados resíduos de aminoácidos, além de sua permanência em um 

sítio da estrutura alvo, ponderando sobre a estabilidade do ligante no complexo ao longo do 

tempo de simulação (AMIN; SOROUR; KASRY, 2020; LIANG et al., 2020b; PANT et al., 

2020; SASIDHARAN et al., 2020).  

1.3.3 Simulações de dinâmica molecular (DM) 

As simulações de DM consistem em um sistema de simulações que permite modelar 

os movimentos de moléculas e alvos moleculares a nível atômico, predizendo alguns 

fenômenos difíceis de se observar experimentalmente. Diferentemente do docking, as 

simulações de DM são capazes de calcular e predizer as variações conformacionais de 

complexo alvo-ligante em função do tempo, em escalas de nano- a milissegundos (DUAN; 

KOLLMAN, 1998; BOWERS et al., 2006; DURRANT; MCCAMMON, 2011). Esse tipo de 

simulação que mimetiza uma realidade biológica pode envolver centenas de milhares de 

átomos, representativos de alvos moleculares e moléculas em um ambiente que considera 

solvente (p.ex.: água), além de íons e outras estruturas complementares, como cofatores 

(DUAN; KOLLMAN, 1998; BOWERS et al., 2006).  

Essa estratégia obteve sucesso na busca de sítios de ligação adjacentes ao sítio ativo da 

intregrase de HIV-1, auxiliando no desenvolvimento de inibidores desta enzima (SCHAMES 

2004; DURRANT, 2011). Simulações de DM também foram capazes de predizer uma 

cavidade de interesse no sítio de adesão da neuraminidase de vírus influenza, auxiliando, por 

exemplo, no desenvolvimento de fármacos contra este vírus (AMARO, 2011). Considerando 

SARS-CoV-2, séries de produtos naturais (SASIDHARAN et al., 2020), análogos sintéticos 

(LIANG et al., 2020a; FERREIRA et al., 2021) e reposicionamento de fármacos (KUMAR; 

SINGH; PATEL, 2020) foram avaliados como potenciais inibidores da Mpro.  



38 
 

Essa técnica também permitiu observar, por exemplo, inconsistências na flexibilidade 

da estrutura monomérica da Mpro, e estabilidade do dímero ao longo de trajetórias simuladas, 

identificando alguns resíduos mais frequentes de interação: His41, Gly143, His163, Glu166 e 

Gln189 (FERREIRA et al., 2021). Finalmente, algumas técnicas complementares também 

podem auxiliar este e outros métodos computacionais empregados em diferentes etapas do 

planejamento de moléculas bioativas, como a predição de sítios de ligação para interação de 

ligantes, bem como de propriedades farmacocinéticas, farmacodinâmicas e de toxicidade 

destes potenciais inibidores, discutidos a seguir.  

1.3.4 Técnicas complementares: predições de sítios de ligação em alvos moleculares 

Algumas técnicas são utilizadas para estudar os possíveis sítios de ligação de proteínas 

de interesse no planejamento de fármacos e para identificar regiões e resíduos favoráveis às 

interações moleculares de ligantes. A capacidade destas regiões interagirem, por exemplo, a 

uma variedade de pequenas moléculas orgânicas (moléculas-sonda) também pode ser predita 

por servidores como FTSite (NGAN et al., 2012) e FTMap (KOZAKOV et al., 2015). 

Técnicas de ML, como random forest, também podem auxiliar na predição de sítios, a 

exemplo do servidor PrankWeb (JENDELE et al., 2019).  

Adicionalmente, o grau de conservação de um resíduo de aminoácido também pode 

ser avaliado por alinhamento de sequências múltiplas, como empregado no servidor ConSurf 

(ASHKENAZY et al., 2016). Esses métodos podem ser considerados análogos 

computacionais de determinações experimentais de macromoléculas (cristalografia de raios-X 

e RMN) que identificam e caracterizam sítios de ligação e quais suas possíveis interações, 

mapeando alvos moleculares, por exemplo, na identificação de inibidores de Mpro (SILVA et 

al., 2021; VERMA et al., 2023), juntamente de simulações de DM (FERREIRA et al., 2021), 

e até mesmo para outras proteínas alvo de SARS-CoV-2 (ABDELKADER et al., 2022).  

1.3.5 Técnicas complementares: predições de propriedades farmacocinéticas, 

farmacodinâmicas e de toxicidade de ligantes 

Os estudos in silico, além de buscar potenciais moléculas bioativas, também são 

empregados no intuito de filtrar ligantes com potencial toxicidade e perfil farmacocinético 

inadequado em etapas mais avançadas do desenvolvimento de fármacos (PEREIRA, 2007; 

RUIZ-GARCIA et al., 2008). Alguns métodos, por exemplo, envolvem ML, correlacionando 

a estrutura química, propriedades físico-químicas e moleculares com um parâmetro estudado, 
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como a atividade biológica, toxicidade ou perfil farmacocinético de uma molécula bioativa 

(YANG et al., 2019; PANTALEÃO et al., 2022).  

Dentre os programas utilizados, podem ser citados os servidores admetSAR 2.0, que 

permite uma predição qualitativa de parâmetros farmacocinéticos como a biodisponibilidade 

oral, absorção intestinal e capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, usualmente 

desejáveis para potenciais fármacos (YANG et al., 2019). O ProTox-II, por sua vez, faz 

predições de hepatotoxicidade, mutagenicidade, imunotoxicidade e de outros efeitos adversos, 

como o valor teórico da dose letal mediana (DL50) (BANERJEE et al., 2018). Já Pred-hERG 

4.2 avalia o potencial de um ligante em interagir ou inibir canais para potássio hERG (do 

inglês, human ether-a-go-go-related gene) em células cardíacas (BRAGA et al., 2015).  

Análises de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (do inglês, 

Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity; ADMET), também já foram 

empregados para selecionar inibidores da Mpro de SARS-CoV-2 (HAGE-MELIM et al., 

2020). No geral, para todas essas análises, se sugere que mais de um algoritmo, programa ou 

servidor sejam empregados para aumentar a confiabilidade das predições (PANTALEÃO et 

al., 2022). Tomadas em conjunto, essas abordagens podem direcionar moléculas bioativas 

planejadas in silico para avaliações biológicas in vitro, auxiliando no planejamento, 

descoberta e desenvolvimento de inibidores e novos potenciais candidatos a fármacos contra 

enzimas de SARS-CoV-2.   
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2 JUSTIFICATIVA  

Aproximadamente 664,8 milhões de infecções pelo coronavírus relacionado à 

síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV-2) já foram notificados no mundo até 25 de 

janeiro de 2023, tendo a doença do coronavírus 2019 (COVID-19) ocasionado mais de 6,72 

milhões de mortes notificadas em três anos. Apesar de um contínuo esforço coletivo 

empregando medidas sanitárias e de distanciamento social, bem como do uso de máscaras, 

além de um esquema vacinal de múltiplas doses implementado em massa no mundo, novas 

linhagens de SARS-CoV-2 e surtos de COVID-19 ainda persistem como um problema saúde 

pública global.  

Ademais, ainda que a aprovação emergencial de fármacos antivirais (p.ex.: 

nirmatrelvir em combinação com ritonavir) tenha auxiliado no tratamento da COVID-19, 

limitações de uso por interações medicamentosas de importância, além da seleção de 

possíveis mutações denotam a importância da continuidade de esforços para obtenção de 

novas opções terapêuticas. Igualmente, considerando a possibilidade de outros coronavírus 

emergentes ou reemergentes, também se ressalta a necessidade de um maior número de 

antivirais disponíveis, frente a potenciais cenários de novos surtos, epidemias e pandemias.  

Nesse sentido, se evidencia a necessidade de estratégias para planejar e avaliar 

potenciais moléculas bioativas com atividade contra SARS-CoV-2, a fim de se obter 

inibidores de alvos moleculares no planejamento de candidatos a fármacos para tratamento da 

COVID-19. As proteases (Mpro e PLpro) se apresentam como alvos de interesse para o 

desenvolvimento de novos inibidores, em razão de sua atividade enzimática indispensável à 

multiplicação de SARS-CoV-2 e alta conservação estrutural dentre diferentes espécies da 

família Coronaviridae, assim um potencial pancoronavírus.  

Nesse âmbito, abordagens in silico também podem auxiliar no desenvolvimento e 

otimização de estratégias para o planejamento e descoberta de novas moléculas bioativas 

contra SARS-CoV-2, empregando técnicas computacionais e ferramentas a fim de direcionar 

análises iniciais in vitro e, posteriormente, in vivo. Portanto, a presente proposta objetiva, 

empregando estratégias in silico e in vitro para o planejamento e triagem de potenciais 

inibidores, planejar e avaliar potenciais moléculas bioativas contra SARS-CoV-2, 

estabelecendo como alvos moleculares as duas proteases, Mpro e PLpro.   
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral  

 

Identificar moléculas bioativas com potencial atividade inibitória contra as proteases 

(Mpro e PLpro) de SARS-CoV-2, planejadas para atuarem contra estes alvos moleculares, 

empregando estratégias in silico e validação de sua atividade in vitro.  

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

3.2.1 Avaliar a capacidade preditiva de um modelo de QSAR por holograma (HQSAR), na 

predição de moléculas bioativas contra uma das enzimas alvo (Mpro);  

3.2.2 Identificar potenciais sítios de ligação preditos nas proteases (Mpro e PLpro) de SARS-

CoV-2 e outros coronavírus;  

3.2.3 Avaliar interações dos ligantes co-cristalizados de estruturas cristalográficas com 

resíduos de aminoácidos empregando acoplamento molecular (redocking); 

3.2.4 Construir modelos farmacofóricos utilizando as informações do mapeamento e 

interações das estruturas selecionadas;  

3.2.5 Selecionar potenciais inibidores das proteases de SARS-CoV-2 em triagens virtuais de 

quimiotecas como BraCoLi, DrugBank, GMR, NuBBE e ZINC15;  

3.2.6 Inspecionar hits virtuais empregando análises de docking e dinâmica molecular;  

3.2.7 Predizer propriedades farmacocinéticas, farmacodinâmicas e de toxicidade das 

moléculas selecionadas in silico, para desconsiderar aquelas indesejáveis de aquisição 

e/ou síntese;   

3.2.8 Avaliar a inibição da atividade enzimática das moléculas selecionadas contra as 

proteases de SARS-CoV-2 (University of California, San Diego; UCSD); 

3.2.9 Determinar a concentração citotóxica (CC50) das moléculas selecionadas;   

3.2.10 Determinar a potencial concentração efetiva (CE50) e os respectivos índices de 

seletividade (IS) das moléculas selecionadas;   
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

Figura 8. Fluxograma de atividades das etapas executadas no projeto de doutorado. O presente projeto 

seguiu duas abordagens em paralelo, iniciando com as análises computacionais das estruturas dos alvos 

moleculares de interesse, avaliando potenciais regiões de interação até a construção de modelos farmacofóricos 

para triagem virtual de moléculas bioativas. As moléculas selecionadas nesta etapa foram inspecionadas e 

selecionadas por análises de docking e simulações de dinâmica molecular para serem avaliadas em ensaios de 

inibição da atividade enzimática e, posteriormente, da atividade antiviral (fluxograma abaixo). O referido projeto 

apresenta cadastro vinculado ao Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associadoao (SisGen), sob número de registro AD750A9.   
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4.1 Análises in silico 

4.1.1 Construção dos conjuntos de dados  

As estruturas tridimensionais (3D) das moléculas de cada conjunto ou bancos de dados 

foram construídos no programa BIOVIA Discovery Studio (BIOVIA, USA, 2017). Estas 

foram então submetidas ao programa OMEGA 4.1.1 (OpenEye Scientific Software, USA, 

2021) para cálculo do confôrmero de menor energia de cada molécula (comando “–maxconfs 

1”), ou seja, a unidade conformacional de maior estabilidade dentre um número máximo de 

conformações. Posteriormente, todas as estruturas tiveram seus estados de ionização 

corrigidos de acordo com o pH fisiológico (7,4), utilizando a aplicação fixpka no pacote 

computacional QUACPAC 2.1.2 (OpenEye Scientific Software, USA, 2021), assim 

determinando um único estado de ionização mais provável de cada molécula de acordo com o 

pH em ensaios experimentais subsequentes.  

4.1.2 Relação quantitativa entre a estrutura química e a atividade biológica por 

holograma (HQSAR) e predição de atividade biológica  

O HQSAR também foi inicialmente empregado a fim de obter informações sobre a 

contribuição de fragmentos moleculares de inibidores enzimáticos existentes na literatura. O 

método foi embasado na combinação de descritores moleculares, átomos (A), ligações (B), 

conectividade (C), átomos de hidrogênio (H), quiralidade (Q) e átomos doadores ou aceptores 

(DA), para geração dos modelos utilizando a estrutura bidimensional (2D) de moléculas. O 

tamanho do fragmento foi fixado em relação ao número de átomos (4 a 7), além de um 

tamanho mínimo e máximo de extensão dos hologramas (50 a 500 bins), organizados em 

números primos. O modelo com maior valor de q2 obtido nessa fase de otimização foi 

submetido a uma variação de tamanho dos fragmentos, em intervalos de quatro átomos (1 a 4 

até 7 a 10), mantendo os descritores do modelo.  

Foram selecionados seis modelos, obtendo uma otimização dos resultados na primeira 

etapa, buscando obter um modelo ótimo estatisticamente mais representativo, que 

correlacionasse o holograma gerado com a atividade biológica (inibição enzimática) das 

moléculas. Assim, mapas de contribuições (positivos, neutros ou negativos) dos fragmentos 

moleculares moléculas utilizadas no modelo foram gerados, indicando regiões potencialmente 

fundamentais para atividade biológica (CHAI; DRAXLER, 2014; CHIRICO; GRAMATICA, 

2011; GRAMATICA; SANGION, 2016), neste caso, a inibição da Mpro de SARS-CoV-2.  
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Finalmente, o cálculo das métricas da validação externa do modelo foi feito no pacote 

computacional KNIME® (BERTHOLD et al., 2007). Adicionalmente, uma predição da 

atividade biológica das moléculas foi feita empregando um modelo de random forest sobre 

cálculos de diferentes descritores moleculares (VERÍSSIMO et al., 2019) no software PaDEL 

(YAP, 2011). Dessa forma, descritores moleculares 2D, fingerprints e propriedades físico-

químicas das estruturas do HQSAR foram avaliados para predizer demais moléculas com 

potencial atividade biológica em outros bancos de dados.  

4.1.3 Seleção e preparo das estruturas das proteases de SARS-CoV-2 

Uma busca no banco de dados de proteínas Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et 

al., 2000), foi feita utilizando os seguintes termos como palavras-chave: “SARS-CoV-2”, 

“nsp3”/“PLpro”, “nsp5”/”Mpro”, “protease”. Quatro critérios para seleção das estruturas mais 

apropriadas para o estudo foram estabelecidos, sendo: (i) valor da resolução < 2.0 Å, que 

indica estruturas de com maior qualidade de resolução, possibilitando maior confiabilidade da 

posição dos átomos (AZEVEDO et al., 2022); (ii) presença de inibidores co-cristalizados, a 

fim de compará-los com ligantes planejados, bem como de obter um estado conformacional 

apropriado para as interações; (iii) ausência de mutações, buscando sequências mais similares 

e/ou fidedignas àquelas dos modelos determinados experimentalmente; e (iv) cadeias 

completas, dispensando uma construção por homologia. O programa PyMOL v0.99c (DeLano 

Scientific, CA, USA, 2006) foi usado para análises dos resultados e elaboração das imagens.  

4.1.4 Predição dos sítios de ligação das enzimas  

As estruturas selecionadas da Mpro e PLpro, no formato PDB, foram submetidas aos 

servidores FTSite e FTMap (KOZAKOV et al., 2015), buscando predizer cavidades ou 

regiões susceptíveis a atuarem como sítios de ligação, bem como quais os tipos de interações 

seriam propícios a ocorrerem, respectivamente. O servidor FTSite resultou nos sítios de 

ligação e resíduos de aminoácidos das enzimas, enquanto o servidor FTMap resultou nos 

grupamentos de moléculas-sonda divididos por sítios de ligação, as quais interagem com os 

resíduos das enzimas, mapeando os sítios nas proteases. Assim, foram estimados os 

aminoácidos que fizeram mais interações com alguma molécula-sonda próxima, bem como 

quais sondas poderiam ser mais relevantes estando presentes em um possível inibidor.  
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Adicionalmente, o servidor PrankWeb também foi empregado para predições de 

potenciais sítios de ligação, análise que é baseada no modelo P2Rank, um conjunto de 

preditores utilizando ML capaz de mapear potenciais resíduos de interação em alvos 

moleculares de interesse (JENDELE et al., 2019). Potenciais pontos de interação de ligantes 

na superfície das proteases foram preditos e as propriedades físico-químicas e geométricas 

dos resíduos circundantes calculadas e agrupadas, resultando em uma pontuação e 

classificação individual para cada agrupamento (cluster), ranqueando sítios de interesse.  

4.1.5 Acoplamento molecular (docking) de ligantes e potenciais moléculas bioativas 

Os estudos de interação entre os ligantes selecionados e os alvos moleculares foram 

feitos utilizando o método de acoplamento molecular, empregando também a reprodução do 

docking do ligante co-cristalizado, o chamado redocking. Este é um importante passo para 

avaliar a confiabilidade do algoritmo genético (do inglês, genetic algorithm; GA) de um 

programa de docking na predição de poses experimentais. O sítio de ligação das proteases foi 

definido ao redor dos respectivos ligantes co-cristalizados, utilizando os programas Surflex-

Dock (JAIN, 2003) e GOLD 5.1 (VERDONK et al., 2003), que possuem algoritmos distintos. 

Os parâmetros intrínsecos dos programas, como funções de pontuação, flexibilidade de 

resíduos e átomos, além do número de poses foram avaliados previamente buscando 

reproduzir um modo de ligação experimental mais adequado dos ligantes co-cristalizados 

(VALLONE et al., 2018) e, posteriormente, dos ligantes selecionados nas triagens.  

Ambas as proteases foram preparadas nos dois programas adicionando átomos de 

hidrogênio, removendo moléculas de água não estruturais, extraindo ligantes co-cristalizados 

e outras subestruturas (p.ex.: cofatores) e calculando cargas atômicas parciais em cada 

programa (default). Os parâmetros utilizados no Surflex-Dock foram: bloat (0.5); threshold 

(0.5); tamanho (0.0); movimento de hidrogênios/átomos de hidrogênio (não); poses 

otimizadas (não); conformações iniciais adicionais (8); grid de busca (6 Å); máximo de 

conformações por fragmento (60); máximo de ligações rotacionáveis (100); densidade de 

busca (6); número de spins (24); máximo de poses (20); e RMSD mínimo entre poses (0.5). 

No GOLD, por sua vez, as opções e parâmetros foram: (i) todas as ligações rotacionáveis 

foram fixadas; (ii) interação definida com o ligante co-cristalizado e todos os átomos dentre 6 

Å; (iii) chemscore_kinase como template; (iv) 200 GA runs para redocking e 20 para docking; 

(v) CHEMPLP como função score, sem encerramento precoce (< 0.5 Å entre poses); e (vi) 

opção de busca definida como lenta.  
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O redocking do ligante co-cristalizado, por sua vez, forneceu dois resultados de 

importância: um modo de ligação de referência das interações intermoleculares, necessárias 

para inibir as enzimas, considerando valores de RMSD ≤ 2.0 Å, a fim de se comparar tais 

interações com ligantes avaliados, além de uma pontuação referente à afinidade do ligante 

com a enzima estudada (ranqueamento das moléculas). Assim, informações relevantes de 

cada método foram utilizadas na construção dos modelos farmacofóricos em etapas 

posteriores, enquanto os resultados do docking também foram empregados para a análise dos 

hits obtidos nas etapas das triagens virtuais subsequentes.  

4.1.6 Construção de modelos farmacofóricos e triagem virtual de bancos de dados  

Utilizando as informações da predição de sítios das proteases e das análises de 

docking, modelos farmacofóricos foram construídos no programa UNITY implementado na 

plataforma computacional SYBYL-X 2.1. Os resultados obtidos, juntamente de simulações de 

dinâmicas moleculares, possibilitaram corroborar a seleção de resíduos de interesse, definindo 

os centroides de interação molecular em cada modelo farmacofórico, permitindo filtrar 

moléculas de interesse como potenciais inibidores das enzimas (ARUN et al., 2020). Tais 

centroides foram definidos com 1,0 Å de tolerância.  

As quimiotecas empregadas na triagem virtual foram: (i) Brazilian Compound Library 

(BraCoLi) (VERÍSSIMO et al., 2022), que contempla 1.176 substâncias sintéticas 

catalogadas; (ii) DrugBank, banco contendo mais de 7.800 fármacos aprovados pelo FDA ou 

em fase experimental e disponíveis comercialmente; (iii) NuBBE, Núcleo de Bioensaios, 

Biossíntese e Ecofisiologia da UNESP (PILON et al., 2017), contendo 2.147 produtos 

naturais e derivados; (iv) GMR (“Gerwick, McKerrow and Roush”), uma quimioteca de 

isolados de produtos naturais e moléculas sintéticas (potenciais inibidores de catepsinas) da 

Universidade da Califórnia (ANG et al., 2011), contendo, até julho de 2022, 1536 moléculas; 

e (v) um subconjunto do banco de dados ZINC15 (https://zinc.docking.org/), com mais de 6,8 

milhões de moléculas utilizadas no presente trabalho, selecionadas baseado na disponibilidade 

de aquisição via MolPort. O número total de candidatos corresponde às moléculas disponíveis 

em cada quimioteca até a execução deste protocolo de triagem virtual.  

A fim de se obter moléculas com maior biodisponibilidade na etapa de triagem inicial, 

um filtro foi estabelecido para o conjunto de dados ZINC15, baseado em modificações das 

regras dos cinco de Lipinksi (LIPINSKI, 1997) e nas “regras de Veber” (VEBER, 2002). 

https://zinc.docking.org/
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Alguns critérios específicos foram modificados (centros quirais, carga total, solubilidade e 

elementos permitidos) em razão dos métodos aplicados no presente trabalho (Tabela 2).  

Tabela 2. Parâmetros definidos para os modelos de triagem virtual de ZINC15 (Molport) 

Parâmetros Condições 

Elementos permitidos C, O, N, H, P, S, F, Cl, Br, I 

Doador de hidrogênio (HBD) 0 a 5 

Aceptor de hidrogênio (HBA) 0 a 10 

Log P -2,0 a 5,5 

Massa molecular (MM) 150 a 550 

Carga total -2 a +2 

Centro quiral ≤ 2 

Ligações rotacionáveis ≤ 10 

Área de superfície polar (PSA) 0 a 300 

Solubilidade Baixa (limitado a DMSO) até completamente solúvel 

 

4.1.7 Simulações de dinâmica molecular (DM) 

As estruturas das proteases selecionadas foram preparadas para as simulações de DM 

ajustando os estados de ionização de resíduos e corrigindo quaisquer átomos ausentes nas 

cadeias laterais (PrepWiz, Maestro v2019.1). Os segmentos ausentes das enzimas foram 

modelados usando Prime (VOEGLER SMITH; HALL, 2001), removendo sequências 

incompletas e íons sulfato, e moléculas de água com três ou mais ligações de hidrogênio 

foram retidas. Posteriormente, o sistema teve seu estado de protonação ajustado usando o 

programa Epik (SHELLEY et al., 2007), minimizando a energia (JACOBSON et al., 2004).  

As simulações foram feitas usando o programa Desmond (BOWERS et al., 2006) com 

campos de força OPLS4, aprimorando a acurácia de modelos incluindo íons e frações 

contendo enxofre (LU et al., 2021). Os sistemas simulados, critérios geométricos, escalas de 

tempo e execuções de simulação foram empregados conforme descrito por Kronenberger et 

al., (2021) (KRONENBERGER et al., 2021) e Maltarollo et al., (2022) (MALTAROLLO et 

al., 2022). As simulações foram avaliadas em cinco replicatas de 200 ns (5 x 200 ns), 

totalizando 1 µs, em dois momentos: (i) nos estágios iniciais com os ligantes co-cristalizados, 

para avaliação do perfil de interações entre cada inibidor com as proteases alvo (ROCHA et 

al., 2021); e (ii) na seleção e avaliação dos hits virtuais de interesse.  

NOTA: as simulações e análises nesta etapa foram feitas em colaboração com o Dr. Thales 

Kronenberger, da Universidade de Tübingen, Alemanha. 
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4.1.8 Predições de propriedades farmacocinéticas, farmacodinâmicas e de toxicidade  

As propriedades das moléculas referentes a algumas características farmacocinéticas 

(p.ex.: absorção, distribuição, metabolismo e eliminação), farmacodinâmicas (p.ex.: interação 

com receptores) e toxicológicas (p.ex.: hepatotoxicidade) foram preditas empregando os 

servidores admetSAR 2.0 (YANG et al., 2019) (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/), 

ProTox-II (BANERJEE et al., 2018) (http://tox.charite.de/protox_II/), e Pred-hERG 4.2 

(BRAGA et al., 2015) (http://predherg.labmol.com.br/). As estruturas das moléculas foram 

submetidas aos servidores no formato SMILES (do inglês, Simplified Molecular Input Line 

Entry Specification), retornando os dados de predição baseados em conjuntos de moléculas 

com uma ou mais características associadas às propriedades farmacocinéticas, 

farmacodinâmicas e/ou de toxicidade.  

4.2 Ensaios in vitro 

4.2.1 Ensaios de inibição da atividade enzimática da Mpro de SARS-CoV-2  

Mpro recombinante de SARS-CoV-2 foi expressa em Escherichia coli e purificada em 

uma coluna de afinidade contendo níquel, conforme previamente descrito por Mellot et al., 

(2021) (MELLOTT et al., 2021). A atividade inibitória das moléculas foi avaliada conforme 

descrito previamente por Ashhurst et al., (2020) (ASHHURST et al., 2021). Brevemente, 10 

μM de cada molécula foram incubados com 100 nM da enzima por 15 minutos em 

microplacas (fundo preto) de 384 poços, em tampão 50 mM de HEPES (pH 7.5), 150 mM de 

NaCl, 1 mM de EDTA e 0,01% de Tween 20. Subsequente, 20 μM do substrato fluorogênico, 

Ac-Abu-Tle-Leu-Gln-MCA (Biosynth, FA178674), diluído em tampão foi adicionado, e o 

monitoramento da fluorescência foi conduzido por até 2h a 37 °C em aparelho Synergy HTX 

(Biotek, EUA), com faixa de excitação de 360 nm e emissão de 460 nm. As concentrações 

finais de enzima e substrato foram de 50 nM e 10 μM, respectivamente, e até 0,01% de 

DMSO. A atividade enzimática foi normalizada em comparação ao controle de DMSO (poços 

ausentes de moléculas ou inibidores) e os percentuais de inibição (%) calculados. Nirmatrelvir 

(100 nM) foi utilizado como controle positivo de inibição.  

Ensaios para determinação das curvas de dose-resposta foram feitos para as moléculas 

que inibissem ao menos 50% da atividade enzimática na triagem inicial. Pelo menos nove 

concentrações foram avaliadas (0,01 até 40 M). Os valores da concentração inibitória de 

50% (IC50) foram calculados com regressão não linear (r2 > 0.9) e o desvio-padrão de cada 

ponto foi calculado, sendo menor que 10%. Os resultados foram analisados no programa 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/
http://tox.charite.de/protox_II/
http://predherg.labmol.com.br/
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GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA). Todas as condições 

foram avaliadas em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

NOTA: Os ensaios enzimáticos foram conduzidos na University of California San Diego 

(UCSD), sob supervisão dos Dr. Anthony J. O’Donoghue e Conor R. Caffrey.  

4.2.2 Ensaios de inibição da atividade enzimática da Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV  

A atividade inibitória das moléculas foi avaliada contra Mpro recombinantes de SARS-

CoV e MERS-CoV (R&D Systems, E720 e E719, respectivamente), sob as mesmas 

condições descritas no item 4.2.1 para as duas enzimas (PILLAIYAR et al., 2022). As 

concentrações finais de enzima e substrato foram de 50 nM e 10 μM, respectivamente, e até 

0,02% de DMSO. Pelo menos oito concentrações foram avaliadas (0,02 até 10 M) para 

moléculas que apresentaram ao menos 50% de inibição na triagem inicial (10 M). Os valores 

de IC50 foram calculados da mesma maneira e os dados analisados com GraphPad Prism 9.0 

(GraphPad Software, San Diego, California, EUA). Todas as condições foram avaliadas em 

triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

4.2.3 Ensaios de inibição da atividade enzimática da PLpro de SARS-CoV-2  

Na avaliação da atividade inibitória das moléculas contra a PLpro recombinante de 

SARS-CoV-2 (Acro Biosystems, PAE-C5184), 100 nM da enzima foram pré-incubadas por 

15 minutos com 10 μM de cada molécula em microplacas (fundo preto) de 384 poços, em 

tampão 50 mM de HEPES (pH 6.5), 150 mM de NaCl, 0,01% de Tween 20, e 0,1 mM de 

ditiotreitol (DTT). A clivagem do substrato fluorogênico (100 μM) Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-

AMC (Bachem, 369 I1690) foi monitorada por até 1h 37 °C no aparelho Synergy HTX 

(Biotek, EUA), com excitação/emissão de 360/460 nm. As concentrações finais de enzima e 

substrato foram de 50 nM e 50 μM, respectivamente, e até 0,01% de DMSO. A triagem inicial 

foi feita com 10 μM de cada molécula e os percentuais de inibição (%) calculados em 

comparação ao controle de DMSO (poços ausentes de moléculas ou inibidores). O inibidor de 

protease GRL-0617 (10 μM) foi utilizado como controle positivo de inibição. Todas as 

condições foram avaliadas em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6). 

4.2.4 Vírus e linhagens celulares 

Um coronavírus que infecta camundongos, classe de risco 2 (CR-2), Mouse hepatitis 

virus 3 (MHV-3), foi gentilmente cedido pela Viriontech, Biominas, Minas Gerais, Brasil. 
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Este organismo é considerado um dos modelos para estudos em nível de biossegurança 2 

(NB2), capaz de mimetizar as condições debilitantes de SARS-CoV-2 em camundongos, 

sendo empregado, por exemplo, para ensaios antivirais, de resistência e inativação viral, além 

de diminuir restrições de biossegurança para o manuseio e reduzir custos que estariam 

associados em um laboratório nível de biossegurança 3 (NB3) (PEREIRA OLIVEIRA; 

KROON, 2021).  

A produção dos estoques virais, titulação a avaliação de atividade antiviral, bem como 

ensaios de citotoxicidade, foram feitas em uma linhagem celular de fibroblasto de tecido 

adiposo murino, L929 (ATCC® CCL-1™). As células foram cultivadas em meio Eagle 

modificado por Dulbecco (do inglês, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DMEM) 

(Cultilab, Brasil). O meio foi suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, 

Brasil), 100 UI/mL de penicilina (Cellofarm, Brasil), 100 μg/mL de estreptomicina (Merck, 

Alemanha) e 0,25 μg/mL de anfotericina B (Cultilab, Brasil). As células permaneceram em 

cultivo a 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2, sendo homogeneizadas em tripsina acrescida de 

ácido etilenodiaminoacético (EDTA) (Sinapse Biotecnologia, Brasil) e contadas para 

realização dos ensaios celulares, ambos conduzidos no Laboratório de Vírus da UFMG. Os 

ensaios com SARS-CoV-2 serão estritamente conduzidos em ambiente com nível de 

biossegurança 3 (NB-3), na estrutura implementada no Instituto de Ciências Biológicas (ICB) 

da UFMG. Os procedimentos seguirão estritamente os protocolos de biossegurança 

recomendados, realizados por operadores vinculados ao laboratório.  

4.2.5 Propagação viral 

Células L929 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% de SFB e 

incubadas a 37 ºC e 5% de CO2, em frascos de cultura de 75 cm2. Logo após 24h de 

incubação, as monocamadas celulares com aproximadamente 60 a 80% de confluência foram 

lavadas com salina tamponada com tampão fosfato (do inglês, phospate-buffered saline; PBS) 

para remoção de restos celulares e componentes de soro, sendo infectadas com uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 0,001 do estoque viral (pool semente) MHV-3 em 1,0 

mL de meio DMEM sem SFB. Logo após 1h adsorção e incubação em estufa a 37 ºC e 5% de 

CO2, com homogeneização delicada dos frascos a cada 10 minutos, foram adicionados 15 mL 

de meio DMEM com 2% de SFB aos frascos e incubados sob as mesmas condições. Frascos 

foram observados diariamente em microscópio óptico para visualização da formação de 

efeitos citopáticos. Observados efeitos em aproximadamente 80% das células (cerca de 72h), 
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o sobrenadante foi removido e centrifugado a 2.016 g por 10 minutos a 4 ºC em uma 

centrífuga RT6000B (Sorvall, Thermo Scientific, EUA), para remoção dos restos celulares. O 

material foi distribuído em microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL, armazenado a -70°C e, 

posteriormente, titulado.  

4.2.6 Titulação viral 

Células L929 foram cultivadas em microplacas de 12 poços contendo 1,5 x 105 

células/poço e incubadas a 37ºC e 5% de CO2 por 24h. Logo após, as células foram infectadas 

com 100 μL de diluições seriadas do vírus em proporção 1:10 (de 10-1 a 10-5) em DMEM com 

1% de SFB, seguidas de 1h de adsorção a 37ºC e 5% de CO2, com homogeneização delicada 

das placas a cada 10 minutos. O meio foi desprezado e foram adicionados 1,5 mL de meio 

M199 (Cultilab, Brasil) suplementado com antibióticos e 2% de SFB, além de 1,0% de 

carboximetilcelulose (CMC) (Synth, Brasil). As microplacas foram incubadas por cinco dias 

em estufa a 37ºC e 5% de CO2 e então fixadas com formalina 10% overnight, gentilmente 

lavadas e coradas com cristal violeta 1% por 20 minutos. As placas foram lavadas e colocadas 

para secar, contando a olho nu as placas de lise formadas. Poços contendo cerca de 10 a 100 

placas de lise foram considerados para cálculo do título viral em unidades formadoras de 

placa (UFP/mL), corrigindo o resultado pelo fator de correção do volume de adsorção (101) e 

o inverso da diluição seriada utilizada para contagem.  

4.2.7 Avaliação da concentração citotóxica 50% (CC50)  

Células L929 foram cultivadas em microplacas de 96 poços contendo 4,0 x 104 

células/poço, em meio DMEM com 1% de SFB, e incubadas a 37ºC e 5% de CO2 por 24h. 

Logo após a incubação, o meio foi descartado e foram adicionados 200 μL de DMEM com 

1% de SFB contendo diluições seriadas das substâncias (100 a 0,156 μM). Poços contendo 

uma diluição seriada de DMSO (na mesma proporção) foram utilizados como controle do 

veículo, contendo apenas meio como controle de viabilidade celular e, aqueles sem células, 

como controle de esterilidade e/ou branco. Logo após 72h de incubação sob as mesmas 

condições, a viabilidade celular foi avaliada empregando o teste colorimétrico de brometo de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (MOSMANN, 1983).  

O meio foi removido e 100 μL de uma solução de MTT (ThermoFischer Scientific, 

EUA) a 0,5 mg/mL em DMEM com 1% de SFB foi adicionado a cada poço, seguido de 

incubação por 3h sob as mesmas condições. Este meio foi então removido e foram 
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adicionados 100 μL de DMSO para dissolução dos cristais de formazana. As placas 

permaneceram em agitação por 20 minutos e a leitura da absorbância foi feita em aparelho 

espectrofotômetro VersaMax (Molecular Devices, EUA), sob comprimento de onda de 570 

nm. Os percentuais de inibição da viabilidade celular foram calculados utilizando o controle 

de veículo, determinando os valores da concentração citotóxica 50% (CC50). Regressão linear 

foi utilizada para as análises (r2 > 0,9). Todas as condições foram avaliadas em triplicata e em 

pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

4.2.8 Avaliação da concentração efetiva 50% (EC50) e índices de seletividade (IS) 

Monocamadas celulares (L929) foram cultivadas em microplacas de 96 poços 

contendo 4,0 x 104 células/poço em meio DMEM com 1% de SFB e incubadas a 37ºC e 5% 

de CO2 por 24h. Diluições seriadas (100 μL) das substâncias (até oito diluições abaixo dos 

valores de CC50) foram incubadas sob as mesmas condições por 72h, juntamente de 100 μL 

das suspensões virais de MHV-3 em uma MOI de 0,1. Células infectadas com vírus foram 

incubadas apenas com meio contendo DMSO, na proporção das diluições das substâncias, 

foram considerados como controles. O tratamento com MTT seguiu conforme item 4.2.7. 

Ribavirina foi utilizado como controle positivo de inibição (10 µM). A concentração efetiva 

50% (CE50) foi calculada a partir da razão entre poços com células infectadas contendo as 

diluições das substâncias e poços com células infectadas contendo as diluições dos controles 

de DMSO. Índices de seletividade (IS) foram calculados pela razão entre os valores de CC50 e 

EC50. Regressão linear foi utilizada para as análises (r2 > 0,9). Todas as condições foram 

avaliadas em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

NOTA: Estudos demonstraram a atividade antiviral de extratos e isolados triterpenos contra 

SARS-CoV-2 (YI et al., 2022). Dentre estes, moléculas isoladas (ALHADRAMI et al., 2021) 

e análogos sintéticos (BAEV et al., 2022) também já foram preditos e tiveram sua atividade 

inibitória contra Mpro de SARS-CoV-2 confirmada, utilizando estratégias computacionais 

similares àquelas no presente trabalho. Abordagens combinando docking, simulações de MD 

e triagens virtuais também já foram empregadas para identificação de triterpenos como 

potenciais inibidores (GIOFRÈ et al., 2021; WU et al., 2021). Nesse âmbito e, mediante as 

restrições ainda vigentes da parceria entre UCSD e UFMG deste projeto para testes com 

SARS-CoV-2 no NB3 da UFMG, uma série de extratos e triterpenos isolados 

(propositalmente descaracterizados) do Departamento de Química da UFMG foram incluídos 

para avaliação da atividade antiviral contra MHV-3, conforme descrito nos itens acima.   
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 HQSAR de inibidores da Mpro de SARS-CoV-2: triagem de moléculas bioativas e 

avaliação da inibição da atividade enzimática 

Na construção dos modelos de HQSAR foram selecionadas 25 moléculas baseadas no 

fármaco perampanel, com IC50 entre 0,018 e 9,99 µM contra Mpro de SARS-CoV-2 (ZHANG 

et al., 2021). Alguns fatores favoreceram a seleção destas moléculas para as análises de 

HQSAR, como a estrutura geral conservada, o tamanho relativamente pequeno das estruturas 

e a variedade de grupos substituintes presentes nos análogos (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Estrutura geral das moléculas utilizadas na construção do conjunto de dados de HQSAR. 

Estruturas das 27 moléculas (ZHANG et al., 2021) e respectivos grupos substituintes (R, X, Y e Z) dos análogos 

de perampanel (1). As moléculas 1 e 9 não foram consideradas, já que não tiveram valores de IC50 determinados.  



54 
 

Cada uma das 25 moléculas teve sua estrutura 3D construída, sendo individualmente 

conferidas quanto à sua estereoquímica. Esta etapa denota uma importância para análises 

computacionais, uma vez que a estereoquímica pode estar diretamente relacionada à atividade 

biológica de uma molécula e, além disso, a configuração do estereocentro, ou seja, a 

orientação R (sentido horário) ou S (sentido anti-horário) dos grupos substituintes, quando 

incorreta, pode induzir um modelo a erros de predição (WINKLER, 2002).  

Seguidamente, as moléculas foram submetidas a um tratamento no programa OMEGA 

4.1.1, obtendo os confôrmeros de menor energia de cada molécula, ou seja, a conformação 

mais estável. Essa etapa é importante, por exemplo, em análises computacionais como o 

HQSAR, uma vez que, quanto maior o número de moléculas e confôrmeros em um banco de 

dados, maior são as variações de coordenadas atômicas de hidrogênios nas moléculas 

(BORODINA et al., 2007). Finalmente, cada molécula teve seu estado de protonação 

corrigido de acordo com o pH 7,4, utilizando a aplicação fixpka no pacote computacional 

QUACPAC 2.1.2. Um estado iônico mais favorável contribui para um perfil preferível de 

possíveis interações intermoleculares, além de uma maior confiabilidade ao modelo avaliado, 

favorecendo, por exemplo, análises posteriores de docking (BOLCATO et al., 2019).   

As 25 moléculas tiveram seus valores de IC50 convertidos em pIC50, ou seja, 

normalizados com log negativo da molaridade, assim facilitando a comparação da potência 

relativa de cada molécula. Estas foram então divididas aleatoriamente em dois conjuntos, 

treinamento (n = 20) e teste (n = 5). Adicionalmente, um segundo conjunto de treinamento foi 

gerado em triplicata (n = 60), uma estratégia proposta para aumentar a robustez preditiva de 

conjuntos de dados reduzidos (KRONENBERGER et al., 2018), considerando os valores de 

pIC50 somados ou subtraídos de cada desvio-padrão (SD).  

Os modelos de HQSAR foram criados fixando o tamanho do fragmento em relação ao 

número de átomos (4 a 7) (Tabela 3), sendo selecionado o modelo com maior valor de q2 

obedecendo a alguns critérios de validação de QSAR, como q2 > 0,5 (GOLBRAIKH; 

TROPSHA, 2002), juntamente de valores mínimos de r2 > 0,6 (idealmente superiores 0,65 e 

não muito distantes de q2) (GRAMATICA; SANGION, 2016; TROPSHA; GRAMATICA; 

GOMBAR, 2003). Nesse sentido, o modelo selecionado superou os valores mínimos de q2 

(0,885) e ideais de r2 (0,977), sendo ainda mais robusto no modelo de triplicata, com os 

valores de q2 (0,964) e r2 (0,975), respectivamente.  
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Tabela 3. Relação quantitativa entre a estrutura química e atividade biológica por holograma 

(HQSAR) do conjunto de dados em triplicata de inibidores da Mpro de SARS-CoV-2.  

Distinção dos hologramas  

(4 a 7 átomos) 
q2 r2 SEV SEE BL COMP 

A/B 0.954 0.976 0.165 0.119 353 6 

A/B/C 0.951 0.974 0.169 0.123 257 6 

A/B/C/H 0.962 0.975 0.148 0.121 83 6 

A/B/C/H/Ch 0.964 0.975 0.145 0.120 83 6 

A/B/H 0.959 0.973 0.154 0.126 53 6 

A/B/C/Ch 0.954 0.977 0.164 0.116 353 6 

A/B/DA 0.957 0.975 0.158 0.121 151 6 

A/B/C/DA 0.959 0.975 0.155 0.121 59 6 

A/B/H/DA 0.961 0.977 0.151 0.117 199 6 

A/B/C/Ch/DA 0.960 0.976 0.152 0.119 59 6 

A/B/H/Ch/DA 0.960 0.975 0.153 0.120 59 6 

A/B/C/H/Ch/DA 0.959 0.975 0.154 0.120 151 6 

A/B/C/H/DA 0.954 0.927 0.163 0.129 151 6 

A: átomos; B: ligações; C: conectividade; HA: átomos de hidrogênio; Ch: quiralidade; DA: doadores e 

aceptores. Tamanho de fragmentos 4 a 7 átomos. q2: coeficiente de validação; r2: coeficiente de correlação não-

validado; SEE: erro padrão da estimativa; SEV: erro padrão da validação; BL: extensão do holograma; COMP: 

componentes principais. O modelo selecionado (maior valor de q2) está destacado em negrito. Análises foram 

feitas no programa SYBYL-X 2.1. 

Esses dois parâmetros (q2 e r2) corroboram diferentes métricas de correlação por 

regressão, a exemplo de testes de coeficientes de validação de q2 (coeficiente de correlação 

preditiva quadrático) e médias de r2, ambos importantes individualmente e em concordância, 

testificando a robustez de um modelo nos métodos de QSAR (CHAI; DRAXLER, 2014; 

CHIRICO; GRAMATICA, 2011; KIRALJ; FERREIRA, 2009). No presente trabalho, a 

análise de HQSAR com tamanho fixo dos fragmentos (4 a 7 átomos) apresentou átomos, 

ligações, conectividade, átomos de hidrogênio e quiralidade (A, B, C, H e Ch) como o modelo 

mais robusto, com maior valor da métrica de correlação interna, q2 (0,964).  

Esse resultado indica que a conectividade, ou seja, o estado de hibridização (C) dos 

átomos na molécula, é importante para predizer a atividade biológica, assim como a 

estereoquímica de uma molécula (orientação R ou S), representada no modelo pela 

quiralidade (Ch). Ademais, apresentar uma distinção além de átomos somente, por exemplo, 
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átomos de hidrogênio, torna este um modelo mais simples para predições. As ligações e a 

estereoquímica também podem sugerir uma correlação importante com a conectividade de 

átomos, o que também reforça a importância da estrutura e de orientações das moléculas, 

junto dos respectivos grupos substituintes em cada estrutura (GRAMATICA, 2020).  

Pensando nisso, o modelo de maior valor de q2 também foi submetido a variações dos 

tamanhos dos fragmentos, em intervalos de 4 átomos (1 a 4 até 7 a 10), mantendo sempre os 

descritores do modelo (A/B/C/H/Ch). Dentre todos seis modelos gerados, nenhum superou 

valores dos parâmetros empregados (Tabela 4).  

Tabela 4. Variação do tamanho (quatro átomos) dos fragmentos do modelo HQSAR selecionado.  

Distinção dos 

hologramas 
Tamanho q2 r2 SEV SEE BL COMP 

A/B/C/H/Ch 1_4 0.931 0.951 0.201 0.170 83 6 

A/B/C/H/Ch 2_5 0.950 0.967 0.171 0.140 83 6 

A/B/C/H/Ch 3_6 0.958 0.970 0.156 0.132 83 6 

A/B/C/H/Ch 5_8 0.952 0.968 0.168 0.137 83 6 

A/B/C/H/Ch 6_9 0.940 0.963 0.186 0.146 83 6 

A/B/C/H/Ch 7_10 0.942 0.963 0.184 0.146 83 6 

A: átomos; B: ligações; C: conectividade; HA: átomos de hidrogênio; Ch: quiralidade; DA: doadores e 

aceptores. Tamanho de fragmentos de quatro átomos. q2: coeficiente de validação; r2: coeficiente de correlação 

não-validado; SEE: erro padrão da estimativa; SEV: erro padrão da validação; BL: extensão do holograma; 

COMP: componentes principais. Análises foram feitas no programa SYBYL-X 2.1. 

Essa abordagem permite avaliar todos os fragmentos possíveis no holograma, 

incluindo sobreposições e a contagem de cada vez em que um fragmento ocorre. Dessa forma, 

com as possibilidades de fragmentos com tamanhos entre átomos cobertas no fingerprint, os 

hologramas codificam as informações químicas das moléculas, incluindo sua topologia, 

representando dados mais robustos de correlação de um modelo de predição (HERITAGE; 

LOWIS, 1999; GARCIA; HONÓRIO, 2011).  

Uma vez que q2 é uma métrica que isoladamente pode subestimar a qualidade 

preditiva de um modelo ao avaliar apenas as moléculas que foram utilizadas na construção do 

modelo, demais validações são necessárias para se obter um modelo confiável 

(GOLBRAIKH, 2002). Nesse caso, uma validação externa e outros métodos de validações 

cruzadas são importantes parâmetros de caracterização e validação da capacidade preditiva 

entre diferentes modelos de QSAR (GRAMATICA; SANGION, 2016).  
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Sendo assim, o modelo em triplicata selecionado foi submetido a uma validação 

externa no pacote computacional KNIME®. Mapas de contribuição química foram gerados 

(Figura 10), evidenciando regiões de contribuições preditas nas moléculas, sendo positivas 

(verde e amarelo), neutras (branco) e/ou negativas (laranja e vermelho) para a atividade 

biológica contra o alvo proposto. As moléculas não apresentaram regiões preditas como 

contribuição negativa e ressaltam a importância (contribuição positiva; em verde) dos anéis 

aromáticos laterais (fenil), bem como das piridinas, além dos substituintes cloro e flúor nas 

moléculas 23 e 21m (21 – SD). 

 

[23] pIC50 = 7,824     [21m] pIC50 = 7,796 

Figura 10. Mapas de contribuição química das moléculas com maiores valores de pIC50 (23 e 21m). 

Regiões de contribuições positivas (verde e amarelo), neutras (branco) e/ou negativas (laranja e vermelho) são 

destacadas. Molécula 23 (esquerda) e 21m = 21 – SD (direita) apresentam os maiores valores de pIC50. Códigos 

dos átomos de carbono, cloro, flúor, hidrogênio, nitrogênio e oxigênio foram destacados em preto. Imagens 

foram geradas no programa SYBYL-X 2.1.  

Esses anéis aromáticos já foram sugeridos em interações com sítios de interesse na 

Mpro de SARS-CoV-2, a exemplo de resíduos alifáticos em bolsos hidrofóbicos, como 

demonstrado em interações com os resíduos Leu167 e Pro168 (ZHANG et al., 2021). 

Ademais, a presença de átomos de nitrogênio (piridina) na molécula 23, bem como dos 

substituintes cloro e flúor ligados (clorofenil e fluorofenil) da molécula 21m, também podem 

ser favoráveis, por exemplo, em ligações de hidrogênio. Estes substituintes, por sua vez, 

foram preditos em ligações de hidrogênio com His163 e Glu166, além de interações com anel 

imidazólico de His41, sendo as moléculas 21m e 23 inibidores com IC50 determinada (0,018 ± 

0,002 e 0,020 ± 0,005 µM, respectivamente) contra a enzima (ZHANG et al., 2021).  

Aljuhani et al., (2022), também avaliaram pequenas moléculas derivadas e análogos de 

piridina, incluindo a presença de substituintes cloro no anel aromático, na atividade antiviral 

contra SARS-CoV e SARS-CoV-2 em células Vero, além da atividade inibitória contra Mpro 
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de SARS-CoV-2. Análises de docking demonstraram interações preditas com His41, Gly143, 

Cys145, His163 e Glu166, similares àquelas observadas no estudo de Zhang et al., (2021). 

Adicionalmente, valores de IC50 de até 0,67 µM foram obtidos contra SARS-CoV-2, além de 

valores de EC50 de até 0,021 µM e 0,03 µM nos ensaios antivirais contra SARS-CoV-2 e 

SARS-CoV, respectivamente (ALJUHANI et al., 2022). Luo et al., (2022), também 

identificaram contribuições positivas de anéis piridina, substituintes cloro e flúor de inibidores 

da Mpro de SARS-CoV-2 em análises de HQSAR, além de predizer as posições dos 

substituintes nos anéis aromáticos com contribuições mais negativas para a atividade 

inibitória das moléculas (LUO et al., 2022).  

Sabendo da importância de determinados fragmentos estruturais e, considerando essa 

capacidade do HQSAR em predizer estruturas ou grupos substituintes de interesse em 

moléculas bioativas com atividade enzimática contra a Mpro de SARS-CoV-2, algumas 

características das estruturas avaliadas foram então consideradas em uma avaliação de 

descritores moleculares (Tabela 5) empregando o software PaDEL (YAP, 2011). Dessa 

forma, ao se construir e avaliar descritores moleculares 2D, fingerprints e propriedades físico-

químicas das estruturas do HQSAR, seria possível predizer demais moléculas com potencial 

atividade biológica em outros bancos de dados, como a quimioteca BraCoLi da UFMG.  

Tabela 5. Características dos descritores moleculares utilizados no software PaDEL 

Descritor Características 

Klekotha Presença de subestruturas do HQSAR (A, B, C, Ch, H e DA) 

MACCS  keys = número de moléculas de cada átomo 

PubChem Presença de fragmentos moleculares 

AtomPairs2D Distância entre um par de átomos no plano 2D 

Substructure Total de subestruturas 

count Análise quantitativa  

MACCS: Molecular ACCess System 

Os descritores calculados passaram por uma validação externa com um fluxo de 

trabalho empregado no pacote computacional KNIME®, sendo classificados de acordo com 

os valores do coeficiente de correlação preditiva quadrático (CCC), de q2 (correlação interna) 

e da média de r2 (r2avg), ou seja, a média da correlação externa. Nesta análise, também são 

avaliados os parâmetros do modelo de random forest, sendo o número de iterações ou níveis 

máximos (do inglês, MaxLevels) e o número de modelos (do inglês, Nmodels), variando de 10 
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a 50 níveis e 10.000 a 50.000 modelos. PubChem e AtomPairs2DCount apresentaram os 

maiores valores preditivos nas três métricas avaliadas, sendo maiores que 0,86 para CCC e 

0,75 para q2, superando todos os demais descritores em pelo menos 10% (0,100). Assim, 

ambos foram considerados para serem empregados nos modelos de triagem baseados em 

resultados do HQSAR, sendo validados comparativamente quanto aos valores preditivos de 

classificação (Figura 11).  

 

Figura 11. Seleção de descritores moleculares empregando aleatorização de N modelos. Descritores com 

maiores valores preditivos de classificação comparando parâmetros de q2 e CCC entre PubChem (0,825 e 0,862) 

e AtomPairs2DCount (0,756 e 0,864).  

Veríssimo et al., (2019), empregaram um modelo similar de QSAR baseado em 

random forest na predição da atividade biológica de derivados de nitroimidazol planejados 

contra cepas susceptíveis e resistentes de Trichomonas vaginalis (VERÍSSIMO et al., 2019). 

Neste estudo também foram avaliadas variações de MaxLevels e Nmodels na obtenção de 

modelos com valores de q2 entre 0,619 e 0,697, similares àqueles obtido no presente trabalho 

(0,825 de PubChem e 0,756 de AtomPairs2DCount).  

Finalmente, a triagem da quimioteca BraCoLi foi feita pelo método de random forest 

no pacote computacional KNIME®, obtendo 24 moléculas oriundas dos dois modelos 

(Apêndice B), 20 da predição com o descritor PubChem e quatro com AtomPairs2DCount, 
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estabelecendo um valor de corte dos valores de pIC50 em 6,5 (correspondente a 0,3 µM). Estas 

seguiram para as predições de toxicidade e farmacocinética e aos ensaios de inibição da 

atividade enzimática da Mpro de SARS-CoV-2.  

Previamente aos ensaios de inibição da atividade enzimática, as moléculas foram 

avaliadas em três servidores para avaliação de propriedades farmacocinéticas, 

farmacodinâmicas e de toxicidade: Pred-Herg 4.2, ProTox-II e admetSAR 2.0. Dentre as 24 

moléculas (aqui denominadas QF1 a QF24) avaliadas com Pred-hERG 4.2, nenhuma foi 

predita como potencial bloqueador de canais para potássio. Considerando o modelo de 

admetSAR 2.0 (Tabela 6), todas as moléculas apresentaram predição positiva para absorção 

intestinal e permeabilidade da barreira hematoencefálica, além de interações com plasma 

entre 50,46 e 88,64%. Apenas duas moléculas, QF21 e QF22, não apresentaram uma predição 

positiva para hepatotoxicidade.  

Tabela 6. Predições de toxicidade e farmacocinética das 24 moléculas com admetSAR 2.0   

QF Hepatotoxicidade 
Absorção  

intestinal 
B.B.B. 

Biodisponibilidade 

(via oral) 
Interação  

plasmática 

1 + + + + 88,64 % 

2 + + + - 75,24 % 

3 + + + + 85,76 % 

4 + + + - 75,24 % 

5 + + + - 69,27 % 

6 + + + - 74,18 % 

7 + + + - 74,18 % 

8 + + + + 50,46 % 

9 + + + + 54,38 % 

10 + + + - 72,82 % 

11 + + + + 51,96 % 

12 + + + + 77,15 % 

13 + + + + 58,45 % 

14 + + + + 73,67 % 

15 + + + + 60,73 % 

16 + + + + 63,80 % 

17 + + + - 63,71 % 

18 + + + - 63,71 % 

19 + + + - 63,06 % 

20 + + + + 71,55 % 

21 - + + + 59,71 % 

22 - + + + 69,89 % 

23 + + + + 50,67 % 

24 + + + - 73,74 % 

+ predição positiva (verde-água); – predição negativa (laranja). B.B.B.: barreira hematoencefálica.  
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 O ProTox-II também foi empregado para predição de toxicidade oral das 24 

moléculas, com apenas uma molécula predita como ativa para imunotoxicidade. Todas foram 

preditas como classe V ou superior para dose letal mediana (DL50), ou seja, prejudiciais se 

ingeridas (2000 < DL50 ≤ 5000 mg/kg), de acordo com o sistema globalmente harmonizado de 

classificação e rotulagem de produtos químicos (do inglês, globally harmonized system of 

classification and labelling of Chemicals; GHS) (TA, 2021). Caso alguma das moléculas 

apresentasse atividade inibitória (> 50%) contra Mpro de SARS-CoV-2, essas moléculas 

deveriam ser avaliadas com maior cautela, por exemplo, nos ensaios celulares.  

Finalmente, as 24 moléculas triadas foram avaliadas quanto a sua atividade inibitória 

da atividade enzimática da Mpro de SARS-CoV-2. Os ensaios enzimáticos consistem, 

inicialmente, na leitura da clivagem de um substrato fluorogênico durante determinado 

período. Na avaliação da inibição da atividade de uma enzima, como a Mpro, a diferença de 

leitura entre um controle e as moléculas (potenciais inibidores) avaliadas permitem calcular 

percentuais de inibição (%), assim determinando uma atividade inibitória. Dentre as 24 

moléculas selecionadas das triagens virtuais, no entanto, nenhuma daquelas testadas 

apresentou inibição superior a 50% quando avaliadas a 10 µM (Tabela 7).  

Tabela 7. Atividade inibitória das moléculas triadas por HQSAR contra Mpro de SARS-CoV-2  

Molécula 
% inibição 

(10 μMa) 
Molécula 

% inibição 

(10 μMa) 
Molécula 

% inibição 

(10 μMa) 

QF1 0,0 ± 0,0 QF9 ND QF17 0,0 ± 0,0 

QF2 0,0 ± 0,0 QF10 ND QF18 0,0 ± 0,0 

QF3 0,0 ± 0,0 QF11 0,0 ± 0,0 QF19 0,0 ± 0,0 

QF4 5,0 ± 2,9 QF12 0,0 ± 0,0 QF20 0,0 ± 0,0 

QF5 1,0 ± 0,6 QF13 0,0 ± 0,0 QF21 0,0 ± 0,0 

QF6 0,8 ± 0,8 QF14 0,0 ± 0,0 QF22 ND 

QF7 0,0 ± 0,0 QF15 0,0 ± 0,0 QF23 ND 

QF8 5,0 ± 1,8 QF16 0,0 ± 0,0 QF24 ND 
a O percentual de inibição é representado como a média e o erro do desvio-padrão calculados entre um ensaio 

independente em triplicata. O erro é apresentado como a razão entre o desvio-padrão e a raiz quadrada do 

número de replicatas/leituras (n = 3). ND: não determinada. 

 

Alguns fatores podem explicar a baixa acurácia preditiva do modelo, culminando na 

ausência de atividade inibitória (> 50%) das moléculas frente à Mpro de SARS-CoV-2. A 

definição de um domínio de aplicabilidade, ou seja, o espaço químico definido pelo conjunto 

de moléculas do conjunto treinamento, por exemplo, é uma característica importante em 

modelos de QSAR (MATHEA; KLINGSPOHN; BAUMANN, 2016), uma vez que as 
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predições são sugeridas como confiáveis quando as moléculas estão inseridas em um 

determinado domínio (ALVES et al., 2018). Ainda, o domínio de aplicabilidade também é 

restrito ao próprio tamanho e à diversidade do conjunto treinamento utilizado e, estando uma 

molécula fora de um domínio, a predição pode ser incorreta, reiterando a importância dessa 

etapa para aceitabilidade de um modelo de QSAR e para predição de moléculas de outras 

quimiotecas (TROPSHA, 2010).  

Ademais, modificações nas variáveis empregadas no método de HQSAR poderiam 

aumentar a robustez da técnica para as predições, como a seleção dos três ou cinco modelos 

com maiores valores de q2 na primeira etapa, além de mais variações dos tamanhos dos 

fragmentos dos modelos aqui selecionados, por exemplo, em intervalos de 2, 3 e 4 átomos 

(TROPSHA; GRAMATICA; GOMBAR, 2003; GRAMATICA, 2020). Igualmente, 

validações complementares do modelo avaliado poderiam incrementar a confiabilidade do 

método para as predições, empregando alguns testes de validação independentes. Nesse 

sentido, poderiam ser empregados, por exemplo: (i) um coeficiente de validação cruzada, em 

que se excluiria uma molécula de um conjunto, construindo um novo modelo, auxiliando na 

predição do valor desta variável dependente do modelo selecionado previamente; uma (ii) 

aleatorização de Y, em que se avaliaria a robustez (q2) e o erro de predição (SEV) na 

probabilidade de ocorrer uma correlação dependente de cada variável em um modelo; e (iii) 

leave many out (LMO) ou leave-N-out, no qual as moléculas do conjunto treinamento seriam 

divididas em subgrupos múltiplos de 5, avaliando a robustez do modelo em função de 

diferentes tamanhos de subgrupos de validação (KIRALJ; FERREIRA, 2009).  

Sendo assim, tomados em conjunto, uma estratégia baseada no planejamento de 

fármacos baseados na estrutura de um ligante (LBDD) (LIMA et al., 2016), conforme 

discutido anteriormente, pode auxiliar na descoberta de moléculas bioativas contra SARS-

CoV-2 e outros coronavírus (PANT et al., 2020; WU et al., 2020; SERAFIM et al., 2021a). 

Contudo, considerando os resultados dos ensaios enzimáticos no presente trabalho, as análises 

de HQSAR, de forma independente, não foram capazes de predizer com acurácia moléculas 

bioativas contra a Mpro de SARS-CoV-2, pelo menos nas concentrações avaliadas (10 µM). 

Diante desses resultados, uma estratégia baseada no planejamento de fármacos baseadas na 

estrutura de um alvo (SBDD) também foi empregada, sendo apresentada nos tópicos a seguir.   
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5.2 Estratégia de planejamento de moléculas bioativas baseado na estrutura de alvos 

5.2.1 Seleção de estruturas de enzimas no PDB 

Aproximadamente 405 estruturas cristalográficas da Mpro de SARS-CoV-2, e 39 da 

PLpro, se encontravam depositadas no PDB até janeiro de 2021. Dentre elas, uma estrutura de 

cada enzima foi selecionada para as análises estruturais, sendo PDB ID: 7D1M (FU et al., 

2020) para Mpro e PDB ID: 6WX4 (RUT et al., 2020) para PLpro. As duas estruturas 

cristalográficas atendiam aos critérios estabelecidos anteriormente, como resolução < 2.0 Å e 

presença um inibidor co-cristalizado (Tabela 8), sendo as duas com menor valor de resolução 

na ocasião. Ademais, ambas apresentavam estruturas aqui denominadas “estruturas-irmãs”, ou 

seja, a mesma enzima expressa e determinada experimentalmente com diferentes ligantes. Os 

resíduos ausentes na PLpro se referem ao final da cadeia lateral, que até o presente momento 

não foi demonstrada interagindo ou tendo relação nas interações com inibidores.  

Tabela 8. Características das estruturas cristalográficas das proteases de SARS-CoV-2 

selecionadas no banco de dados Protein Data Bank (PDB, disponível em https://www.rcsb.org/) 

Informação/Estrutura
 Mpro (PDB ID: 7D1M) PLpro (PDB ID: 6WX4) 

Resolução 1.5 Å 1.66 Å 

Mutações - - 

Fragmentos ausentes  1 (cadeia A); 1-2 (cadeia B) 321-324 

Presença de inibidor 
GC376  

(IC50 = 0,15 + 0,03 µM) 

VIR251  

(IC50 = ~50 µM) 

Método Difração de raios-X Difração de raios-X 

Modelo de expressão Escherichia coli K-12 Escherichia coli BL21 

Regiões favoráveis 

(Ramachandram) 
> 99,9% > 99,9% 

Referência FU et al., 2020  RUT et al., 2020 

DOI: Digital Object Identifier.  

Visando complementar as análises estruturais e expandir a abordagem na obtenção de 

potenciais inibidores “pancoronavírus” (CHEN, 2020; SERAFIM et al., 2021b), estruturas das 

proteases de distintos coronavírus que infectam seres humanos e outros mamíferos, além de 

aves, foram incluídas (Tabela 9). As análises destes alvos seguiram o mesmo fluxograma 

disposto nos resultados dos subtópicos a seguir, a fim de se evidenciar resíduos conservados 

entre as estruturas de todos os coronavírus disponíveis no PDB em fevereiro de 2021.  

https://www.rcsb.org/
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Tabela 9. Estruturas cristalográficas de enzimas de demais coronavírus selecionadas                 

no banco de dados Protein Data Bank (PDB, disponível em https://www.rcsb.org/) 

Organismo/Estrutura Mpro (PDB ID / Å) PLpro (PDB ID / Å) 

SARS-CoV-2 7D1M / 1.5 Å 6WX4 / 1.66 Å 

SARS-CoV 6W2A / 1.65 Å 4OW0 / 2.1 Å 

MERS-CoV 6VH3 / 2.2 Å 4RNA / 1.79 Å 

HCoV-229E  2ZU2 / 1.8 Å - 

HCoV-HKU1 3D23 / 2.5 Å - 

HCoV-NL63 5GWY / 2.85 Å - 

Morcego (HKU4) 2YNB* / 1.96 Å - 

Camundongo (MHV) 6JIJ / 2.65 Å - 

Porco (TGEV) 1P9U / 2.37 Å 3MP2 / 2.5 Å 

Porco (PDCOV) - 6LN0 / 2.46 Å 

Galinha (IBV) - 4X2Z / 2.15 Å 

HCoV: Human coronavirus; MHV: Mouse hepatitis virus; TGEV: Transmissible gastroenteritis virus; PDCOV: 

Porcine deltacoronavirus; IBV: Avian infectious bronchitis virus. *a ser publicada 

 Dentre essas estruturas, especificamente a PLpro de Transmissible gastroenteritis virus 

(TGEV), apresenta diferenças estruturais, inclusive em relação ao seu sítio catalítico, quando 

comparada às proteases dos demais coronavírus que infectam mamíferos, como SARS-CoV e 

HCoV-229E (WOJDYLA et al., 2010). Esses fatores foram levados em consideração para as 

análises estruturais nos tópicos a seguir, uma vez que uma mudança no sítio catalítico 

implicaria em diferenças nas predições de sítios de ligação e de interações com ligantes.  

5.2.2 Mapeamento das proteases de SARS-CoV-2 e de outros coronavírus  

A predição e caracterização dos sítios de ligação das proteases de SARS-CoV-2 foi 

conduzida inicialmente nos servidores FTSite e FTMap. O servidor FTSite realizou a predição 

de três possíveis sítios de ligação nas enzimas, em que se ressalta a importância de cavidades 

próximas às regiões catalíticas (sítios ativos), em que um ligante poderia interagir para atuar 

como um efetivo inibidor. O arquivo resultante do FTMap, por sua vez, apresenta 

agrupamentos de moléculas-sonda divididos por sítios de ligação, as quais interagem com os 

resíduos daqueles sítios delimitados no FTSite. Os resultados demonstram a consonância 

entre os resultados de agrupamentos de moléculas-sonda no FTMap e dos sítios preditos no 

FTSite, como demonstrado para PLpro de SARS-CoV-2 (Figura 12), em que são 

evidenciados, por exemplo, três grupamentos de sondas em cada um dos três sítios de ligação 

preditos, respectivamente.  

https://www.rcsb.org/
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Figura 12. Potenciais sítios de ligação e grupamentos de moléculas-sonda preditos na PLpro de SARS-CoV-

2. (A) Predição de sítios de ligação calculadas pelo servidor FTSite na PLpro de SARS-COV-2 (cinza). Sítio 1 

(rosa), sítio 2 (verde) e sítio 3 (azul) representados em redes tridimensionais, com os respectivos aminoácidos 

destacados. (B) Agrupamentos de moléculas-sonda calculadas pelo servidor FTMap. Grupamentos 00 (ciano), 03 

(salmão) e 06 (laranja) respectivos ao sítio 1; grupamentos 02 (amarelo), 10 (bege) e 11 (roxo) respectivos ao 

sítio 2; e grupamentos 01 (magenta), 05 (lilás) e 12 (cinza), respectivos ao sítio 3. Resíduos catalíticos Cys111, 

His272 e Asp286 destacados (ciano). Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c). 

 Igualmente, os resultados entre os agrupamentos das sondas e os sítios com potenciais 

resíduos favoráveis de interação da Mpro também se corroboraram entre os servidores. Foram 

cinco grupamentos de sondas no sítio 1, três no sítio 2 e mais dois no sítio 3 (Figura 13).  

  

Figura 13. Potenciais sítios de ligação e grupamentos de moléculas-sonda preditos na Mpro de SARS-CoV-

2. (A) Predição de sítios de ligação calculadas pelo servidor FTSite na Mpro de SARS-COV-2 (cinza). Sítio 1 

(rosa), sítio 2 (verde) e sítio 3 (azul) representados em redes tridimensionais. (B) Agrupamentos de moléculas-

sonda calculadas pelo servidor FTMap. Grupamentos 02 (amarelo), 03 (salmão), 06 (laranja), 07 (lima) e 12 

(cinza) respectivos ao sítio 1; grupamentos 00 (ciano), 04 (branco) e 05 (azul) respectivos ao sítio 2; e 

grupamentos 08 (verde azulado) e 10 (bege), respectivos ao sítio 3. Resíduos catalíticos His41 e Cys145 

destacados (ciano). Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c).  

A B 

A B 
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O mesmo método foi empregado às enzimas dos demais coronavírus com estruturas 

disponíveis. Igualmente, sítios e agrupamentos similares foram preditos entre as diferentes 

Mpro no servidor FTSite (Figura 14).  

 

Figura 14. Potenciais sítios de ligação preditos nas Mpro de diferentes coronavírus. Predição das cavidades 

sugeridas como sítios de ligação calculadas pelo servidor FTSite, sendo sítio 1 (rosa), sítio 2 (verde) e sítio 3 

(azul) representados em redes tridimensionais (esquerda para direita): SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, 

HCoV-229E, HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HKU4 (morcego), MHV (camundongo) e TGEV (porco), coloridas 

em prata. Nestas análises não foram evidenciados resíduos do sítio catalítico preditos nas estruturas das enzimas. 

Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c).  

Nas predições dos dois programas não foi possível identificar ao menos os resíduos 

dos sítios catalíticos das proteases, His41 e Cys145 na Mpro, e Cys111, His272 e Asp286 na 

PLpro. No entanto, ao simular a predição das Mpro com somente uma das cadeias, ou seja, 

avaliando um único monômero, as predições foram significativamente diferentes das 

anteriores. Diversos resíduos de interesse foram identificados concomitantes nesta protease de 

SARS-CoV-2 (Figura 15) e dos demais coronavírus, a exemplo de Met49, Phe140, Asn142, 

Gly143, Ser144, His163, His164, Met165 e Glu166, incluindo aqueles da díade catalítica, 

His41 e Cys145.  
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Figura 15. Predições de sítios de ligação com FTSite em um monômero da Mpro de SARS-CoV-2. As 

predições empregando FTSite resultaram em (A) três sítios no monômero (cadeia A) da Mpro de SARS-CoV-2, 

com destaque no (B) sítio 2 (verde). Nestas análises foram preditos os resíduos do sítio catalítico, His41 e 

Cys145, além de Thr25, Thr26, Leu27, His41, Met49, Phe140, Leu141, Asn142, Gly143, Ser144, Cys145, 

His163, His164, Met165 e Glu166. Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c).  

Silva et al., (2021), também identificaram três sítios correspondentes na Mpro de 

SARS-CoV-2, agrupando um total de 16 moléculas-sonda interagindo com resíduos de 

interesse, por exemplo, His41 e Cys145 (SILVA et al., 2021), quando avaliado o monômero 

da protease, corroborando os dados evidenciados no presente trabalho. Evidenciando essas 

diferenças nas análises das primeiras predições, o servidor PrankWeb foi incluído para análise 

de possíveis sítios de interação nos alvos moleculares, a fim de identificar os resíduos de 

interesse com maior confiabilidade. Igualmente para esta etapa, não somente as proteases de 

SARS-CoV-2 foram incluídas, mas também as enzimas com estrutura cristalográfica 

disponível dos demais coronavírus.  

Sítios similares foram preditos nas análises de PrankWeb, agora evidenciando regiões 

que apresentaram os resíduos dos sítios catalíticos das enzimas, a exemplo das Mpro dos 

diferentes coronavírus (Figura 16). Nestas, um sítio de interesse incluindo a díade catalítica 

foi predito em todas as estruturas avaliadas, sempre na porção esquerda do monômero da 

cadeia A, sendo representados nas cores azul ou vermelho. Demais sítios preditos foram 

destacados com cores padrão do programa (vermelho, salmão, marrom, magenta, verde, 

laranja, branco, azul e amarelo).  

A B 
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Figura 16. Predições de potenciais sítios de ligação com PrankWeb nas Mpro de diferentes coronavírus. As 

predições empregando PrankWeb resultaram em diversos potenciais sítios nas Mpro de (esquerda para direita): 

SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, HCoV-229E, HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HKU4 (morcego), MHV 

(camundongo) e TGEV (porco). O sítio de interesse, que inclui a díade catalítica, se encontra na porção esquerda 

do monômero (cadeia A), representados de azul ou vermelho, concomitantes em todas as estruturas das enzimas. 

Demais sítios preditos foram destacados (vermelho, salmão, marrom, magenta, verde, laranja, branco, azul e 

amarelo). Imagens foram geradas diretamente do servidor PrankWeb.  

O método do servidor empregado se baseia em um modelo de ferramentas P2Rank, 

que utiliza um conjunto de preditores baseados em ML, apresentando assim uma maior 

robustez e acurácia preditiva ao comparar distintos estados conformacionais nos alvos, 

agrupando as regiões de interesse (JENDELE et al., 2019). Cada agrupamento predito recebe 

uma pontuação de classificação individual, ranqueando e priorizando os sítios de ligação. 

Estes resultados corroboram as análises do monômero da Mpro, sendo considerados para a 

construção do modelo farmacofórico nas etapas subsequentes no presente trabalho. 

Novamente, resíduos como Thr25, Thr26, His41, Phe140, Gly143, Ser144, Cys145, His163, 

His164, Glu166 e Gln189 foram preditos entre todas as estruturas (Tabela 10), representados 

no ranqueamento dos três sítios (quando aplicável) com maiores pontuações para as Mpro.  
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Tabela 10. Potenciais resíduos de interação preditos com PrankWeb nas diferentes Mpro  

Alvo 
Sítio #1 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #2 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #3 

Score (confiabilidade, %) 

7D1M 15.78 (60,5%) 14.71 (56,9%) 11.67 (44,5%) 

AA 

B_140 B_141 B_142 B_143 

B_144 B_145 B_163 B_164 

B_165 B_166 B_187 B_188 

B_189 B_25 B_26 B_27 

B_41 B_49 

A_140 A_141 A_142 A_143 

A_145 A_163 A_164 A_165 

A_166 A_187 A_188 A_189 

A_25 A_26 A_27 A_41 

A_49 

A_2 A_214 A_299 A_3 

A_302 A_303 A_304 A_306 

A_4 B_137 B_138 B_139 

B_140 B_141 B_166 B_169 

B_170 B_171 B_172 

6W2A 13.19 (51,0%) 12.65 (48,9%) 12.11 (46,6%) 

AA 

A_116 A_118 A_123 A_124 

A_139 A_141 B_111 B_127 

B_151 B_152 B_292 B_294 

B_295 B_298 B_299 B_6 

B_7 B_8 

A_140 A_141 A_142 A_143 

A_144 A_145 A_163 A_164 

A_165 A_166 A_172 A_187 

A_188 A_189 A_25 A_26 

A_27 A_41 A_49 

B_140 B_141 B_142 B_143 

B_144 B_145 B_163 B_164 

B_165 B_166 B_187 B_188 

B_189 B_25 B_26 B_27 

B_41 B_49 

6VH3 13.20 (51,1%) 10.49 (38,9%) 9.44 (33,8%) 

AA 

B_143 B_144 B_145 B_146 

B_147 B_148 B_166 B_167 

B_168 B_169 B_190 B_191 

B_192 B_24 B_25 B_26 

B_41 B_49 

A_119 A_121 A_126 A_142 

A_144 B_114 B_115 B_116 

B_130 B_154 B_155 B_156 

B_292 B_294 B_295 B_298 

B_299 B_302 B_6 B_7 B_8 

A_143 A_144 A_145 A_146 

A_147 A_148 A_166 A_167 

A_168 A_169 A_175 A_190 

A_191 A_192 A_25 A_26 

A_41 A_49 

2ZU2 11.74 (44,8%) 10.97 (41,1%)  

AA 

A_140 A_141 A_142 A_143 

A_144 A_145 A_163 A_164 

A_165 A_166 A_187 A_188 

A_189 A_25 A_26 A_27 

A_41 A_49 A_52 

B_140 B_141 B_142 B_143 

B_145 B_163 B_164 B_165 

B_166 B_187 B_188 B_189 

B_25 B_26 B_41 B_44 

B_49 

 

3D23 13.05 (50,5%) 9.98 (36,6%)  

AA 

B_140 B_141 B_142 B_144 

B_162 B_163 B_164 B_165 

B_186 B_187 B_188 B_25 

B_26 B_27 B_41 B_47 

B_51 

A_139 A_140 A_141 A_142 

A_143 A_144 A_162 A_163 

A_164 A_165 A_186 A_187 

A_188 A_25 A_26 A_41 

A_47 A_51 

 

5GWY 15.37 (59,2%) 13.49 (52,2%) 10.86 (40,6%) 

AA 

A_139 A_140 A_141 A_142 

A_144 A_163 A_164 A_165 

A_166 A_187 A_188 A_189 

A_25 A_26 A_27 A_41 

A_44 A_46 A_47 A_51 B_2 

A_127 A_128 A_130 A_136 

A_197 A_199 A_200 A_279 

A_280 A_281 A_283 A_284 

A_285 A_286 A_287 A_288 

A_3 A_4 A_5 B_136 B_277 

B_279 B_280 B_281 B_282 

B_283 B_287 B_3 B_4 B_5 

B_139 B_140 B_141 B_142 

B_144 B_163 B_164 B_165 

B_166 B_187 B_188 B_189 

B_25 B_26 B_27 B_41 

B_47 

2YNB 14.14 (54,8%) 13.01 (50.4%)  

AA 

B_144 B_145 B_146 B_147 

B_148 B_166 B_167 B_168 

B_169 B_190 B_191 B_192 

B_25 B_26 B_27 B_41 

B_49 

A_143 A_144 A_145 A_146 

A_147 A_148 A_166 A_167 

A_168 A_169 A_190 A_191 

A_192 A_25 A_26 A_41 

A_46 A_49 

 

AA: resíduos de aminoácidos; A_: cadeia A; B_: cadeia B; 7D1M: SARS-CoV-2; 6W2A: SARS-CoV; 6VH3: 

MERS-CoV; 2ZU2: HCoV-229E; 3D23: HCoV-HKU1; 5GWY: HCoV-NL63; 2YNB: HKU4 (morcego); 6JIJ: 

MHV (camundongo); e 1P9U: TGEV (porco).  
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Tabela 10. Potenciais resíduos de interação preditos com PrankWeb nas diferentes Mpro 

(continuação) 

Alvo 
Sítio #1 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #2 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #3 

Score (confiabilidade, %) 

6JIJ    16.81 (78,7%)       16.49 (78%)    14.90 (74,6%) 

AA 

A_1 B_138 B_139 B_140 

B_141 B_142 B_143 B_161 

B_162 B_163 B_164 B_185 

B_186 B_187 B_25 B_26 

B_27 B_39 B_41 B_48 

A_125 A_135 A_277 A_278 

A_279 A_281 A_282 A_283 

A_284 A_285 A_3 A_4 A_5 

B_125 B_135 B_277 B_278 

B_279 B_281 B_282 B_283 

B_284 B_285 B_3 B_4 B_5 

A_138 A_139 A_140 A_141 

A_143 A_161 A_162 A_163 

A_164 A_185 A_186 A_187 

A_25 A_26 A_41 A_44 

A_47 A_48 A_50 

1P9U 12.32 (47,5%) 7.34 (22,9%)  

AA 

A_136 A_278 A_279 A_280 

A_282 A_283 A_284 A_285 

A_286 A_287 A_3 A_4 A_5 

B_136 B_198 B_278 B_279 

B_280 B_282 B_283 B_284 

B_285 B_286 B_287 B_3 

B_4 B_5 

A_141 A_142 A_144 A_163 

A_164 A_165 A_186 A_187 

A_188 A_25 A_26 A_27 

A_41 A_47 A_51 

 

AA: resíduos de aminoácidos; A: cadeia A; B: cadeia B; 7D1M: SARS-CoV-2; 6W2A: SARS-CoV; 6VH3: 

MERS-CoV; 2ZU2: HCoV-229E; 3D23: HCoV-HKU1; 5GWY: HCoV-NL63; 2YNB: HKU4 (morcego); 6JIJ: 

MHV (camundongo); e 1P9U: TGEV (porco).  

Nelakuditi e Shrivastava (2021), empregaram a mesma técnica no planejamento de 

fármacos de reposicionamento contra Mpro de SARS-CoV-2, obtendo no sítio de ligação 

predito mais bem ranqueado os resíduos Thr25, Thr26, Leu27, His41, Met49, Phe140, 

Leu141, Asn142, Gly143, Ser144, Cys145, His163, His164, Met165, Glu166, Asp187, 

Arg188 e Gln189 (NELAKUDITI; SHRIVASTAVA, 2021). Liang et al., (2020), também já 

haviam demonstrado a consistência de PrankWeb quando comparado ao SiteMap 

(HALGREN, 2007), outro método de predição. Na análise de três estruturas cristalográficas 

da Mpro de SARS-CoV-2 foram evidenciados, por exemplo, His41, Gly143, Cys145, His163 e 

Gln189 (LIANG et al., 2020b), também corroborando aos dados obtidos no presente trabalho.  

Embora comparado entre apenas seis estruturas de diferentes coronavírus, um sítio 

principal também foi evidenciado para as PLpro (Figura 17), incluindo de TGEV. Os resíduos 

preditos, por sua vez, não foram compilados nesta seção devido a uma predição inconsistente 

do número total de sítios entre as proteases dos diferentes coronavírus, sendo: oito preditos 

para PDCOV, seis para IBV, três para SARS-CoV-2, dois para SARS-CoV e MERS-CoV, e 

somente um para TGEV.  
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Figura 17. Predições de potenciais sítios de ligação com PrankWeb nas PLpro de diferentes coronavírus. As 

predições empregando PrankWeb resultaram em potenciais sítios nas PLpro de (esquerda para direita): SARS-

CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, TGEV (porco), IBV (galinha) e PDCOV (porco). Sítio principal evidenciado 

na porção direita em azul, vermelho ou verde. Demais sítios preditos foram destacados (vermelho, salmão, 

verde, branco e azul). Imagens foram geradas diretamente do servidor PrankWeb.  

Ademais, foi observada uma inconsistência entre os sítios e resíduos das PLpro, 

inconsistentes entre os alvos avaliados. Adicionalmente, os três resíduos da tríade catalítica 

(Cys111, His272 e Asp286) foram preditos somente para PLpro de SARS-CoV-2 (Tabela 11).  

Tabela 11. Potenciais resíduos de interação preditos com PrankWeb na PLpro de SARS-CoV-2 

Alvo 
Sítio #1 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #2 

Score (confiabilidade, %) 

Sítio #3 

Score (confiabilidade, %) 

6WX4 6.72 (37,3%) 3.09 (10,5%) 2.85 (9,0%) 

AA 

D_106 D_109 D_111 D_162 

D_266 D_270 D_271 D_272 

D_274 D_286 

D_104 D_106 D_111 D_114 

D_115 D_272 D_273 D_285 

D_286 D_287 D_289 

D_12 D_13 D_131 D_134 

D_135 D_138 D_146 D_37 

D_56 D_71 D_87 

AA: resíduos de aminoácidos; D: cadeia principal.  

Embora uma localização equivalente ou similar entre algumas PLpro possa ter sido 

observada para o sítio que compreenderia a região da tríade catalítica, a inconsistência de 

predições entre estas proteases de diferentes coronavírus chama atenção para este alvo, 

diferente dos resultados para Mpro. Esse perfil também foi observado por Pitsillou et al., 

(2020), anteriormente, avaliando PrankWeb nas PLpro de MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-

CoV-2, com apenas Asp164 e/ou Asp302 concomitantes entre os três alvos, sem identificar 

resíduos catalíticos em nenhuma das enzimas (PITSILLOU et al., 2020).  
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Pitsillou et al., (2021), também empregaram PrankWeb na predição de resíduos de 

interesse somente nas PLpro de SARS-CoV-2, utilizando o mesmo alvo empregado no 

presente trabalho (PDB ID: 6WX4) e identificaram Gly163, Asp164, Arg166, Met208, 

Phe247, Phe248, Tyr264, Tyr268, Tyr273, Thr301 e Asp302, além dos resíduos catalíticos 

Cys111, His272 e Asp286, similares ao presente trabalho. Sítios similares também foram 

preditos para PDB ID: 6WUU, mas sem evidenciar os resíduos da tríade catalítica 

(PITSILLOU et al., 2021), reforçando o perfil inconsistente de predições entre as estruturas.  

Finalmente, a fim de se avaliar a conservação desses resíduos catalíticos e de demais 

resíduos de interesse entre as sequências das proteases dos diferentes coronavírus, um 

alinhamento foi feito empregando a ferramenta MUSCLE (MADEIRA et al., 2019). Os 

alinhamentos de sequências das PLpro (Apêndice C) evidenciam novamente as diferenças de 

sequências entre as PLpro dos diferentes coronavírus, exceção feita aos únicos dois 

coronavírus de uma mesma espécie, SARS-CoV e SARS-CoV-2. Por outro lado, as análises 

de alinhamento nas estruturas das Mpro (Apêndice C) também demonstraram 100% de 

conservação de alguns resíduos de interesse preditos como sítios de ligação, por exemplo, 

His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166 (Figura 18).  

   

Figura 18. Fração do alinhamento de sequências de aminoácidos das Mpro de diferentes coronavírus. 

Alinhamento no MUSCLE das sequências das Mpro (resíduos de 1-60 e 121-180) de TGEV, HCoV-229E, 

HCoV-NL63, SARS-CoV-2, SARS-CoV, HCoV-HKU1, MHV, MERS-CoV e HKU4, respectivamente. 

Resíduos conservados do sítio catalítico e outros de interesse para interação com ligantes com potencial 

pancoronavírus foram evidenciados (preto): His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166. Imagens foram 

geradas no MUSCLE.  
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Os seis resíduos representados, His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166, 

juntamente de Thr25, Thr26, His164 e Gln189, foram observados em todas as predições de 

PrankWeb para as Mpro de SARS-CoV-2 e de outros coronavírus. Contudo, no alinhamento de 

sequências, apenas os seis primeiros são conservados dentre todas as estruturas avaliadas. 

Ainda que ocorra uma substituição de aminoácidos, caso mantida a mesma propriedade entre 

resíduos na mesma posição (p.ex.: hidrofóbicos), uma interação com ligantes ainda poderia 

ser favorável, apresentando pouco ou nenhum efeito em um sítio de ligação, como 

demonstrado por Cho et al., (2021) para as Mpro de SARS-CoV e SARS-CoV-2 (CHO et al., 

2021).  

Nesse sentido, um alinhamento 3D por sobreposição das estruturas também foi feito 

no programa PyMOL (v0.99c), a fim de se evidenciar o estado conformacional dos resíduos 

conservados e/ou substituídos nas estruturas das Mpro. O alinhamento dos seis resíduos 

supracitados também apresentou posição e orientação espacial conservadas na estrutura das 

enzimas. Contudo, dentre os demais resíduos em potencial, como His164 e Gln189, as 

substituições para Gln164 e Pro189 nas Mpro de HCoV-229E e HCoV-NL63, por exemplo, 

conferindo diferenças conformacionais que podem alterar as interações com potenciais 

ligantes (Figura 19). As demais representações 3D das PLpro foram desconsideradas, uma vez 

que não há correspondência entre os sítios ativos, representando apenas o alinhamento de suas 

sequências (Apêndice C).  
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Figura 19. Alinhamento 3D de estruturas das Mpro de diferentes coronavírus. (A) O alinhamento 3D de 

estruturas das Mpro no programa PyMOL demonstrou a orientação conservada das conformações dos (B) 

resíduos His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166, bem como da influência na orientação das 

conformações de (C) resíduos não-conservados referente às posições 164 e 189 (substituições H164Q e Q189P; 

magenta) de HCoV-229E (posições 163 e 188, em razão do alinhamento das sequências). Imagens foram geradas 

com o programa PyMOL (v0.99c).  

5.2.3 Análises de interações entre ligantes e alvos moleculares de SARS-CoV-2 e 

diferentes coronavírus 

Sabendo que simulações de interações moleculares entre alvos e ligantes são 

importantes para predição do modo de inibição de moléculas em diferentes alvos moleculares 

(AZEVEDO et al., 2022), o redocking dos ligantes co-cristalizados das proteases também foi 

A 

B C 
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feito a fim de se predizer potenciais resíduos de interação. Especificamente para Mpro, uma 

vez que resíduos de interesse para interação com ligantes foram preditos de forma consistente 

(His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166), evidenciá-los no redocking seria de 

interesse para etapas posteriores, como a construção do farmacóforo. 

Nesta etapa, o valor do desvio quadrático médio (do inglês, Root Mean Score 

Deviation; RMSD) entre a pose do ligante co-cristalizado e a pose do ligante reproduzido na 

estrutura (redocking), bem como as pontuações de docking, devem ser considerados nas 

análises. Nesse sentido, um valor de RMSD baixo (≤ 1.0 Å) é considerado suficiente e 

representativo para comparação de análises de acoplamento com ligantes conhecidos, 

juntamente da pose de maior score, de acordo com cada algoritmo genético dentre os 

programas de docking (CASTRO-ALVAREZ; COSTA; VILARRASA, 2017; AZEVEDO et 

al., 2022). Não obstante, valores de RMSD próximos a 2.0 - 2.5 Å também podem ser 

considerados, a depender do tamanho e da flexibilidade (ligações rotacionáveis) da molécula 

atuando como ligante em uma estrutura. Essa consideração também se faz importante dado 

aos diferentes programas, suas respectivas faixas de pontuação e acurácia preditiva (WANG 

et al., 2016; AZEVEDO et al., 2022), bem como de possíveis especificidades por 

determinados alvos moleculares ou famílias de proteínas (CROSS et al., 2009), além da 

resolução (Å) dos cristais de alvos em estudo (AGRAWAL et al., 2019).  

O redocking do ligante co-cristalizado (GC376) da Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 

7D1M) foi feito no programa GOLD, e os parâmetros empregados foram: (i) ligações 

rotacionáveis da proteína mantidas como fixas; (ii) interação com o ligante co-cristalizado e 

átomos dentre um espaço de até 6 Å; (iii) chemscore_kinase como modelo de interação; (iii) 

um total de 200 reproduções com o algoritmo genético (GA runs); (iv) CHEMPLP como 

função de pontuação, sem permitir encerramentos prematuros (RMSD < 0,5 Å); e (v) busca 

do algoritmo genético selecionada como lenta (maior acurácia). Foram identificados 

interagindo com o ligante co-cristalizado: (i) Thr26, Gly143, Cys145, Met165, Glu166, 

Pro168 e Gln189 na cadeia A (RMSD = 3,63 Å); e (ii) Phe140, Gly143, Met165, Glu166 e 

Gln189 na cadeia B (Figura 20) (RMSD = 2,19 Å).  
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Figura 20. Redocking de GC376 na cadeia B da Mpro de SARS-CoV-2, utilizando programa GOLD. 

Representação da pose (rosa) da molécula de GC376 no redocking (RMSD de 2.19 Å) na Mpro (PDB ID: 7D1M) 

de SARS-CoV-2 (cinza), comparado ao ligante co-cristalizado (branco) obtido experimentalmente na estrutura 

cristalográfica. Os resíduos de interesse His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166 (ciano) foram 

destacados. Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c).  

 Considerando que os mesmos resíduos preditos nas análises estruturais da Mpro de 

SARS-CoV-2 (PDB ID: 7D1M) no presente trabalho corroboram parcialmente aos dados de 

docking do estudo de origem (FU et al., 2020), que demonstrou uma ligação covalente do 

inibidor GC376 com Cys145, além de interações com Phe140, Gly143, His163, His164 e 

Glu166 utilizando o programa GLIDE. Sendo Phe140, Gly143, His163 e Glu166 

concomitantes às predições de sítios de ligação, as análises de docking também foram feitas 

com outras estruturas cristalográficas da Mpro de SARS-CoV-2, a fim de evidenciar se as 

variações de interação entre as cadeias A e B com outros ligantes também seriam mantidas. 

Nesse sentido, foram comparadas as estruturas denominadas “estruturas-irmãs” de 7D1M, as 

estruturas 7C6U (GC376), 7C6S e 7BRP (boceprevir), além de outras estruturas disponíveis 

utilizando o programa GOLD (Tabela 12).   
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Tabela 12. Resíduos de interação com ligantes co-cristalizados nas Mpro de SARS-CoV-2 preditos 

em análises com programa GOLD  

 PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante 

Complexo 7D1M GC376 7C6U GC376 7C6S boceprevir 7BRP boceprevir 

Cadeia A B A B A B A B 

AA Cys145 Cys145 His164 His164 His164  Asn142 Asn142 

 Gly143 Gly143 His163 His163 His41 His41 Cys145 Cys145 

 Phe140 Phe140 Glu166 Glu166 Glu166 Glu166 His164 His164 

 Glu166 Glu166 Cys145 Cys145 Cys145 Cys145 Glu166 Glu166 

 Gln189 Gln189 Gly143 Gly143 Gly143 Gly143 Thr26 Thr26 

 His164 His164 Phe140 Phe140 Met49 Met49  Ser144 

     Thr26 Thr26  Leu141 

 PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante 

Complexo 6LU7 N-3 7BQY N-3 6Y2F Cetoamida 6Y7M β-carbamato 

Cadeia A B A B A B A B 

AA Phe140 Phe140 Phe140 Phe140 His41 His41 Phe140 Phe140 

 Gly143 Gly143 Gly143 Gly143 Phe140 Phe140 Gly143 Gly143 

 Cys145 Cys145 Cys145 Cys145 Gly143 Gly143 Cys145 Cys145 

 Glu166 Glu166 Glu166 Glu166 Cys145 Cys145 His164 His164 

 Gln189 Gln189 Gln189 Gln189 His164 His164 Glu166 Glu166 

 Thr190 Thr190 Thr190 Thr190 Glu166 Glu166   

   Met49 Met49     

AA: resíduos de aminoácidos; A: cadeia A; B: cadeia B; Códigos PDB das Mpro de SARS-CoV-2: 7D1M, 7C6U, 

7C6S, 7BRP, 6LU7, 7BQY, 6Y2F e 6Y7M.  

Esses dados corroboram as análises de docking já observadas na literatura de diversos 

estudos avaliando o inibidor da Mpro de Feline infectious peritonitis virus (FIPV), um 

coronavírus felino, GC376 (KIM et al., 2012), com a Mpro de SARS-CoV-2 (FU et al., 2020; 

LUAN et al., 2023), bem como das Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV (HU et al., 2020). 

Nesse sentido e, pensando na estratégia de um inibidor pancoronavírus, a reprodução dos 

ligantes co-cristalizados das Mpro dos demais coronavírus também foram comparadas com 

programa GOLD (Tabela 13), a fim de se avaliar a consistência de interações ocorrendo com 

os resíduos preditos anteriormente nas análises estruturais (His41, Phe140, Gly143, Cys145, 

His163 e Glu166).   
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Tabela 13. Resíduos de interação com ligantes co-cristalizados nas Mpro de outros coronavírus 

preditos em análises com programa GOLD  

Coronavírus 229E Humano NL63 Humano HKU1 Humano HKU4 Morcego 

 PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante 

Complexo 2ZU2 MPD 5GWY N-3 3D23 N-3 2YNB G85 

Cadeia A* B* A B A B A***# B*** 

AA Phe139  Phe139 Glu166 Phe140  His41  
 Asn141  Gly142 Ser190 Gly143  Phe143  
 His162  Cys144  His163  Cys148  
 Glu165  His163  Glu166  His166  
   Gln164  Glu189  Gln167  
       Glu169  
       Gln192  

Coronavírus SARS Humano MERS Humano MHV Camundongo TGEV Porco 

 PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante PDB Ligante 

Complexo 6W2A sulfonic 6VH3 sulfonic 6JIJ PJE-010 1P9U MRD 

Cadeia A B A*** B*** A** B** A* B* 

AA His41 His41 His41 His41 His41 Phe138 His41  

 Cys145 Cys145 Leu49 Leu49 Phe138 Gly141 Phe139  

 Cys148 His163 Cys148 Cys148 Gly141 Cys143 His162  

 His163 His164 Gln167 His166 His161 Gln162 His163  

 His164 His166 His166 Gln167 Glu164 Glu164 Leu164  

 Glu166 Pro168 Glu169 Met168 Gln187 Asp185 Leu166  

 Pro168 Asp187 Ala171 Glu169 Val188 Gln187 Ser189  

 Gln189 Gln189  Ala171  Val188   

 Ala191 Ala191  His194     

AA: resíduos de aminoácidos; A: cadeia A; B: cadeia B; 2ZU2: HCoV-229E; 3D23: HCoV-HKU1; 5GWY: 

HCoV-NL63; 2YNB: HKU4 (morcego); 6W2A: SARS-CoV; 6VH3: MERS-CoV; 6JIJ: MHV (camundongo); e 

1P9U: TGEV (porco). *corresponde a n-1 na sequência de resíduos a partir de Phe140 (Phe139); **n-2: Phe140 

(Phe138); e ***n+3: Phe140 (Phe143). #Resíduos Leu49, Leu170, Phe188 e Gln195 foram omitidos da tabela.  

 Pelo menos dois dos seis resíduos anteriormente preditos foram observados nas 

interações, o que corrobora a importância desses aminoácidos como potenciais sítios de 

interação. Estudos da literatura também já demonstraram a importância destes resíduos nas 

interações com inibidores em análises de docking, como His41 e Glu166 nas Mpro de SARS-

CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV, 229E, NL-63, HKU1, HKU4 e MHV (JIN et al., 2020a). 

Adicionalmente, His163 e Glu166 também foram demonstrados nas interações com 

nirmatrelvir (OWEN et al., 2021), além de Cys145 nas diferenças de interação entre 

nirmatrelvir e ritonavir (Paxlovid) na Mpro de SARS-CoV-2 (DAWOOD, 2022).   
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Subsequente a essas análises, o redocking da PLpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 6WX4) 

também foi feito, identificando os resíduos interagindo com o ligante co-cristalizado, VIR251, 

um inibidor planejado para esta protease (RUT et al., 2020). Trp106, Cys111, Gly163, 

Asp164, Met208, Tyr264, Tyr268, Gly271 e His272 foram identificados (RMSD = 2.45 Å), 

incluindo dois dos três resíduos catalíticos (Figura 21).  

 

Figura 21. Redocking de VIR251 na PLpro de SARS-CoV-2, utilizando programa GOLD. Representação da 

pose da molécula de VIR251 (rosa) no redocking (RMSD = 2.45 Å) da PLpro (PDB ID: 6WX4), destacando os 

resíduos da tríade catalítica Cys111, His272 e Asp286 (ciano), íon zinco (cinza) e ligante co-cristalizado 

(branco) obtido experimentalmente. Imagens foram geradas com o programa PyMOL (v0.99c).  

 Tomados em conjunto, esses resultados corroboram os resíduos de interesse nas 

proteases de SARS-CoV-2, bem como das Mpro de outros coronavírus, ambos de interesse, 

por exemplo, na construção dos modelos farmacofóricos de cada enzima. Nesse sentido, 

sabendo quais resíduos interagem com determinados ligantes, também pode ser avaliada a 

estabilidade e frequência de interações em simulações ao longo do tempo, empregando 

simulações de dinâmica molecular, a fim de validar tais aminoácidos para a construção dos 

modelos farmacofóricos a serem empregados nas triagens virtuais.  

5.2.4 Simulações de dinâmica molecular: Mpro e PLpro de SARS-CoV-2  

As simulações de dinâmica molecular (DM) das proteases foram conduzidas, 

inicialmente, com ligantes co-cristalizados das duas proteases. Buscando simular os 

movimentos de átomos a nível molecular, as DM permitiram avaliar mudanças 

conformacionais dos ligantes e a frequência de interações entre os complexos alvo-ligante ao 

longo do tempo, corroborando pontos de interação preditos (PrankWeb e redocking). 
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Especificamente para PLpro de SARS-CoV-2, os dados considerados se basearam no estudo de 

Ferreira et al., (2022) (FERREIRA et al., 2022) e foram apresentados nesta seção.  

Inicialmente, simulações de 1 µs (5 x 200 ns) foram feitas para a estrutura alvo da Mpro 

de SARS-CoV-2 (PDB ID: 7D1M), predizendo contatos (interações) de diferentes 

grupamentos químicos do inibidor GC376 com resíduos Phe140 (48%), Cys145 (93%), 

His163 (90%), His164 (75%), Glu166 (96%) e Gln189 (74%), além de Thr26 (30%) e Gly143 

(40%) mediados por moléculas de água (Figura 22). O resíduo da díade catalítica Cys145 

interage com um grupo hidroxila do ligante, bem como Thr26 e Gly143, mediados por uma 

molécula de água. Os resíduos Phe140, His163, His164, Glu166 e Gln189, por sua vez, se 

orientam a grupos amida de GC376.  

 

Figura 22. Simulações de DM do ligante co-cristalizado (GC376) da Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 

7D1M). Simulações de 200 ns foram feitas em cinco replicatas. Esquema de contatos de átomos do inibidor 

GC376 nos resíduos da Mpro de SARS-CoV-2. Frequências de interação com grupos amida são observadas para 

Phe140, His163, His164, Glu166 e Gln189, além de interações de Thr26, Gly143 e Cys145 com um grupo 

hidroxila. Tipos e linhas de tendência de interação: ligação de hidrogênio ou polar (azul), iônica ou carga 

negativa (vermelho), hidrofóbica (verde) e mediadas por água (branco). Imagens foram geradas com o programa 

Schrodinger.  
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Simulações na faixa de microsegundos auxiliam, por exemplo, na predição de 

reorganizações e mudanças estruturais de proteínas em interações com ligantes, enquanto 

múltiplas replicatas ou escalas de tempo também podem auxiliar na avaliação das diferentes 

formas de vibração das proteínas durante o relaxamento e recuperação do estado inicial 

(BRUST et al., 2013). Adicionalmente, 1 µs dos ligantes boceprevir e GC376, das estruturas 

PDB ID: 7C6S (Figura 23) e 7C6U (Figura 24), respectivamente, também foram 

conduzidas, a fim de comparar os resultados da estrutura primária da Mpro de SARS-CoV-2 

(7D1M) com suas “estruturas-irmãs”. Na primeira estrutura cristalográfica simulada (7C6S) 

foram identificados os resíduos His41 (88%), Gly143 (91%), Cys145 (95%), His164 (68%), 

Glu166 (89, 91 e 92%) e Gln189 (28%). O resíduo da díade catalítica His41 interage com um 

grupo hidroxila do ligante, enquanto Gly143, Cys145, His164, Glu166 e Gln189 se orientam 

a grupos amida. Aminoácidos também podem apresentar interações superiores a 100%, em 

razão de contatos múltiplos de um mesmo resíduo com diferentes átomos do ligante, a 

exemplo de Glu166 (Figura 23).  

 

Figura 23. Simulações de DM do ligante co-cristalizado (boceprevir) da Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 

7C6S). Simulações de 200 ns foram feitas em cinco replicatas. Esquema de contatos de átomos do ligante 

boceprevir nos resíduos da Mpro de SARS-CoV-2. Frequências de interação com grupos amida são observadas 

para Gly143, Cys145, His164, Glu166 e Gln189, além de interações His41com um grupo hidroxila. Tipos e 

linhas de tendência de interação: ligação de hidrogênio ou polar (azul), iônica ou carga negativa (vermelho), 

hidrofóbica (verde) e mediadas por água (branco). Imagens foram geradas com o programa Schrodinger.  
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Ao longo do tempo da simulação se corroboram os mesmos resíduos anteriormente 

preditos como potenciais sítios de interação, além de resíduos concomitantes à primeira 

simulação de DM, mesmo com um ligante diferente. Na última estrutura cristalográfica 

avaliada da Mpro de SARS-CoV-2 (7C6U), com inibidor GC376, resultados similares (Figura 

24) àqueles da estrutura alvo primária (7D1M) foram obtidos. Contatos de Cys145 (93%), 

com um grupo hidroxila do ligante, bem como Thr26 (28%) e Gly143 (27%) mediados por 

uma molécula de água foram novamente observados. Os resíduos His164 (27%), Glu166 

(63%) e Gln189 (42%) também se orientam a grupos amida, embora com menores 

frequências de interação quando comparados à estrutura primária.   

 

Figura 24. Simulações de DM do ligante co-cristalizado (GC376) da Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 

7C6U). Simulações de 200 ns foram feitas em cinco replicatas. Esquema de contatos de átomos do inibidor 

GC376 nos resíduos da Mpro de SARS-CoV-2. Frequências de interação com grupos amida são observadas para 

Phe140, His163, His164, Glu166 e Gln189, além de interações de Thr26, Gly143 e Cys145 com um grupo 

hidroxila. Tipos e linhas de tendência de interação: ligação de hidrogênio ou polar (azul), iônica ou carga 

negativa (vermelho), hidrofóbica (verde) e mediadas por água (branco). Imagens foram geradas com o programa 

Schrodinger. 

Os resíduos Gly143, Cys145 e Glu166 foram consistentes nas interações com os 

ligantes co-cristalizados dentre todas as replicatas, corroborando àqueles preditos nas análises 

anteriores. Estes dados corroboram achados da literatura de interações com a Mpro de SARS-

CoV-2, em que resíduos His41, Gly143, His163, Glu166 e Gln189 são frequentemente 

encontrados interagindo com ligantes em simulações de MD (KUMAR et al., 2020; KAPLA 
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et al., 2021), aquém de Cys145 em ligações covalentes, e em MD de até 1 µs, juntamente de 

Phe140, Gly143, His163, His164 e Glu166 (HAYEK-ORDUZ et al., 2022), que usualmente 

são sugeridos em influenciar na atividade inibitória de moléculas bioativas. Especificamente 

Gly143 e His163 também já apresentaram maiores frequências de interações em simulações 

na faixa de microssegundos, entre 40 e até 70% do tempo das simulações (FERREIRA et al., 

2021), similares aos dados obtidos no presente trabalho.  

As análises da PLpro de SARS-CoV-2, por sua vez, se basearam nos estudos de 

Ferreira et al., (2022), que empregaram uma metodologia similar àquela do presente trabalho, 

comparando quatro inibidores conhecidos desta protease, como GRL-0617, em simulações de 

até 10 microsegundos (FERREIRA et al., 2022). As análises demonstraram que, além dos 

resíduos da tríade catalítica, Cys111, His272 e Asp286, Tyr268 e Gln269 apresentaram 

maiores frequências de interação, de até 96% para determinados inibidores. Junto destes 

dados, considerando todas as análises estruturais e de interação ligante-alvo, resíduos foram 

selecionados como pontos de referência na construção de modelos farmacofóricos para 

triagem virtual de potenciais moléculas bioativas contra as duas proteases nas etapas a seguir.  

5.2.5 Construção de modelos farmacofóricos da Mpro e PLpro de SARS-CoV-2 

Buscando filtrar e obter potenciais moléculas bioativas contra as duas proteases, as 

informações obtidas até aqui (FTSite, FTMap, PrankWeb, redocking e DM) foram utilizadas 

para construção de modelos farmacofóricos baseados nas estruturas cristalográficas da Mpro 

(PDB ID: 7D1M) e da PLpro (PDB ID: 6WX4) de SARS-CoV-2. Centroides de interação 

molecular, ou seja, regiões ou pontos passíveis de interagir com estruturas de diferentes 

moléculas a serem triadas foram construídos sobre resíduos de interesse, utilizando a 

plataforma UNITY no programa SYBYL-X 2.1.  

O modelo farmacofórico da Mpro considerou os dois resíduos da díade catalítica (His41 

e Cys145), além de Phe140, Gly143, His163 e Glu166, dois caracterizados como doadores de 

ligações de hidrogênio (Gly143 e Cys145) e quatro como aceptores (His41, Phe140, His163 e 

Glu166) (Figura 25). Já os resíduos Thr26, Asn142, His164 e Gln189, além de Met49 e 

Met165 (potenciais hidrofóbicos) foram desconsiderados, haja visto uma certa inconsistência 

de interações e frequências de interação apresentadas para um determinado ligante ou 

estrutura nos diferentes alvos avaliados de SARS-CoV-2 e dos demais coronavírus, por 

exemplo, as substituições H164Q.  
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Arun et al., (2020), observaram resíduos Gly143 e Glu166 interagindo com ligantes 

durante a construção de um modelo farmacofórico da Mpro de SARS-CoV-2 (ARUN et al., 

2020). Hayek-Orduz et al., (2022), também observaram Phe140, Gly143, Cys145, His163, 

Glu166 (selecionados no presente trabalho), além de His164, em interações frequentes com 

ligantes entre até 15 estruturas cristalográficas da protease, na construção de modelos 

farmacofórios baseados em docking e simulações de DM (HAYEK-ORDUZ et al., 2022).  

 

Figura 25. Modelo farmacofórico construído na Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 7D1M). O modelo 

apresenta seis centroides de interação sendo dois doadores (azul) e quatro aceptores (vermelho) de ligações de 

hidrogênio, assinalados aos resíduos de Gly143 e Cys145, e His41, Phe140, His164 e Glu166, respectivamente. 

Estrutura em modelo de cartoon (cinza). Imagens foram geradas com o programa SYBYL-X 2.1.  

Na construção do modelo farmacofório na PLpro de SARS-CoV-2 (Figura 26), por sua 

vez, os resíduos da tríade catalítica (Cys111, His272 e Asp286) foram selecionados 

juntamente de Asp164, Tyr264, Gly266 e Gly271, idênticos ou similares (Tyr264) dentre 

todas as sequências das PLpro dos diferentes coronavírus, com exceção de PDCOV 

(substituições D164C, G268N e G271N). Os resíduos Trp106, Gly163 e Tyr268, embora de 

interesse nas interações da PLpro de SARS-CoV-2 (RUT et al., 2020; OSIPIUK et al., 2021), 

foram desconsiderados, uma vez que não foram preditos nas análises com PrankWeb (Gly163 

e Tyr268) e não são conservados dentre as PLpro dos demais coronavírus (Trp106). O resíduo 

Pro248, por sua vez, embora considerado de suporte nas interações com inibidores 

(FERREIRA et al., 2022), também sofre uma substituição em TGEV, sendo desconsiderado 

nesse modelo.  
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Figura 26. Modelo farmacofórico construído na PLpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 6WX4). O modelo 

apresenta sete centroides de interação sendo quatro doadores (azul) e três aceptores (vermelho) de ligações de 

hidrogênio, sendo um destes considerado como partial match. Centroides foram assinalados sobre os resíduos 

catalíticos Cys111, His272 e Asp286, juntamente de Asp164 (partial match), Tyr264, Gly266 e Gly271. 

Estrutura em modelo de cartoon (cinza). Imagens foram geradas com o programa SYBYL-X 2.1.  

O resíduo Asp164 foi incluído como partial match, ou seja, podendo ou não ser 

considerado em interações no modelo farmacofórico e, uma vez que interações com esse 

resíduo estão usualmente associadas a inibidores mais potentes (FERREIRA et al., 2022), 

torna-las obrigatórias poderia descartar demais inibidores na triagem virtual. Conforme 

mencionado (SASIDHARAN et al., 2020), triagens virtuais permitem selecionar apenas os 

potenciais inibidores com melhor encaixe ou interações em alvos moleculares, 

especificamente em uma cavidade ou sítio específico. Pensando nisso, nos modelos das 

proteases de SARS-CoV-2 aqui apresentados, os centroides foram restritos com uma margem 

de tolerância de até 1,0 Å cada, evitando descartar potenciais moléculas bioativas a serem 

avaliadas nas etapas posteriores.  

5.2.6 Construção dos conjuntos de dados e triagens virtuais de moléculas bioativas  

Construídos os modelos farmacofóricos, as estruturas 3D (construídas ou importadas) 

das moléculas de cada conjunto de dados (BraCoLi, DrugBank, GMR, NuBBE e ZINC15) 

foram submetidas à mesma preparação do HQSAR. Foram conferidas estereoquímica e 

geradas as conformações de maior estabilidade (estado energético mais favorável) no 

programa OMEGA 4.1.1. Cada molécula também teve seu estado de ionização corrigido de 

acordo com pH fisiológico a aplicação fixpka no pacote computacional QUACPAC 2.1.2. 
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Posteriormente, os filtros de propriedades físico-químicas com caráter “druglike” ou 

fármaco-similar foram aplicados somente ao conjunto ZINC15, buscando otimizar a triagem 

virtual a ser feita, reduzindo o número total de moléculas (6,8 milhões). Inicialmente, 

modificações dos parâmetros baseados nas regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) e Veber 

(VEBER et al., 2002) foram empregados (Tabela 2; tópico 4.1.5) buscando aprimorar o filtro 

inicial, por exemplo, uma pequena margem de tolerância de 10% ajustada para os parâmetros 

de massa molecular (550 Da) e de log P (5,5), comparado com a regra de Lipinski (até 500 Da 

e 5,0, respectivamente).  

Já comparado às regras de Veber, pouco mais do dobro da superfície polar pode ser 

considerado (300 Å²), em razão do possível alto caráter polar de moléculas a serem triadas. 

Os átomos permitidos, por sua vez, foram limitados a carbono, oxigênio, nitrogênio, 

hidrogênio, fósforo, enxofre, flúor, cloro, bromo e iodo, em razão do campo de força do 

ligante no docking, e considerando maximizar a viabilidade sintética de potenciais candidatos 

obtidos.  Dois centros quirais também foram delimitados, buscando reduzir a possibilidade de 

enantiômeros e facilitar uma eventual viabilidade de síntese de moléculas. Já a carga total (-2 

a +2) se baseou em uma maior disponibilidade de cargas positivas para interagir com átomos 

no alvo, permitindo, por exemplo, interações iônicas e de hidrogênio. Contudo, o número não 

pode ser elevado o bastante, haja visto que o estado de ionização influencia diretamente na 

solubilidade e, consequentemente, na permeabilidade em membranas celulares (TEN BRINK; 

EXNER, 2009; H. BROOKS; C. GUIDA; G. DANIEL, 2011).  

Finalmente, o filtro de solubilidade mínima das moléculas foi delimitado como baixo, 

limitado a DMSO) até completamente solúveis, em razão da capacidade deste solvente em 

dissolver moléculas com diferentes propriedades físico-químicas, apresentar uma baixa 

volatilidade comparada a demais solventes, miscibilidade com água e outros solventes, além 

da possibilidade de congelamento em nitrogênio líquido (-196 ºC), sendo uma opção mais 

favorável à manutenção da estabilidade de moléculas em uma solução (WAYBRIGHT; 

BRITT; MCCLOUD, 2009).  

Dentre as mais de 6,8 milhões de moléculas triadas dos cinco conjuntos de dados, 397 

foram obtidas do ZINC15 (Molport), 35 do GMR e três do DrugBank para Mpro, além de 107 

do GMR para PLpro (Figura 27). Nenhuma molécula nas quimiotecas NuBBE e BraCoLi 

foram obtidas ao final das triagens pelos farmacóforos. Devido à indisponibilidade de 

recursos para aquisição de moléculas e/ou fármacos, bem como da inviabilidade de síntese 
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dos hits do MolPort e DrugBank para Mpro, a triagem destes bancos de dados foram 

interrompidas nesta etapa e, consequentemente, não foram executadas para PLpro.  

   

Figura 27. Hits das triagens virtuais contra as proteases de SARS-CoV-2. Exemplos de moléculas (hits) 

obtidos nas triagens pelos modelos farmacofóricos (cinza) das (A) Mpro e (B) PLpro de SARS-CoV-2. Poses 

apresentando interações preditas com os centroides de cada farmacóforo (amarelo). Centroides do tipo aceptores 

de ligação de hidrogênio (vermelho) e doadores de hidrogênio (azul) são destacados.  

Selecionados os hits dos modelos com as duas proteases, o docking das moléculas com 

Surflex-Dock foi feito sob as mesmas condições anteriores (redocking) e, aqueles mais bem 

ranqueados pela pontuação score (> 8,5), foram selecionadas para uma nova análise de 

docking no programa GOLD, também sob os mesmos parâmetros anteriores. Foi feita uma 

inspeção visual dos resultados deste crossdocking, ou seja, análises de interação de 

acoplamento em dois ou mais programas de docking distintos, em que moléculas com poses 

similares foram selecionadas para análises posteriores (JIMÉNEZ-AVALOS et al., 2021), 

como simulações de DM e avaliações da atividade inibitória enzimática in vitro.  

Finalmente, 18 moléculas da quimioteca GMR, todas disponíveis no campus da 

UCSD, foram selecionadas como potenciais inibidores para Mpro (scores entre 8,891 e 10,91) 

e 25 para PLpro (scores entre 8,56 e 10,55), totalizando 43 estruturas. Algumas estruturas 

foram omitidas em razão do termo de confidencialidade da parceria entre UCSD e UFMG, até 

a publicação dos manuscritos vinculados ao presente trabalho (em preparação). Contudo, 

dentre as moléculas selecionadas, apenas 14 (32,56%) se encontravam fisicamente 

disponíveis para as simulações de DM e os ensaios de inibição da atividade enzimática 

subsequentes (Tabela 14).  

A B 
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Tabela 14. Moléculas selecionadas após o protocolo de triagem virtual contra as proteases  

#VS Cód. MM Alvo Situação #VS Cód. MM Alvo Situação 

338 6429 330,38 PLpro Ausente 255 6512 483,57 Mpro WRR-305 

292 6475 350,37 PLpro Vazio 259 6508 498,58 PLpro WRR-301 

286 6481 366,37 Mpro Vazio 258 6509 489,53 PLpro WRR-302 

341 6426 358,44 PLpro Ausente 1537 0001 545,63 Mpro Ausente 

295 6472 364,4 PLpro Ausente 145 6620 511,62 Mpro WRR-478 

362 6405 363,41 Mpro WRR-193 136 6629 564,71 Mpro Ausente 

335 6432 372,46 PLpro Ausente 135 6630 556,72 PLpro WRR-500 

287 6480 394,42 PLpro Ausente 165 6600 556,64 PLpro Vazio 

360 6407 377,44 Mpro WRR-195 1244 4035 532,63 PLpro Ausente 

423 6344 392,45 PLpro Ausente 164 6601 563,67 PLpro WRR-453 

285 6482 408,45 Mpro Ausente 1256 3927 555,63 PLpro Ausente 

363 6404 391,47 Mpro Ausente 147 6618 539,67 Mpro Vazio 

289 6478 406,48 PLpro Ausente 1344 3237 560,71 PLpro Vazio 

361 6406 405,5 Mpro Ausente 212 6554 576,71 Mpro WRR-390 

1217 4069 836,47 Mpro Ausente 226 6541 609,71 PLpro WRR-366 

310 6457 420,51 PLpro Ausente 274 6493 590,74 PLpro Ausente 

419 6348 447,53 PLpro Ausente 221 6545 577,74 PLpro WRR-377 

125 6640 480,62 Mpro Ausente 163 6602 584,69 PLpro WRR-454 

1254 3929 507,59 Mpro Ausente 250 6517 620,77 Mpro WRR-310 

263 6504 468,55 Mpro WRR-297 162 6603 633,76 PLpro Vazio 

1245 4034 465,51 Mpro Ausente 324 6443 681,85 PLpro Ausente 

- - - - - 293 6474 378,43 PLpro Ausente 

#VS: número de origem na triagem virtual (VS); Cód.: código; MM: Massa Molecular. 

Portanto, um conjunto final (Figura 28) compreendendo 14 moléculas, sendo sete 

contra Mpro e sete contra PLpro, todas oriundas da série denominada “WRR” (William R. 

Roush), foi selecionado para as análises in vitro. O reduzido número de moléculas 

selecionadas fez por tornar não prioritárias as análises comparativas entre os programas 

Surflex-Dock e GOLD, bem como das simulações de DM, poupando tempo ao longo dessa 

etapa da triagem.  
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Figura 28. Conjunto de moléculas selecionadas contra as proteases de SARS-CoV-2. (A) Hits selecionados 

na triagem virtual contra Mpro: WRR-193, WRR-195, WRR-297, WRR-305, WRR-310, WRR-390 e WRR-478. 

(B) Hits selecionados na triagem virtual contra PLpro: WRR-301, WRR-302, WRR-366, WRR-377, WRR-453, 

WRR-454 e WRR-500. Estruturas representadas em 2D. Imagens foram geradas no programa ChemDraw.  

Finalmente, visando aumentar o número de moléculas a serem avaliadas, 127 

análogos, intermediários e derivados de síntese dos hits obtidos da série WRR foram incluídos 

a fim de expandir o conjunto a ser testado nos ensaios contra as proteases. Assim, inferências 

sobre a relação entre as estruturas químicas e a atividade biológica também poderiam ser 

feitas (p.ex.: HQSAR) nesta estratégia.   

A 

B 
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5.3 Ensaios biológicos 

5.3.1 Avaliação da inibição da atividade enzimática  

Dentre as 14 moléculas selecionadas das triagens virtuais, no entanto, nenhuma 

daquelas testadas apresentou inibição superior a 50% quando avaliadas a 10 µM. Contudo, 

dentre os 127 análogos avaliados, cinco moléculas (WRR-180, 181, 317, 385 e 438) inibiram 

pelo menos 50% da atividade enzimática da Mpro de SARS-CoV-2 a 10 µM (entre 51,55 ± 

1,38 % e 100,00 ± 0,00 %). Um segundo ensaio também foi feito a 5 µM, em que apenas 

WRR-180 (98,70 ± 1,04 %) e WRR-181 (100,00 ± 0,0 %) mantiveram a atividade inibitória 

inicial acima de 50% (Apêndice A). Curiosamente, a molécula WRR-177 apresentou um 

aumento da atividade inibitória a 5 µM (de 7,45 ± 0,6 % para 34,24 ± 2,9 %). Nos ensaios 

com a PLpro, por sua vez, com exceção do controle GRL-0617 a 10 μM (72,3 ± 1,03 %), 

nenhuma das moléculas inibiu ao menos 50% da atividade enzimática (dados não 

apresentados). Nesta avaliação, somente WRR-315 (38,07 ± 1,49 %) apresentou alguma 

atividade superior a 20% contra PLpro de SARS-CoV-2.  

As cinco moléculas com atividade inibitória a 10 µM (≥ 50% de inibição) foram então 

avaliadas em ensaios para determinação da curva de dose-resposta, obtendo os valores da 

concentração inibitória de 50% (IC50). Dentre as moléculas, WRR-180 e WRR-181 

apresentaram valores de IC50 na faixa de nanomolar, 0,415 ± 0,018 e 0,086 ± 0,0015 µM, 

respectivamente. Adicionalmente, WRR-317, WRR-385 e WRR-438 apresentaram valores de 

IC50 na faixa de micromolar, sendo 8,12 ± 0,043, 16,42 ± 0,095 e 8,72 ± 0,54 µM, 

respectivamente (Tabela 15).  

A adição de um grupamento éster após o substituinte eteno na cadeia terminal de 

WRR-180 aumentou cerca de cinco vezes os valores de IC50 quando comparado ao seu 

análogo, WRR-181, embora ainda mantendo de atividade inibitória da Mpro de SARS-CoV-2 

na faixa de nanomolar. Similarmente, a adição de um éster e isopentano, bem como a 

substituição do éter em WRR-385 aumentou em quase duas vezes os valores da IC50 

comparado a seu análogo WRR-438, que também apresentou valores de IC50 similares a seu 

análogo WRR-317 com a substituição de uma hidroxietil-ciclopropanona para um 

sulfonilbenzeno metano. O controle nirmatrelvir foi avaliado em uma concentração fixa de 

0,1 µM, inibindo a atividade enzimática em pelo menos 90% em todos os ensaios, o que 

corrobora valores de IC50 na literatura, entre 3 e 4 nM (ANTONOPOULOU et al., 2022; 

DUVEAU; THOMAS, 2022).  
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Embora a atividade de nirmatrelvir contra as diferentes Mpro dos três coronavírus já 

tenha sido descrita, inclusive para os demais coronavírus que infectam seres humanos (CHEN 

et al., 2022), a possibilidade resistência a este fármaco também já foi evidenciada em 

diferentes estudos (ABDELNABI et al., 2023; JOCHMANS et al., 2023), o que denota a 

importância da contínua busca de novos inibidores com atividade contra essas proteases 

(IKETANI et al., 2022). A resistência está associada, por exemplo, a mutações de resíduos 

usualmente associados a sítios de ligação ou ao sítio catalítico, como Phe140 e His172 (DE 

OLIVEIRA et al., 2022), Ser144, Met165, Glu166 e His172 (HU et al., 2022), Leu50, Glu166 

e Leu167 (JOCHMANS et al., 2023), bem como Leu50 e Glu166, com validações em ensaios 

celulares com células Vero e A549-ACE2 (linhagem pulmonar humana expressando ACE2) 

(ZHOU et al., 2022), e somente em Glu166, aumentando em até 100 vezes a IC50 contra 

SARS-CoV-2 recombinante em células Huh7 (linhagem de carcinoma hepático humano) 

(IKETANI et al., 2022).  

Considerando a consonância dos resíduos (p.ex.: Glu166) entre as Mpro de diferentes 

coronavírus, as proteases de SARS-CoV e MERS-CoV também foram incluídas nos ensaios 

de inibição da atividade enzimática. Dentre as cinco moléculas com atividade contra Mpro de 

SARS-CoV-2, duas apresentaram atividade inibitória a 10 µM (≥ 50% de inibição) contra 

protease de SARS-CoV e tiveram sua IC50 determinada para WRR-180 e WRR-181, ambas 

também na faixa de nanomolar, 0,7 ± 0,0125 e 0,11 ± 0,0175 µM, respectivamente. 

Igualmente, também foi observada atividade inibitória contra Mpro de MERS-CoV, com 

valores de IC50 de 3,786 ± 0,64 e 0,83 ± 0,0535 µM determinados para WRR-180 e WRR-

181, respectivamente. Assim como observado para Mpro de SARS-CoV-2, a adição de um 

grupamento éster após o substituinte eteno na cadeia terminal de WRR-180 também 

aumentou os valores de IC50 em pelo menos quatro vezes comparado ao seu análogo WRR-

181, mantendo a faixa de micromolar. Ademais, WRR-317, WRR-385 e WRR-438 não foram 

capazes de inibir pelo menos 50% a atividade das enzimas a 10 µM (Tabela 15).  

Ghosh et al., (2021), também demonstraram o efeito de substituintes éster em 

pequenas moléculas na manutenção da atividade inibitória contra Mpro de SARS-CoV-2, com 

valores de IC50 de 0,12 µM para molécula denominada 7b, mas reduzindo a atividade antiviral 

contra SARS-CoV-2 em ensaios celulares com células Vero, com valores de EC50 de 8 µM. 

Adicionalmente, os autores também avaliaram a molécula contra Mpro SARS-CoV e, assim 

como evidenciado no presente trabalho, valores mais altos de IC50 (0,9 µM) também foram 
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obtidos comparados a SARS-CoV-2. Neste estudo, análises de docking também foram feitas 

para 7b, corroborando interações, por exemplo, com His41 e Cys145 (GHOSH et al., 2021).  

Pillaiyar et al., (2022), também empregaram uma abordagem que compreendia a 

combinação de docking, MD, triagem virtual e ensaios enzimáticos para o planejamento e 

obtenção de inibidores contra as Mpro de MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2. Os autores 

obtiveram, após etapas de triagem virtual e modificações sintéticas, inibidores contra Mpro de 

SARS-CoV-2 na faixa de nanomolar, a exemplo das moléculas denominadas 3w e 3x, com 

valores de IC50 de 0.0114 ± 0.0028 e 0.0876 ± 0.0109 µM, respectivamente. As mesmas 

moléculas também apresentaram atividade contra as Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV, com 

valores de IC50 de 0.06 ± 0.00 e 0.303 ± 0.059 µM para 3w, respectivamente, e de 1.52 ± 0.01 

e 1.31 ± 0.28 µM para 3x (PILLAIYAR et al., 2022). Os autores planejaram e avaliaram 

pequenas moléculas análogos, derivados e intermediários de síntese de tioésteres, estruturas 

com menor massa molecular quando comparado às moléculas obtidas e avaliadas no presente 

trabalho (Tabela 15).  
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Tabela 15. Atividade inibitória (μM) contra as Mpro de SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV  

Molécula MM (g/mol) SARS-CoV-2 SARS-CoV MERS-CoV 

 
WRR-180 

438,5 0,415 ± 0,018 0,7 ± 0,0125 3,786 ± 0,64 

 
WRR-181 

380,4 0,086 ± 0,0015 0,11 ± 0,0175 0,83 ± 0,0535 

 
WRR-317 

477,6 8,12 ± 0,043 
20,46 ± 0,69a 

(10 μM) 

0,0 ± 0,0a 

(10 μM) 

 
WRR-385 

599,7 16,42 ± 0,095 
0,00 ± 0,00a 

(10 μM) 

16,05 ± 2,53a 

(10 μM) 

 
WRR-438 

577,7 8,72 ± 0,54 
21,28 ± 0,62a  

(10 μM) 

0,00 ± 0,00a  

(10 μM) 

 
Nirmatrelvir 

499,53 
98,08 ± 1,21a 

(0,1 μM) 

95,37 ± 4,63a 

(0,1 μM) 

53,11 ± 4,65a 

(0,1 μM) 

a O percentual de inibição é representado como a média e o erro do desvio-padrão calculados entre pelo menos 

dois ensaios independentes em triplicata. O erro é apresentado como a razão entre o desvio-padrão e a raiz 

quadrada do número de replicatas/leituras (n ≥ 6).   
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Goetz et al., (2007), avaliaram moléculas da série WRR sintetizadas contra a Mpro de 

SARS-CoV (GOETZ et al., 2007), presentes em uma quimioteca com cerca de 2.000 de 

inibidores de cisteína proteases da University of California San Francisco (UCSF) do Sandler 

Center for Basic Research in Parasitic Diseases (dados não publicados), não relacionadas 

àquelas avaliada no presente trabalho (GMR), bem como dos análogos testados (WRR), com 

exceção de WRR-182 e WRR-183. Um inibidor irreversível (α,β-epoxicetona) foi obtido, 

corroborando a preferência por resíduos Gln na posição P1 de ligantes e substratos dessa 

protease, sendo direcionado para síntese de 12 análogos, resultando em moléculas da série 

WRR (WRR-182, 183, 210, 211, 485-488, 492, 493, 495 e 496) (GOETZ et al., 2007).  

As 12 moléculas foram avaliadas em ensaios de inibição da atividade enzimática da 

Mpro de SARS-CoV, sendo oito ativas (WRR-182, 183, 210, 211, 486, 492, 495 e 496), com 

valores da razão entre a taxa de inibição (k3) e a constante de inibição (ki) entre 0,0001 e 0,5 

µM/s. As moléculas WRR-183 e WRR-495 também foram avaliadas em ensaios de 

citotoxicidade e atividade antiviral por uma técnica de luminescência, obtendo valores de 

EC50 de 12 e 50 µM, respectivamente, com IS de 5,04 e 0,4 (GOETZ et al., 2007).  

As moléculas WRR-182, 183, 210, 211 e 496, todas ativas contra Mpro de SARS-CoV, 

apresentam similaridade estrutural com WRR-180 e WRR-181, diferenciando-se apenas na 

configuração dos respectivos estereocentros, ou seja, a orientação R ou S dos grupos 

substituintes e, especificamente, na presença de um substituinte epóxi no lugar dos 

substituintes eteno de WRR-180 e WRR-181. Ademais, WRR-182 e WRR-183 não 

apresentaram atividade inibitória (> 50%) frente à Mpro de SARS-CoV-2 até 5 µM. Essas 

diferenças podem estar associadas ao perfil de interações observado com os resíduos Met49, 

Phe140, Leu144, His163, Glu166, Met165 e His172 em análises de docking para WRR-183 

(GOETZ et al., 2007), diferentemente daqueles observados para WRR-180 e WRR-181 

discutidos a seguir no presente trabalho (Figura 31), interagindo principalmente com Asn142, 

Gly143 e Cys145 (WRR-180) e His41 (WRR-181), ao longo de simulações de DM.  

As curvas de dose-reposta das moléculas, por sua vez, apresentaram um perfil similar 

dentre as atividades inibitórias avaliadas, especificamente entre WRR-180 e WRR-181 

(Figura 29). Especificamente para o controle nirmatrelvir, a curva não foi feita, em razão dos 

resultados consolidados e corroborados na literatura, por exemplo, naquelas com valores de 

IC50 de 4 nM (DUVEAU; THOMAS, 2022) e de 3,11 nM (ANTONOPOULOU et al., 2022).  
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Figura 29. Curvas de dose-resposta dos inibidores contra Mpro de SARS-CoV-2. Valores de IC50 de cada 

replicata foram calculados a partir da regressão não linear e do desvio-padrão de cada ponto na determinação das 

curvas, sendo considerados os menores que 10% (r2 > 0.9). Ao menos nove concentrações foram avaliadas entre 

0,01 e 40 M. Os dados foram analisados com GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, 

EUA). Todas as condições foram avaliadas em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

 Igualmente, curvas de dose-reposta das moléculas WRR-180 e WRR-181 

determinadas para as Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV, por sua vez, também apresentaram 

um perfil similar às curvas de nirmatrelvir (Figura 30). Esse perfil poderia sugerir o mesmo 

comportamento reversível de nirmatrelvir nestas moléculas, especificamente considerando os 

substituintes eteno atuando como um grupo funcional eletrofílico (HUANG et al., 2022).  
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Figura 30. Curvas de dose-resposta de WRR-180 e WRR-181 contra as Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV. 

Valores de IC50 de cada replicata para SARS-CoV (coluna esquerda) e MERS-CoV (coluna direita) foram 

calculados a partir da regressão não linear e do desvio-padrão de cada ponto nas curvas, sendo considerados os 

menores que 10% (r2 > 0.9). Ao menos oito concentrações foram avaliadas entre 0,02 e 10 M. Os dados foram 

analisados com GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA). Todas as condições 

foram avaliadas em triplicata e em pelo menos dois ensaios independentes (n ≥ 6).  

Naturalmente, a natureza da inibição (reversível ou irreversível) poderia ser avaliada 

mediante ensaios e análises do mecanismo de ação de cada inibidor, especificamente quando 

a taxa de formação de uma ligação covalente é relativamente lenta e a constante de equilíbrio 

da reação “k” sofre influência da velocidade da reação, ou seja, considerando a dissociação do 

complexo inibidor-proteína (HUANG et al., 2022). Mellot et al., (2021), por exemplo, 
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empregaram ensaios de diluições por salto na caracterização do inibidor K777 (candidato 

avaliado em ensaios clínicos), um inibidor irreversível da catepsina L de SARS-CoV-2 

(MELLOTT et al., 2021).  

Pillaiyar et al., (2022), também sugerem que especificamente para pequenas moléculas 

atuando como inibidores irreversíveis, a eficácia é frequentemente determinada pela força do 

grupo funcional eletrofílico, independente da ocupação dos demais sítios nas interações 

ligante-alvo (PILLAIYAR et al., 2022). Esse perfil pode corresponder às diferenças de 

potência entre o inibidor obtido no presente trabalho, WRR-181 (IC50 = 0,086 ± 0,0015 µM) e 

nirmatrelvir (IC50 = 0,003 µM), dado às interações covalentes reversíveis com Cys145 dos 

respectivos grupos eteno e cianeto (nitrila), respectivamente. Além das diferenças associadas 

aos grupos eletrofílicos, as variações nas frequências de interações (p.ex.: simulações de DM) 

de determinados resíduos também podem corroborar a respeito da potência de determinados 

inibidores da Mpro de SARS-CoV-2, a exemplo dos resíduos His41, Cys145, His163, Glu166 

e Gln189, como sugerido anteriormente (FERREIRA et al., 2021).  

Nesse sentido, também foram feitas simulações de DM de 1 µs (5 x 200 ns) para 

avaliação do perfil de interações de WRR-180 e WRR-181 na Mpro de SARS-CoV-2 (Figura 

31), a fim de se comparar dados existentes de interações com nirmatrelvir, por exemplo. Os 

resultados corroboram aos achados de simulações previamente discutidos, a exemplo das 

interações com o ligante co-cristalizado GC376 e de boceprevir nas Mpro de SARS-CoV-2 

(Figura 22 e 23). Nas DM de WRR-180 foram evidenciados contatos de Cys145 (63%) com 

um grupo cetona do ligante, bem como Asn142 (51%) e Gly143 (57%) se orientando a grupos 

amidas, além de Glu166 (40%) com um éster. Já para WRR-181, somente contatos com 

His41 (33 e 41%) foram observados.  

Além das análises anteriores, esses dados também são similares a simulações com 

nirmatrelvir, que demonstraram contatos covalentes com Cys145, além de interações com 

Glu166 (DE OLIVEIRA et al., 2022), bem como de interações com Gly143, Met165 e 

Glu166 em simulações de um modelo farmacofórico (HAYEK-ORDUZ et al., 2022). 

Adicionalmente, em um farmacóforo, a quantidade de centroides e, estes podendo ou não ser 

considerados em interações (partial match), poderiam restringir ou desconsiderar possíveis 

inibidores que interagiriam somente com um ou dois resíduos no alvo, como predito nas 

simulações de DM para WRR-180 (Figura 31).  
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Figura 31. Simulações de DM de WRR-180 e WRR-181 na Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID: 7D1M). 

Simulações de 200 ns foram feitas em cinco replicatas. Esquema de contatos de átomos de (A) WRR-180 e (B) 

WRR-181 nos resíduos da Mpro de SARS-CoV-2. Frequências de interação de WRR-180 com grupos amida 

observadas para Asn142 e Gly143, além de Cys145 com grupo cetona e Glu166 com éster. Já WRR-181 interage 

somente com His41 em dois contatos, com amida e benzeno terminal. Tipos e linhas de tendência de interação: 

ligação de hidrogênio ou polar (azul), iônica ou carga negativa (vermelho), hidrofóbica (verde) e mediadas por 

água (branco). Imagens foram geradas com o programa Schrodinger. 

Esse perfil de interações com determinados resíduos das Mpro de SARS-CoV-2, bem 

como de outros coronavírus, também reforçam a influência de determinados resíduos na 

atividade de inibidores. Greasley et al., (2022), demonstraram, por exemplo, a conservação de 

interações de nirmatrelvir com Cys145 e Glu166 entre as Mpro de diferentes linhagens de 

SARS-CoV-2, mantendo também uma equivalência na potência da atividade inibitória nos 

ensaios de inibição da atividade enzimática (GREASLEY et al., 2022). Nesse sentido, uma 

alusão ao perfil de interações dos ligantes e inibidores obtidos e avaliados no presente 

trabalho, a exemplo de WRR-180, também foi similar àquelas observadas para outros 

coronavírus, como SARS-CoV e MERS-CoV, especificamente sobre ligações covalentes com 

Cys145, além de interações com Glu166 (LI et al., 2022).  

A 

B 
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 Tomados em conjunto, os dados até aqui apresentados também reforçam a importância 

de uma abordagem ampla no planejamento de inibidores contra alvos moleculares de 

diferentes organismos, como foi a busca de moléculas bioativas contra Mpro de SARS-CoV-2 

e demais coronavírus. A identificação de dois inibidores com atividade pancoronavírus contra 

as Mpro de SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV abordada no presente trabalho, por sua 

vez, reflete o sucesso de uma estratégia que combinou diferentes métodos computacionais 

para triar e avaliar ligantes contra os alvos propostos. Estes, no entanto, seguirão para ensaios 

biológicos na avaliação de citotoxicidade e de atividade antiviral, ambos em ensaios celulares, 

conforme se almeja para uma validação, por exemplo, de campanhas computacionais que 

obtiveram êxito em análises e ensaios preliminares (AZEVEDO et al., 2022).  

 Pensando nessa abordagem e, sob aguardo do envio das duas moléculas apresentadas 

no presente trabalho (WRR-180 e WRR-181), uma abordagem experimental in vitro 

complementar foi feita, a fim de se identificar potenciais moléculas bioativas contra um 

modelo CR-2 de coronavírus murino (MHV-3). Essa triagem biológica, apresentada no tópico 

a seguir, remete às etapas subsequentes que serão feitas na parceria estabelecida entre UCSD 

e UFMG, avaliando os dois candidatos (WRR-180 e WRR-181) com atividade inibitória da 

Mpro de SARS-CoV-2 no NB3 do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG.  

5.3.2 Avaliação da atividade antiviral de moléculas bioativas contra MHV-3  

Sabendo que a combinação de estratégias computacionais de sucesso é de interesse 

para investigações posteriores em modelos in vitro e in vivo, extratos e moléculas bioativas 

obtidas de uma triagem de isolados triterpenos com atividade antiviral predita contra Mpro de 

SARS-CoV-2 – dados em preparação – foram selecionadas para avaliação de sua atividade 

antiviral. Nesse sentido e, mediante restrição de trabalho em nível de biossegurança 2 (NB2), 

um coronavírus murino (MHV-3), CR-2, foi utilizado em ensaios celulares com L929, 

empregando a técnica colorimétrica de MTT para determinação das concentrações citotóxica 

(CC50) e efetiva de 50% (EC50). Todos os extratos e isolados avaliados apresentaram valores 

de CC50 superiores a 200 µg/mL e 100 µM, respectivamente (Tabela 16). A concentração 

efetiva de 50% também foi avaliada sob as mesmas condições, adicionando uma suspensão 

viral de MHV-3 a uma MOI de 0,1. Dois triterpenos, AG6 e AG11 (2,91 ± 0,26 e 68,87 ± 

5,54 µM) e dois extratos, EAE e EH (166,94 ± 14,61 µg/mL e 185,73 ± 15,6 µg/mL), 

apresentaram atividade antiviral, resultando em IS entre 1,08 e 34,36.  
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Tabela 16. Avaliação biológica de extratos e triterpenos contra MHV-3 em células L929 

Substância CC50 (µM ou µg/mL) EC50 (µM ou µg/mL) IS 

EH > 200 µg/mL 185,73 ± 15,6 µg/mL > 1,08 

EC > 200 µg/mL NA - 

EAE > 200 µg/mL 166,94 ± 14,61 µg/mL > 1,2 

AB5 > 100 µM NA - 

AG11 > 100 µM 68,87 ± 5,54 µM > 1,45 

MB4 > 100 µM NA - 

AG6 > 100 µM 2,91 ± 0,26 µM > 34,36 

NY7 > 100 µM NA - 

EL5 > 100 µM NA - 

RW5 > 100 µM NA - 

EL7 > 100 µM NA - 

Ribavirina 80,8 µM < 10 µM > 8,08 

NA: não ativo.  

 

 Chiow et al., (2016), já haviam demonstrado o potencial de extratos da folha de menta 

de peixe (Houttuynia cordata) na atividade antiviral contra MHV em células CCL9 (linhagem 

de epitélio hepático de camundongo). Extratos da folha, além de isolados de cinanserina 

foram avaliados contra o vírus empregando MTT, apresentando valores de EC50 entre 0,98 e 

62,5 μg/mL, com IS entre 2 e > 4 (CHIOW et al., 2016). A cinanserina, por sua vez, já havia 

sido demonstrada como inibidor das Mpro de SARS-CoV e HCoV-229E, com valores de IC50 

de 5 µM, e também confirmadas com atividade antiviral em ensaios de redução do número de 

placas de lise com células Vero, obtendo valores de EC50 entre 19 e 34 µM (CHEN et al., 

2005), sugerindo o potencial dessa e de demais moléculas como inibidores para Mpro de 

SARS-CoV-2.  

Nesse âmbito, Yi et al., (2021), também identificaram isolados triterpenos de extratos 

de alcaçuz com atividade antiviral contra SARS-CoV-2 em células Vero, a partir de uma 

triagem virtual e análises de docking de 125 moléculas de uma quimioteca de ervas 

medicinais. Saponina e ácido glicirretínico foram identificados inibindo a multiplicação de 

SARS-CoV-2, com valores de EC50 de 0,075 e 3,17 µM, respectivamente, com IS > 1.333,33 

e > 31,54 (YI et al., 2022).  
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Alhadrami et al., (2021), também identificaram triterpenos isolados (ácidos ursólico, 

betulínico e maslínico) com atividade inibitória contra Mpro de SARS-CoV-2, inicialmente 

selecionados a partir de análises de docking e simulações de DM, obtendo valores de IC50 

entre 3,22 e 89,67 µM (ALHADRAMI et al., 2021). Baev et al., (2022), também 

identificaram análogos de triterpenos derivados de um triterpenoide com atividade contra Mpro 

de SARS-CoV-2, preditos com análises de docking, obtendo valores de IC50 entre 12,5 ± 13 e 

100 ± 5 µM nos ensaios de inibição da atividade enzimática (BAEV et al., 2022). 

Corroborando a breve triagem contra MHV-3 em células L929, esses dados demonstram a 

possibilidade do emprego de ensaios in vitro para validação de resultados de estratégias e 

abordagens computacionais de êxito (AZEVEDO et al., 2022), a exemplo do planejamento de 

moléculas bioativas desenvolvido no presente trabalho.   
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6 CONCLUSÃO 

 

A estratégia com um modelo de HQSAR empregado para triagem da quimioteca 

BraCoLi identificou 24 potenciais inibidores da Mpro de SARS-CoV-2, que não inibiram ao 

menos 50% da atividade enzimática da protease quando avaliados na concentração de 10 µM. 

No entanto, não foi definido o domínio de aplicabilidade nesta análise. Estes dados 

demonstram que a estratégia de HQSAR, isoladamente, pode apresentar robustez e acurácia 

preditiva, mas requer, por exemplo, a determinação do espaço químico dos ligantes propostos, 

bem como de um limiar para atividade biológica bem definido, a fim de aprimorar sua 

capacidade preditiva e potencial de sucesso.  

Na estratégia de SBDD, seis resíduos de interesse foram identificados nas Mpro de 

diferentes coronavírus (His41, Phe140, Gly143, Cys145, His163 e Glu166), além de sete para 

PLpro de SARS-CoV-2 (Cys111, Asp164, yr264, Gly266, Gly271, His272 e Asp286). 

Modelos farmacofóricos foram construídos e permitiram filtrar grandes bancos de dados 

buscando reduzir o número de candidatos a serem avaliados em ensaios biológicos, embora 

nenhuma das moléculas obtidas e disponíveis após a triagem tenha apresentado atividade 

inibitória superior a 50% nas concentrações de 10 e 5 µM avaliadas. Ainda que plausíveis, o 

número de centroides “pancoronavírus” delimitados podem ter restringido ou 

desconsideraram possíveis inibidores que interagiriam somente com um ou dois resíduos nos 

alvos. Igualmente, a ausência de inibidores na quimioteca GMR avaliada (14 de 43 

disponíveis), bem como a falta de recursos para aquisição de moléculas comercialmente 

disponíveis (MolPort), podem ter mitigado o potencial de hits positivos.  

As moléculas consideradas análogos estruturais disponíveis e avaliadas, cinco tiveram 

IC50 determinadas para as Mpro de SARS-CoV-2 (0.086 ± 0.0015 a 16.42 ± 0.095 µM), sendo 

duas (WRR-180 e WRR-181) também ativas contra as Mpro de SARS-CoV e MERS-CoV 

(0.11 ± 0.0175 a 3.786 ± 0.64 µM). Especificamente nestas duas moléculas, um substituinte 

eteno pode estar associado a atividade observada nas Mpro dos diferentes coronavírus, 

similarmente ao perfil de inibição de nirmatrelvir. Ademais, esse perfil é sugerido nas 

interações preditas com His41, Cys145 e Glu166 discutidas na literatura e corroboradas ao 

longo do presente trabalho.  
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Finalmente, uma série de extratos e isolados triterpenos previamente preditos contra 

SARS-CoV-2, especificamente com atividade inibitória contra Mpro, foram avaliados contra 

um modelo MHV-3, mimetizando ensaios biológicos a serem feitos com SARS-CoV-2 no 

NB3 da UFMG (perspectivas do presente trabalho). Neste modelo de estudo em NB2, quatro 

substâncias, sendo dois triterpenos e dois extratos, apresentaram atividade antiviral resultando 

em IS entre 1,08 e 34,36. Portanto, estratégias computacionais, como as baseadas em alvos 

moleculares empregando a predição de sítios de ligação, docking, simulações de DM e 

triagens virtuais, a exemplo daquelas conduzidas no presente trabalho, são capazes de obter 

potenciais inibidores a serem confirmados posteriormente em ensaios in vitro, demonstrando 

o potencial de sucesso no planejamento de moléculas bioativas contra SARS-CoV-2.   
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APÊNDICE A – Atividade inibitória (%) da série de moléculas análogos dos hits (WRR) 

contra Mpro de SARS-CoV-2 

Molécula 
% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 
 Molécula 

% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 

129 0,0 ± 0,0 0,21 ± 0,17  182 0,00 ± 0,00 6,17 ± 0,79 

130 0,0 ± 0,0 5,45 ± 4,45  183 0,00 ± 0,00 5,76 ± 3,08 

139 0,0 ± 0,0 3,53 ± 2,88  193 0,81 ± 0,81 4,12 ± 1,52 

145 0,0 ± 0,0 3,85 ± 3,14  195 0,00 ± 0,00 4,99 ± 3,57 

146 0,0 ± 0,0 0,64 ± 0,52  196 0,54 ± 0,54 4,48 ± 0,7 

148 0,8 ± 0,8 7,26 ± 5,93  197 0,00 ± 0,00 7,53 ± 4,52 

150 0,0 ± 0,0 2,56 ± 2,09  198 0,00 ± 0,00 5,24 ± 1,48 

152 2,98 ± 0,29 4,51 ± 0,85  200 0,45 ± 0,45 4,18 ± 3,15 

153 0,08 ± 0,08 3,42 ± 2,79  201 0,00 ± 0,00 7,38 ± 1,98 

157 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00  202 0,09 ± 0,09 5,61 ± 3,11 

158 0,0 ± 0,0 1,92 ± 1,57  209 0,00 ± 0,00 3,1 ± 1,76 

159 0,08 ± 0,08 2,24 ± 1,83  203 0,00 ± 0,00 6,19 ± 3,21 

160 0,92 ± 0,92 15,47 ± 3,77  229 0,00 ± 0,00 4,39 ± 1,37 

161 0,0 ± 0,0 1,6 ± 1,31  230 0,36 ± 0,36 3,97 ± 3,97 

163 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00  235 0,97 ± 0,97 1,01 ± 1,01 

164 0,25 ± 0,25 0,00 ± 0,00  236 0,43 ± 0,43 0,43 ± 0,43 

166 1,27 ± 0,8 5,24 ± 4,27  241 0,00 ± 0,00 4,71 ± 2,27 

168 4,05 ± 1,27 5,13 ± 4,19  261 0,00 ± 0,00 3,22 ± 0,52 

169 12,53 ± 0,26 20,08 ± 0,18  267 0,00 ± 0,00 1,36 ± 0,84 

170 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00  281 0,00 ± 0,00 1,66 ± 0,88 

171 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00  286 0,00 ± 0,00 1,29 ± 1,19 

172 0,00 ± 0,00 1,28 ± 1,05  287 0,34 ± 0,34 1,22 ± 0,92 

173 0,36 ± 0,36 3,33 ± 3,22  288 1,41 ± 0,73 0,58 ± 0,58 

174 1,59 ± 1,59 5,98 ± 3,39  292 0,00 ± 0,00 2,28 ± 0,61 

176 0,00 ± 0,00 8,74 ± 5,25  293 1,62 ± 1,15 1,45 ± 0,96 

177 7,45 ± 0,6 34,24 ± 2,9  297 1,19 ± 0,83 0,93 ± 0,83 

179 2,17 ± 2,17 5,81 ± 3,22  299 2,29 ± 1,25 2,53 ± 1,35  

180 96,75 ± 1,04 98,70 ± 1,04  300 5,96 ± 2,9 1,26 ± 0,63  

181 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00  301 1,7 ± 0,96 1,56 ± 0,79 

a O percentual de inibição é representado como a média e o erro do desvio-padrão calculados entre um ensaio 

independente em triplicata. O erro é apresentado como a razão entre o desvio-padrão e a raiz quadrada do 

número de replicatas/leituras (n = 3).  
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A.1. Atividade inibitória (%) da série de moléculas análogos dos hits (WRR) contra Mpro de 

SARS-CoV-2 (continuação) 

Molécula 
% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 
 Molécula 

% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 

302 11,02 ± 2,36 5,94 ± 3,4  366 2,32 ± 2,32 4,4 ± 2,22 

303 0,34 ± 0,34 2,10 ± 1,07  368 1,19 ± 0,72 4,71 ± 1,3 

304 1,02 ± 0,59 1,65 ± 3,38  370 6,02 ± 3,56 6,45 ± 0,35 

305 2,54 ± 1,46 3,19 ± 2,18  372 4,70 ± 2,39 7,07 ± 1,19 

306 0,59 ± 0,59 0,00 ± 0,00  376 4,33 ± 2,51 5,81 ± 2,9 

307 0,00 ± 0,00 0,93 ± 0,47  377 4,37 ± 2,22 6,86 ± 1,87 

308 2,17 ± 1,44 3,33 ± 1,89  378 8,82 ± 4,17 4,41 ± 1,93 

309 0,76 ± 0,52 3,06 ± 1,32  379 6,55 ± 3,96 9,86 ± 0,71 

310 2,72 ± 1,38 4,14 ± 2,14  381 11,42 ± 3,67 14,3 ± 1,03 

311 3,97 ± 1,94 1,46 ± 1,46  382 13,15 ± 2,5 10,53 ± 5,3 

312 2,38 ± 2,38 7,35 ± 4,02  384 19,24 ± 4,18 23,88 ± 4,43 

315 4,82 ± 4,58 8,09 ± 3,76  385 51,55 ± 1,38 39,80 ± 1,51 

316 4,94 ± 2,71 7,3 ± 0,51  389 3,65 ± 3,65 5,46 ± 1,43 

317 53,97 ± 1,34 31,67 ± 1,34  390 11,07 ± 5,85 5,25 ± 0,3 

318 30,16 ± 0,88 15,68 ± 2,74  391 7,11 ± 3,63 9,65 ± 1,2 

319 4,07 ± 4,07 3,89 ± 3,66  392 10,04 ± 3,27 5,78 ± 0,43 

320 4,71 ± 2,54 3,46 ± 1,11  397 6,08 ± 3,1 11,49 ± 1,82 

333 1,0 ± 0,87 4,47 ± 1,62  398 5,26 ± 2,72 5,36 ± 2,0 

342 6,93 ± 3,5 5,48 ± 2,49  400 3,30 ± 2,11 9,92 ± 3,67 

343 0,67 ± 0,67 5,99 ± 1,82  412 1,07 ± 0,68 1,19 ± 0,89 

346 5,37 ± 2,77 5,38 ± 2,22  413 0,00 ± 0,00 1,61 ± 1,61 

347 9,33 ± 5,5 9,48 ± 3,57  414 0,37 ± 0,37 1,35 ± 1,18 

350 0,83 ± 0,83 2,97 ± 2,97  415 1,3 ± 1,3 2,85 ± 1,41  

352 3,59 ± 1,98 1,95 ± 1,22  416 1,58 ± 0,88 1,94 ± 1,77  

353 3,29 ± 1,85 4,97 ± 1,12  417 0,00 ± 0,00 2,30 ± 0,99 

356 1,74 ± 1,09 5,82 ± 1,6  418 2,97 ± 1,68 8,01 ± 1,33 

358 1,39 ± 1,39 5,33 ± 3,03  419 0,00 ± 0,00 3,06 ± 1,53 

360 4,23 ± 2,68 8,82 ± 0,2  431 0,00 ± 0,00 2,93 ± 2,11 

361 2,69 ± 2,05 3,72 ± 1,16  436 1,57 ± 1,57 1,77 ± 1,18 

a O percentual de inibição é representado como a média e o erro do desvio-padrão calculados entre um ensaio 

independente em triplicata. O erro é apresentado como a razão entre o desvio-padrão e a raiz quadrada do 

número de replicatas/leituras (n = 3).  
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A.1. Atividade inibitória (%) da série de moléculas análogos dos hits (WRR) contra Mpro de 

SARS-CoV-2 (continuação) 

Molécula 
% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 
 Molécula 

% inibição 

(10 μMa) 

% inibição  

(5 μMa) 

438 52,55 ± 3,61 45,09 ± 0,53  463 2,61 ± 2,61 1,68 ± 0,85 

439 3,99 ± 2,61 8,45 ± 1,28  464 1,23 ± 1,23 2,84 ± 2,74 

441 5,75 ± 2,72 7,52 ± 0,76  465 0,84 ± 0,84 2,91 ± 2,31 

442 7,55 ± 4,94 9,4 ± 1,08  466 2,53 ± 2,53 3,18 ± 3,08 

443 2,87 ± 1,4 4,03 ± 2,13  467 3,87 ± 2,44 3,17 ± 3,17 

444 1,94 ± 1,94 8,69 ± 2,48  468 2,95 ± 2,25 3,36 ± 2,07 

445 5,07 ± 2,54 7,38 ± 1,8  477 0,23 ± 0,23 1,36 ± 0,97 

446 0,00 ± 0,00 1,85 ± 1,18  478 0,00 ± 0,00 4,05 ± 2,97 

447 5,26 ± 2,64 4,03 ± 2,17  479 0,23 ± 0,23 1,53 ± 1,53 

453 0,00 ± 0,00 5,11 ± 1,66  482 2,01 ± 1,66 3,97 ± 3,46 

454 2,77 ± 1,38 3,95 ± 1,29  500 1,15 ± 1,15 4,02 ± 4,02 

459 0,00 ± 0,00 4,23 ± 2,33  605 5,65 ± 1,18 8,72 ± 4,84 

460 0,00 ± 0,00 2,38 ± 2,05  - - - 

Nirmatrelvir 
95,79 ± 2,12 

(100 nM) 

93,43 ± 0,13 

(100 nM) 
 Nirmatrelvir 

95,78 ± 2,12 

(100 nM) 

92,01 ± 0,07 

(100 nM) 

a O percentual de inibição é representado como a média e o erro do desvio-padrão calculados entre um ensaio 

independente em triplicata. O erro é apresentado como a razão entre o desvio-padrão e a raiz quadrada do 

número de replicatas/leituras (n = 3).  
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APÊNDICE B – Moléculas (BraCoLi) selecionadas no modelo de HQSAR 

B.1. Moléculas oriundas da seleção por PubChem  

 PubChem (código BraCoLi)  

 

QF1 (BR010480) 

 

 

QF2 (BR010479) 

 

QF6 (BR020100) 
 

QF9 (BR020117) 

 

QF3 (BR010481) 

 

 

QF4 (BR020097) 

 

QF7 (BR020098) 

 

QF10 (BR020119) 

 

QF5 (BR020099) 

 

QF8 (BR020101) 

 

QF11 (BR020127) 
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B.1. Moléculas oriundas da seleção por PubChem (continuação) 

PubChem (código BraCoLi) 

 

QF12 
 

QF15 

 

QF18 

 

QF13 
 

QF16 (BR020113) 

 

QF19 

 

QF14 
 

QF17 

 

QF20 
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B.2. Moléculas oriundas da seleção por AtomPairs2DCount 

AtomPairs2DCount (código BraCoLi) 

 

QF21 (BR010185) 

 

QF22 

 

QF23 

 

QF24 
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APÊNDICE C – Alinhamento de sequências das proteases de SARS-CoV-2 

C.1. Alinhamento das sequências de Mpro de SARS-CoV-2 e dos demais coronavírus  
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C.2. Alinhamento das sequências de PLpro de SARS-CoV-2 e dos demais coronavírus  

 

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8) 
 
 

pdcov ---LNRTIVRTTTDYDQVTTKALTPQGVLEANL FDGEDF--V--QEPKPGQIYLEV 
idv --TCKQKTIYLTEDGVKYRSIVLKPGDSLG-QFGQVYAKNKIV--FTADDVEDKEILYVP 
tgev    

mers ----------------------- QLTIEVLVTVDGVNFRTVVLNNKNTYRSQLGCVFFNGADISDTIPDEKQNGHSLYLA 
sars       --EVKTIKVFTTVDNTNLHTQLVDMSMTYGQQFGPTYLDGADVTKIKPHVNHEGKTFFVL 
cov2          LREVRTIKVFTTVDNINLHTQVVDMSMTYGQQFGPTYLDGADVTKIKPHNSHEGKTFYVL 

 
 

pdcov TEEVQNQAKEL-----DLNLQQYCVYLKTCHH--KWVVSRTNGLMHLKQKDNNCFVSAGV 
idv TTD-----KSILEYYG-LDAQKYVIYLQTLAQ--KWNVQYRDNFLILEWRDGNCWISSAI 
tgev ----------------SLPP ----------------------- FKTTNLNGKIILKQGDNNCWINACC 
mers DNLTADETKALKELYGPVDPTFLHRFYSLKAAVHGWKMVVCDKVRSLKLSDNNCYLNAVI 
sars PSDDTLRSEAF-EYYHTLDESFLGRYMSALNHTKKWKFPQVGGLTSIKWADNNCYLSSVL 
cov2 PNDDTLRVEAF-EYYHTTDPSFLGRYMSALNHTKKWKYPQVNGLTSIKWADNNCYLATAL 

: . :: *.**:: : 
 

pdcov NLFQNT-AYQFR-PAIDALYREYLNGNPNRFVAWIYASTNRRVGEMGCPQQVISLLVSNS 
idv VLLQAA-KIRFK-GFLTEAWAKLLGGDPTDFVAWCYASCTAKVGDFSDANWLLANLAEHF 
tgev YQLQAF-DF-FN NEAWEKFKKGDVMDFVNLCYAATTLARGHSGDAEYLLELMLNDY 
mers MTLDLLKDIKFVIPALQHAFMKHKGGDSTDFIALIMAYGNCTFGAPDDASRLLHTVLAKA 
sars LALQQL-EVKFNAPALQEAYYRARAGDAANFCALILAYSNKTVGELGDVRETMTHLLQHA 
cov2 LTLQQI-ELKFNPPALQDAYYRARAGEAANFCALILAYCNKTVGELGDVRETMSYLFQHA 

:: * : *: * * . * . : : 
 

pdcov DAAFSATTA-------CCNTYFNHTGVISVAR   EYDPIQPKV-YCMKCDVWTPFTP 
idv DADYTNAFLKKRVSCNCGIKSYELRGLEACIQPVRATNLLHFKTQYSNCPTCGANNTDEV 
tgev ---STAKIVLAAKCG-CGEKEIVL ERAVF-KLTPLKESFNYGVCGDCMQVNTCRFLS 
mers ELCCSARMVWREWCNVCGIKDVVLQGLKACCY-VGVQTVEDLRARMTYVCQCGGERHRQL 
sars NLESAKRVL-NVVCKHCGQKTTTLTGVEAVMY-MGTLSYDNLKTGVSIPCVCGRDATQYL 
cov2 NLDSCKRVL-NVVCKTCGQQQTTLKGVEAVMY-MGTLSYEQFKKGVQIPCTCGKQATKYL 

* :. 
 

pdcov QSGKGAVAIGTSADEPTGPAIKFAA   AHCWYTNGKKTVNGYDTKANVVATYHRFD- 
idv IEASLPYLLLFATDGPATVDCDEDA----VGTVVFVG-STNSGHCYTQAAGQA FDN 
tgev VEGSGVFVHDILSKQTPEAMFVVKP----VMHAVYTG-TTQNGHYMVDDIEHG--YCVDG 
mers VEHTTPWLLLSGT--PNEKLVTTSTAPDFVAFNVFQGIETAVGHYVHARLKGGLILKFDS 
sars VQQESSFVMMSAP--PAEYKLQQGT FLCANEYTG-NYQCGHYTHITAKETL-YRIDG 
cov2 VQQESPFVMMSAP--PAQYELKHGT FTCASEYTG-NYQCGHYKHITSKETL-YCIDG 

. . . . : . . .* 

 
pdcov ----VPKPQLVEDVVALPTKNDFE---------- 
idv LAKDRKFGKKSPYITAMYTRFAFKNETSLPVAKQ 

tgev MGI-KPLKKRCYTSTLFINANVMT---------- 
mers GTVSKTSDWKCKVTDVLFPGQKYSSDCN------ 
sars AHLTKMSEYKGPVTDVFYKETSYTTTIK------ 
cov2 ALLTKSSEYKGPITDVFYKENSYTTTIKP----- 

: 
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APÊNDICE D – Percurso, atividades e produções acadêmicas 

Durante os quase dois anos e seis meses de doutorado (08/2020 a 01/2023), sendo dois anos e 

um mês efetivamente atuando no projeto (01/2021 a 01/2023), diversas atividades e 

produções acadêmicas foram desenvolvidas. Ao longo do percurso, destacam-se:  

1. Cumprimento de 35 créditos obrigatórios em disciplinas, sendo dois relacionados ao 

treinamento didático obrigatório pela CAPES;  

 

2. Participação como voluntário na equipe de diagnóstico Rede COVID-19, prestando 

auxílio no diagnóstico de SARS-CoV-2 por RT-qPCR na UFMG (04/2021 a 11/2021);  

 

3. Co-supervisão dos alunos de iniciação científica Diego Lanza Dias (Ciências Biológicas, 

UFMG) e Christian Souza Moreira (Farmácia, UFMG);  

 

4. Co-orientação de trabalho de conclusão de curso de Desirée Cristina dos Santos Jacó 

(Bacharel em Farmácia, UFMG); 

 

5. Participação em cursos: Estrutura, evolução e análise de genomas virais (SBV); Métodos 

de Docking Receptor-Ligante e Virtual Screening (LNCC); Dinâmica Molecular Básica 

(LNCC); Protocolos de Manejo Clínico do Coronavírus (COVID-19) (UFSC); Medidas de 

Proteção no Manejo da COVID-19 (UFSC); Manejo clínico da COVID-19 na Atenção 

Especializada (UFMG); Divulgação Científica (FIOCRUZ); Prevenção, Controle e 

Vigilância Epidemiológica das IRAS (Oswaldo Cruz);  

 

6. Participação em eventos científicos remotos e presenciais: XXXI e XXXII Congresso 

Brasileiro de Virologia; VII e VIII Simpósio de Microbiologia da UFMG; I Semana da 

Biologia Sintética; 1° Simpósio Acadêmico De Evidências Clínicas na Covid-19; 1º 

Congresso Brasileiro de Evidências Clínicas na Covid-19; 1º Simpósio Mitos e Verdades 

Sobre a Covid-19; 2º Congresso Brasileiro de Evidências Clínicas na Covid-19; 2º 

Simpósio Mitos e Verdades sobre a Covid-19; 4º Encontro de Química Medicinal e 

Desenvolvimento de Fármacos; 6th Brazilian Student Council Symposium: Omics and 

Data Science; II divulgAÇÃO: Jornada de Divulgação Científica; I Simpósio de 

Microbiologia de Rondônia: Saúde, Ambiente e Inovação; Epidemiologia de viroses 

emergentes, com ênfase na disseminação de SARS-CoV-2 e suas variantes no mundo; 



135 
 

Guia para publicar em journals de alto impacto em Microbiologia; SIG 2021: Machine 

Learning in Bioinformatics; X Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Biológicos; 

SIG: DRUG-DESIGN 2020;  

 

7. Participação em bancas examinadoras: Beatriz Murta Rezende Moraes (Graduação em 

Farmácia, UFMG); Anna Letícia Teotônio (Graduação em Farmácia, UFMG); Isabela 

Conceição Duarte (Graduação em Farmácia, UFMG); Laís Dias Ribeiro (Graduação em 

Biomedicina, UFMG);  

 

8. Aulas e seminários: Variantes de SARS-CoV-2 entre vacinas contra COVID-19: uma 

questão de tempo? (Graduação em Biomedicina e Farmácia, Izabela Hendrix); Dengue e 

outras arboviroses: aspectos gerais e clínico-laboratoriais (Especialização em 

Microbiologia, UFMG);  

 

9. CAPES/PrInt: Programa de Doutorado Sanduíche no Exterior (PDSE) desenvolvendo 

parte do projeto de doutorado por seis meses na University of California, San Diego 

(UCSD), sob supervisão dos Dr. Anthony J. O’Donoghue e Dr. Conor R. Caffrey;  

 

10. Premiações: Melhor apresentação oral no SIG: DRUG-DESIGN 2020;  

 

11. Manuscritos: Durante o doutorado foram publicados nove artigos em periódicos 

científicos internacionais, sendo dois de primeira autoria e cinco como segundo autor 

(anexos a seguir).  No presente momento, outros doze trabalhos estão em diferentes níveis 

de preparação, sendo três relacionados a este projeto e três a serem submetidos ainda em 

março/abril de 2023.  


