UNIVERSIDADE EDRAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOQUIMICA

FRANCISCA JESSICA PENHA RIBEIRO

PROSPECGAO IN SiLICO DE BILOBALIDEOS, GINKGOLIDEOS E SEUS
DERIVADOS COM POTENCIAL INIBITORIO SOBRE A PROTEASE DO SARS-
COV-2: 3CLPRO (MAIN PROTEIN)

FORTALEZA
2023



FRANCISCA JESSICA PENHA RIBEIRO

PROSPECCAO IN SiLICO DE BILOBALIDEOS, GINKGOLIDEOS E SEUS
DERIVADOS COM POTENCIAL INIBITORIO SOBRE A PROTEASE DO SARS-
COV-2: 3CLPRO (MAIN PROTEIN)

Dissertacado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Bioquimica da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Bioquimica. Area de
concentragao: Bioquimica Vegetal.

Orientador: Dr. Geancalo Zanatta.

Coorientadora: Dra. Maria da Conceicao
Ferreira Oliveira.

FORTALEZA
2023



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagso
Universidade Federal do Ceara
Sistemna de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo moduio Catalog, mediante os dados fornecidos pelofa) auton(a)

R388p Ribeiro, Francisca Jessica Penha.
Prospecgdo in silico de bilobalideos, ginkgolideos e seus derivados com potencial
inibitdrio sobre a protease do SARS-COV-2: 3CLPro (Main Protein) / Francisca Jessica
Penha Ribeiro. — 2023,
B3F il color.

Dissertagio {mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa
de Pos-Graduacio em Bioguimica, Fortaleza, 2023,

Orientagdo: Prof. Dr. Geancalo Zanatta

Coorentagao: Profa. Dra. Maria da Conceigio Femmeira Oliveira.

1. Nufracéuticos. 2. Ginkgo biloba. 3. SARS-CoV-2. 4. Mpro. 5. Ancoramento mobecular. 1.
Titulo.

CDD 572




FRANCISCA JESSICA PENHA RIBEIRO

PROSPECCAO IN SiLICO DE BILOBALIDEOS, GINKGOLIDEOS E SEUS
DERIVADOS COM POTENCIAL INIBITORIO SOBRE A PROTEASE DO SARS-
COV-2: 3CLPRO (MAIN PROTEIN)

Aprovada em: 29/03/2023.

Dissertacado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em  Bioquimica da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencédo do titulo de
Mestre em Bioquimica. Area de
concentracao: Bioquimica Vegetal.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Geancarlo Zanatta (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Cleverson Diniz Teixeira de Freitas
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Homero Dewes

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)



A Deus.
Aos meus pais, Manoel e Eriza.

Minha familia e amigos.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001.

A Deus, que me deu uma nova chance de fazer a diferenca.

A Capes que proveu fomento para realizagao deste trabalho.

Ao Programa de Pds-graduagcdo em Biologia molecular e bioquimica que
me capacitou e auxiliou no aprimoramento das minhas habilidades académicas.

Ao meu orientador Dr. Geancarlo Zanatta que, em meio a uma pandemia,
aceitou me orientar com exceléncia, paciéncia, maestria e com total didatica de forma
totalmente remota e enfrentando muitos desafios e dificuldades.

A minha coorientadora Dra. Maria da Conceicao Ferreira de Oliveira que,
com sua vasta experiéncia e apoio, enriqueceu meu trabalho.

Aos meus pais Eriza e Manoel que me deram total apoio.

Ao meu grupo de pesquisa formado por: Ma. Fernanda, Ma. Joseli, Lucas
e Ubirajara.

Aos colegas Ms. Jonatas e Wescley que me auxiliaram compartilhando
seus conhecimentos técnicos e aplicagdes de bioinformatica.

Aos meus colegas de turma da Pés-graduagéo Francisco, Natalia e Talita,
que dividimos angustias, conhecimentos e as glérias de vencer cada etapa de realizar

um curso em meio a uma pandemia.



RESUMO

Em 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi identificada uma nova patologia causada
pelo novo coronavirus SARS-CoV-2. Essa patologia ficou conhecida como COVID-19
e apresenta sintomas iniciais variados comumente relacionados a pneumonia € com
quadro de rapida evolugao e 6bito. Até o presente momento, mais de 776 milhdes de
pessoas foram infectadas no mundo e 7,06 milhées perderam a vida. Como resposta
a essa ameaca, esforcos globais foram coordenados para o desenvolvimento de
vacinas e medicamentos efetivos. Nesse contexto, a protease principal (3CLpro ou
Mpro) esta entre o principal alvo terapéutico do SARS-Cov-2, que é responsavel pela
clivagem e ativacao das proteinas necessarias durante a replicacao viral. Apesar dos
esforgos, a inibicdo farmacolégica dessas enzimas tem se mostrado desafiadora.
Neste trabalho, utilizamos ferramentas de desenvolvimento de farmacos baseados em
computagéo para identificar novos compostos com potencial atividade inibitoria da
Mpro, através do estudo de metabdlitos 2° do Ginkgo biloba (ginkgolideos e
bilobalideos) e seus derivados. Para melhor avaliar o espaco quimico acessivel nesse
alvo terapéutico, a flexibilidade inerente dessa enzima foi explorada através do uso da
estratégia de ensemble docking, na qual um conjunto conformacional dessa proteina
foi utilizado para caracterizar a interacdo com 0s compostos propostos. Estratégias de
ampliacdo de espago quimico, andlise de propriedades farmacocinéticas, facilidade
de sintese, bem como perfil de interacdo com residuos do sitio catalitico serao
amplamente empregadas para gerar uma biblioteca de compostos derivados testados.
Técnicas de dinamica molecular estendida serdo utilizadas para caracterizar o seu
perfil de inibicado. Com resultados de docking, foi observado que os ligantes se
apresentavam pequenos para o sitio, portanto, as melhores energias de interacao dos
bilobalideos foram BLBLD D1(-7,88), BLBLD D2 (-8,17), BLBLD D3 (-7,81), BLBLD
D4 (-7,87), BLBLD D5 (-7,55), BLBLD D6 (-7,59), BLBLD SKL (-7,51) e BLBLD PNI (-
7,83). Ja& para os ginkgolideos, as melhores energias foram GINKGD1(-8,57),
GINKGD 2 (-9,61), GINKGD 3(-9,29), GINKGD 4 (-8,56), GINKGD 5 (-9,29), GINKGD
6 (-9,01), GINKGD 7 (-8,55), GINKGD 8 (-8,54), GINKGD 9 (-8,36), GINKGD 10 (-
8,56), GINKGD 11 (-8,82), GINKGD 12 (-8,83), GINKGD 13 (-9,43) e GINKGD 14 (-
8,52). Seguindo para a etapa de derivagdo através do LigBuilder todos os ligantes
foram submetidos, porém, por seletividade do software, os que produziram derivados
viaveis foram do BLBLD D1 e BLBLD D2, gerando 2003 moléculas ao total. Essas



moléculas foram submetidas ao re-scoring com Vina e, posteriormente, ao ADME para
afericdo das propriedades farmacocinéticas tendo apenas o candidato derivado do
BLBLD D1 do cluster 1 ligante que apresentou duas violagcdes das regras de Lipinski,
logo apds, os melhores candidatos (C7L1, C62L2 e C72L4) foram submetidos a
dindmica molecular de 300ns. Assim sendo, o C7L1 apresentou caracteristicas
promissoras para inibir a Mpro com intera¢cdées com o sitio catalitico e estabilidade de
ligacdo do complexo proteina ligante. Os resultados obtidos guiardo o desenho
racional de novos agentes terapéuticos inspirados em nutracéuticos (produtos
naturais) e motivardo a sintese dos compostos promissores para testes in vitro e in

vivo.

Palavras-chave: nutracéuticos; Ginkgo biloba; SARS-CoV-2; Mpro; ancoramento
molecular.



ABSTRACT

In 2019, a new pathology caused by the novel coronavirus SARS-CoV-2 was identified
in the city of Wuhan in China. This pathology became known as COVID-19 and
presents varied initial symptoms, commonly related to pneumonia and with a rapidly
evolving picture and death. To date, more than 776 million people have been infected
worldwide, and 6.87 million have lost their lives. In response to this threat, global efforts
have been coordinated to develop effective vaccines and drugs. In this context, among
the main therapeutic targets of SARS-Cov-2 is the major protease (3CLpro or Mpro),
which is responsible for cleavage and activation of proteins required during viral
replication. Despite efforts, pharmacological inhibition of these enzymes has proven
challenging. In this work, we used computational-based drug development tools to
identify new compounds with potential Mpro inhibitory activity by studying 2nd
metabolites from Ginkgo biloba (ginkgolides and bilobalides) and their derivatives. To
better assess the accessible chemical space in this therapeutic target, the inherent
flexibility of this enzyme was explored using ensemble docking strategy, where a
conformational assembly of this protein was used to characterize the interaction with
the proposed compounds. Strategies of chemical space enlargement, analysis of
pharmacokinetic properties, ease of synthesis, as well as interaction profiling with
catalytic site residues will be extensively employed to generate a library of tested
derivative compounds. Extended molecular dynamics techniques used to characterize
their inhibition profile. With docking results, it was observed that the ligands were small
to the site, so the best interaction energies of the bilobalides were BLBLD D1(-7.88),
BLBLD D2 (-8.17), BLBLD D3 (-7.81), BLBLD D4 (-7.87), BLBLD D5 (-7.55), BLBLD
D6 (-7.59), BLBLD SKL (-7.51) and BLBLD PNI (-7.83). For the ginkgolides the best
energies were GINKGD1(-8.57), GINKGD 2 (-9.61), GINKGD 3(-9.29), GINKGD 4 (-
8.56), GINKGD 5 (-9.29), GINKGD 6 (-9, 01), GINKGD 7 (-8.55), GINKGD 8 (-8.54),
GINKGD 9 (-8.36), GINKGD 10 (-8.56), GINKGD 11 (-8.82), GINKGD 12 (-8.83),
GINKGD 13 (-9.43) and GINKGD 14 (-8.52). Moving on to the derivation step using
LigBuilder all ligands were submitted, but by selectivity of the software the ones that
produced viable derivatives were from BLBLD D1 and BLBLD D2, generating 2003
molecules in total. These molecules were subjected to re-scoring with Vina and then
to ADME to ascertain the pharmacokinetic properties with only the candidate derived
from BLBLD D1 of cluster 1 ligand showing two violations of Lipinski rules, soon after



the best candidates (C7L1, C62L2 and C72L4) were subjected to 300ns molecular
dynamics. Therefore, C7L1 showed promising features to inhibit Mpro with interactions
with the catalytic site and binding stability of the protein-binding complex. The results
found will guide the rational design of new therapeutic agents inspired by
nutraceuticals (natural products) and motivate the synthesis of promising compounds

for in vitro and in vivo testing.

Keywords: nutraceuticals; ginkgo biloba; SARS-CoV-2; Mpro; molecular docking.
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1 INTRODUGAO

O objetivo geral deste estudo é identificar as moléculas de Ginkgo biloba
com potencial para inibicdo de proteina Mpro (Main protein) do SARS-CoV-2. Nossos
objetivos especificos sdo: caracterizar o perfil de interagdo de bilobalideos,
ginkgolideos e seus derivados no sitio catalitico da Mpro; gerar um conjunto de
compostos derivados com base na estrutura do sitio catalitico da proteina alvo; e
testar a estabilidade e o perfil de energia do complexo inibidor de proteina usando os
compostos gerados na etapa anterior.

No final de 2019, surgiram muitos casos de uma doencga respiratoria que
se assemelhava a pneumonia em uma pequena provincia na China. Enquanto o
namero de casos aumentava exponencialmente, estudos eram realizados e
descobriram o causador ser um virus ainda ndo identificado em humanos (Kim et al.,
2020).

Pesquisadores identificaram sendo um tipo de coronavirus novo, causador
da doenca respiratoria que rapidamente progredia para uma sindrome respiratoria
aguda grave (Dias et al., 2020; Wu et al., 2020; Xiong et al., 2021). Devido suas
caracteristicas em comum com a familia de virus SARS-CoV, foi nomeado de SARS-
CoV-2. A situagao epidemioldgica passou de uma epidemia para uma pandemia, pois
ja havia alcancado os cinco continentes do planeta rapidamente (Bhardwaj e Purohit,
2021; Gross et al., 2020; Klemm et al., 2020).

Diante da ascensao da patologia e sua progressiva letalidade, bem como o
espectro de mutacbes que surgem a todo momento, foram necessérios tratamentos
com farmacos, vacinas e alternativas e iniciou-se uma busca por uma forma de
combaté-la. Portanto, é necessario ter ciéncia do sequenciamento genético, do
metabolismo celular e os mecanismos que incidem em todo maquinério biolégico do
virus em estudo.

A medida que os estudos decifraram correlagées importantes do ciclo viral
em humanos, suas etapas foram sendo base de estudo para uma provavel via de
intervencao, assim chamando atencao as proteinas celulares que sdo responsaveis
por processos como replicacao viral, entre outros (Main et al., 2022). A protease
principal (3-chymotrypsin like protein) 3CLpro do SARS-CoV-2 tornou-se alvo para

estudos. Dentre as metodologias cientificas empregadas no combate da pandemia
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esta a bioinformatica estrutural, que dispde de ferramentas que permitem a simulacao
de sistemas bioldgicos.

Essas ferramentas computacionais sao estratégicas por possibilitar a
modelagem de complexos formados pela proteina viral e um possivel inibidor. Toda
essa dinamica é baseada em calculos matematicos e fisicos avancados (Marinou et
al., 2018).

Investigamos baseados em estudos indicativos de moléculas de origem
vegetal com potencial agéo inibitéria dessa protease. Os beneficios de fitofarmacos
na saude humana s&o descritos na literatura como promissores em patologias como:
cancer, Alzheimer, HIV, entre outras. Nessa busca, um grupo vegetal chamou
atencao: o Ginkgo Biloba com diversas aplicacées medicinais (lbrahim, Ramadan e
Mohammed, 2021).

As moléculas selecionadas através de estudos de suas propriedades
quimicas sinalizaram para grupos de moléculas, tais como os ginkgolideos e
bilobalideos, e derivados. Esses, por sua vez, foram objeto de ensaios em testes
computacionais, aplicando a estratégia de (ensemble docking), nas quais as
proteinas-alvo foram utilizadas em conjunto conformacional a fim de caracterizar a
interacao dos compostos em estudo. Assim, foram empregadas técnicas de dindmica
molecular e calculo de energia livre de vinculagdo para apontar a estabilidade dos
compostos testados e detalhar seu perfil de inibicdo (Rouchka, Chariker e Chung,
2020; Stein et al., 2021; Xiao et al, 2019).

Os resultados obtidos possuem o potencial de guiar estudos futuros
relacionados a sintese e testes in vitro e in vivo de novos agentes terapéuticos,

inspirados em nutracéuticos (produtos naturais), para o combate do SARS-CoV-2.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Pandemia de COVID-19

No més de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi
identificado um novo coronavirus em que os pacientes infectados apresentavam
sintomas que eram relacionados a pneumonia como: febre, tosse seca e falta de ar
progressiva (Bhowmick et al., 2020). A transmissdo da doencga se tornou global em
um curto periodo, além disso, a infeccdo leva a quadros severos de inflamacao
pulmonar grave, sindrome que apresentava sintomas como desconforto respiratério
agudo, leséo cardiaca e renal, especialmente em pacientes com idade avancada e
com comorbidades como: diabetes mellitus, hipertenséao e insuficiéncia cardiaca (Dias
et al., 2020; Wang et al., 2020; Yang et al., 2020).

Esse virus pertence a ordem Nirdovirales, da familia Coronaviridae e
subfamilia Coronavirinae. E um virus que possui envoltério de um genoma de RNA de
fita Unica e pertence ao género betacoronavirus. Era comumente causador de
infeccoes enzodticas em aves e mamiferos, no entanto, passou a ocorrer transmissao
entre espécies diferentes chegando até aos humanos (Dias et al., 2020; Menachery,
Graham e Baric, 2017). Logo, para entendermos todo maquinario viral é importante
conhecer seus aspectos genéticos ja descritos.

2.1.1 Genémica viral do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 possui genoma de RNA de fita simples RNA de fita simples
(+ssRNA), polaridade positiva (3-5) e ndo segmentada, de aproximadamente 30 kb, e
€ genomicamente maior quando comparado aos outros virus da mesma familia (Lima,
Souza e Lima, 2020). Em comparacao a esse dado da gendmica do SARS-CoV-2 e o
SARS-CoV, possui diferengas nos genes Spike, orf3a e orf8 ORF - (quadros de
leituras abertas) que sao responsaveis pela ativacdo da resposta imunitaria que
desencadeia a ativacdo do inflamossoma, que é um complexo multiprotéico que atua
diretamente na atuagdo de enzimas do tipo cisteina-aspartato (Lima, Souza e Lima,
2020; Paiva-QOliveira et al., 2012; Park et al., 2020).

Assim, no momento em que o virus entra na célula do hospedeiro, inicia-se

a traducao a fim de produzir proteinas nao estruturais denominadas quadros de leitura
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abertas (Orfs, do inglés, Open read frames), que sao classificadas como Orf 1a e Orf
1b. A Orf1a é responsavel pela produgéo do polipetideo 1a que € segmentado em 11
proteinas nao estruturais, tais como a proteina 9, proteina 15, e a Mpro. Por outro
lado, a Orf1b da origem a um enorme polipetideo que é dividido em 15 proteinas nao
estruturais, produzidas através da clivagem seletiva realizada por proteases virais. O
RNA genbémico é envolvido pelas proteinas estruturais tais como as proteinas spike
(S), proteina do envelope, de membrana (M), de nucleocapsideo (N) e outras
proteinas acessorias (Bhowmick et al., 2020; Kaushik et al., 2020; Ko et al., 2021).
Essas proteinas sédo responséaveis pelo ancoramento viral com a célula do hospedeiro.

A partir da conhecida trilha dos mecanismos virais precedida por seu
genoma e suas proteinas funcionais pode-se inferir um alvo molecular para uma

investigagcao de uma possivel inibicdo de seu ciclo de vida viral (Ahsan et al., 2021).
2.1.2 Medicamentos aprovados para o SARS-CoV-2

O maquinario do virus requer uma célula hospedeira para que ele possa se
replicar: 0 SARS-Cov-2 que apresenta habilidade a fim de reprogramar seu
metabolismo de forma a favorecer e/ou acelerar a sua replicagdo e transmissao
(Chazal e Gerlier, 2003; Novoa et al., 2005; Ou et al., 2020).

Figura 1 - Na figura 1A temos o remdenseivir, na 1B o molnupiravir e 1C o paxlovid.
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Fonte: www.guidetopharmacology.org
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Dentre os farmacos testados, temos o remdenseivir, como observado na
figura 1A, produzido pela farmacéutica Gilead, um antiviral desenvolvido para
tratamento do ebola e do virus de Marburg (Dittmar et al., 2021). O que foi observado
€ a diminuicdo da necessidade de ventilacdo mecénica invasiva. O antiviral
remdenseivir, desde 2020, recebeu aprovacdo do FDA (Food and Drug
Administration) somente para uso emergencial para pacientes em estado grave
(Beigel et al., 2020; Gordon et al., 2020).

O molnupiravir (figura 1B), farmaco da farmacéutica Merk, atua inserindo
erros no codigo genético do virus do SARS-CoV-2, assim, impedindo sua replicacao.
Foi recomendado seu uso emergencial apenas para maiores de 18 anos, porque sua
acéo interfere no crescimento dos ossos e cartilagens; e em estagio critico, em que
apresentou reducao de hospitalizagdes e ébitos em cerca de 30% (Miran et al. 2021;
Mourao et al., 2021; Syed, 2022).

O Paxlovid (figura 1C) é comercializado pela farmacéutica Pfizer e consiste
em uma composi¢ao antiviral contendo nirmatelvir e ritonavirda, atuando diretamente
sobre a atividade da protease principal Mpro (Main Protein) do SARS-CoV-2. Age
como um inibidor covalente que se liga diretamente a um residuo do aminoacido, a
cisteina da enzima alvo. Foi aprovado para uso emergencial de uso oral, indicado para
faixa etaria de adultos e sob restrita prescricdo médica aos que ndo precisaram de
oxigénio suplementar e que apresentavam risco de agravamento da doenca (Dias et
al., 2020). Mostra eficacia contra as variantes de interesse (VOI's) e contra as
variantes de preocupacao (VOC’s) (Greasley et al., 2022).

Dentre as recomendagbdes de uso, estdo: (i) ndo ser utilizado como
profilaxia, (ii) ser utilizado no principio da doenca, (iii) ndo ser utilizado por mais de 5
dias, (iv) nao utilizar durante a gravidez ou por acometidos de insuficiéncia renal grave

ou falha renal (Marzi et al., 2022).

2.1.3 Vacinas de uso emergencial contra SARS-CoV-2

As vacinas ja aprovadas possuem tipos de mecanismos de acao diferentes,

que j& estdo em uso emergencial na populagdo mundial:



Tabela 1 - Tabela com as principais vacinas aprovadas contra SARS-CoV-2.
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. _ . Numero Intervalo de
Tipo de vacina Vacina Desenvolvida por: de doses tempo entre as
doses
Vacina de vetores com 2 +
deficiéncia de AstraZeneca Oxford Reforgo 4 semanas
replicacdo (Pfizer)
Vacina de vetores com Johnson &
deficiéncia de J Johnson/ 1+ Entre 12
S ansen
replicagdo Janssen Reforco semanas
Pharma

Vacina de RNAm , 2+

Pfizer e BionTech BioNTech, Fpsun Reforgo 3 semanas

Pharma, Pfizer :
(Pfizer)

SARS-CoV-2 inativado Coronavac Sinovac 2+ Reforco 4 semanas
Vacina de vetores com Instituto de
deficiéncia de Sputink V Pesquisa Dose Unica -
replicacéo Gamaleya
RNAmM 1273 Moderna Cambridge 2 Doses 4 semanas
SARS-CoV-2 inativado Sinopharm Blau Farmacéutica 2 Doses 3-4 semanas
SARS-CoV-2 inativado Covaxin Bharat BIOTECH 2 Doses 4 semanas
Ad5-nCpV-S CanSino Convidecia ® Dose Unica -
recombinante
SARS-CoV-2 inativado Valneva/VLA2001 Valneva SE 2 Doses 4 semanas
com adjuvante
Partes do SARS-CoV- Nuvaxovid NOVAVAX 2 Doses 4 semanas

2 (proteina spike)

Fonte: Tabela adaptada WHO, 2022.

Mesmo com o avanc¢o da oferta de imunizacdo mundial, as constantes

descobertas de variantes tém chamado atencéo das autoridades de saude, devido ao
crescimento exponencial de contaminados diariamente pelo SARS-CoV-2. Isso
refor¢ca que ainda sdo necessarias mais pesquisas para acompanhar as mutagoes que
representam risco.

2.1.4 Bioquimica celular viral

O maquinario do virus requer uma célula hospedeira para que ele possa se
replicar. O SARS-Cov-2 apresenta habilidade a fim de reprogramar seu metabolismo
de forma a favorecer e/ou acelerar a sua replicacao e transmissao (Chazal e Gerlier,
2003; Novoa et al., 2005; To et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta varias proteinas tendo destaque a proteina S,
formada por espiculas de glicoproteinas, que é responsavel pela vinculagdo a
membrana da célula hospedeira e receptores celulares como a ACE2 (enzima
conversora de angiotensina 2) e a TMPRSS2 (protease transmembrana serina 2).
Para transcricdo e replicacdo de RNA (acido ribonucleico) ha envolvimento da
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helicase e da RpRd (RNA dependente de RNA polimerase). A traducdo e o
processamento proteolitico envolvem as proteases Main protein (Mpro ou 3CLPro) e
Papain like (PLpro) que sdo essenciais para replicacao viral e progressao da doenca
(Ahsan et al., 2021; Liang et al., 2021; Freitas, Giovanetti e Alcantara, 2021; Wang et
al., 2021).

2.2 Protease tipo cisteina

As proteases tipo cisteina sdo amplamente conhecidas por sua atividade
relacionadas a degradacao lisossomal das proteases de células do sistema imune,
apoptose e processo de intrusdo de células cancerigenas (Fernandes, 2011; Paiva-
Oliveira et al., 2012; Ribeiro, 2018; Santos, 2007). Ainda sao utilizadas na investigacao
de processos inibitérios de patologias como a esquistossomose (Bah et al., 2006). No
SARS-CoV-2, a 3CLPro mostrou-se fundamental na replicagéo viral, além de manter
sua estrutura conservada nas demais variantes.

O alvo do presente estudo é a 3CLPro ou (Main Protein), pois estudos ja
mostraram que é uma protease que mantém sua estrutura conservada nas demais

variantes.

2.2.1 Protease principal (Mpro, do inglés, Main protease)

A Main protein (Mpro) apresenta trés dominios (I, Il e Ill), que sédo os
principais protagonistas de clivagem e maturacao (figura 2A). A unidade estrutural da
Mpro é um homodimero, que possui dois protdmeros e que se caracteriza por ser uma
unidade estrutural (Ju et al., 2020; ou et al., 2020). Em cada protémero, ha um sitio
catalitico, cuja diade catalitica é composta por dois aminoacidos (Cisteina — Histidina)
e se localiza entre os dois primeiros dominios. Ressalta-se que um residuo em
especial formado pela glicina € essencial ao posicionamento dos substratos. Um ponto
de extrema importancia € que a Mpro nao apresenta homoélogo humano, fazendo-se
alvo viral viavel (Dong et al., 2020; Wu et al., 2020; Zhang et al., 2020). A Mpro é uma
candidata a alvo, pois apresenta caracteristicas em suas estruturas que favorecem o

acoplamento conciso com o ligante.
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Figura 2 - Estrutura da Mpro (3CLpro).

7o Chain A Chain B

“7{;\7\ Domain |

8-100

Domain I
101-183

Domain Il

Monomer I I

Homodimer

Legenda: PDB id: 6M2N. Na figura 2A é mostrado os dominios que compéem o monémero. O
mondmero é formado por trés dominios: o dominio | vai do residuo 8-100; o dominio Il, do residuo
101-183 e o dominio Il se estende do residuo 200-303. A figura 2B mostra o homodimero formado
pelas cadeias A e B e em destaque a diade catalitica Cys145-His41.

Fonte: Adaptado de Tahir Ul Qamar e colaboradores (2020).

Através de conhecimentos relatados na literatura, que usam como alvos a
proteina Mpro, até o presente momento, nenhum mostrou resposta expressiva.
Estudos relatam a possibilidade de uso de componentes biol6gicos advindos de
origem vegetal atuando na inibicdo das proteases (Ahmad et al., 2021; Gao et al.,
2021).

2.3 Plantas e seus compostos quimicos aplicados a saude

Historicamente, a utilizacao das plantas € direcionada para alivio ou cura
de doencas, sendo usadas em praticas tradicionais, por ser recurso natural acessivel
para muitas comunidades e grupos étnicos. Dessa forma, sdo obtidos conhecimentos
sobre a manipulagao de plantas com enfoque em suas propriedades de uso medicinal
(Mouréo et al., 2021).

Em paises em desenvolvimento, as plantas sdo utilizadas como
“‘medicamento natural” para suprir necessidades basicas de saude, mais
especificamente, o uso de extratos vegetais que compdem uma vasta porcao da
producdo de medicamentos da industria farmacéutica. Sendo assim, sua utilizacao é
relevante em praticas integrativas que confluem para aprimoramento na atencéo a

saude (Borges e Amorim, 2020).
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Atrelados a seguranca da utilizacao dessas praticas e aos métodos
cientificos que comprovem a eficacia das plantas medicinais e fitoterapicos, a
Organizacdao Mundial de Saude (OMS), juntamente com a Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS), observou com interesse a abordagem dessa temética
(Dias et al., 2020).

2.3.1 Nutracéuticos

O termo nutracéuticos € descrito como um arcabouco de componentes
naturais que proporcionam beneficios a saude e bem-estar. S&o classificados como
compostos bioativos que estdo presentes em alimentos. O termo nutracéutico é
utilizado por cientistas a fim de utilizar o alimento com agado de medicamento, em
referéncia ao que afirmava Hipdcrates (460-370 AC): “Deixe o alimento ser o seu
remédio e o remédio seu alimento” (Bezerra e Brito, 2020).

Sao notdrios na literatura varios trabalhos que comprovam o efeito
benéfico, inicialmente atuando em conjunto ao processo metabdlico e no tratamento
e prevencgao de doencas (Bezerra e Brito, 2020; Andrade et al., 2020; Azevedo et al.,
2020; Weinstein e Skinner, 2011).

De acordo com Freitas, Giovanetti e Alcantara (2021), a utilizacdo de
nutracéuticos apresenta uma boa opcao para evitar e até tratar doencas de animais,
sendo uma ferramenta natural, geralmente sem efeitos colaterais. Dessa forma,
produz beneficios e é de facil inclusdo na rotina alimentar.

Partindo de levantamentos da literatura, ha comprovacdo da boa
funcionalidade celular fazendo uso de substancias como os nutracéuticos para
prevencgao ou tratamento de doencas também associadas a uso de farmacos, pois 0s
nutracéuticos atuam na homeostase celular a partir de suas propriedades
antioxidantes (Fernandes, 2011).

Dentro desse grupo, a espécie utilizada na medicina chinesa é a Ginkgo
biloba L. da familia Ginkgoacea das Gimnospermas, que ha anos é relatada por suas
comprovadas propriedades de eficacia e de seu extrato em doencas neuroldgicas,
cardiovasculares, isquemias, nefropatias, entre outras (Gil et al., 2020; Rodriguez et
al., 2007; Wu et al., 2020; Xiong et al., 2021).



21

2.3.2 Ginkgo biloba como fonte de nutracéuticos

O conhecimento sobre as propriedades biol6gicas do Ginko biloba é que é
uma planta de origem asiatica e que pode chegar a 30 metros (Forlenza, 2003;
Ibrahim, Ramadan e Mohammed, 2021). Culturalmente, essas plantas sao usadas em
infus6es medicinais, alicercadas por comprovacdes clinicas de seu uso. Seu extrato
€ rico em moléculas como flavonas, terpenos, flavonoides, sesquiterpenos,
isoflavonas, flavan-3-ols, lactonas terpénicas, entre outros (Carmo Filho, Fakoury e
Ferry, 2010).

Um dos representantes notaveis é o grupo das lactonas terpénicas, por sua
ampla diversidade e por ser advindo de origem vegetal. Destacam-se como um grupo
de moléculas de expressivo interesse, destacando-se suas atuagées em mecanismos
como a inibicdo do fator de necrose tumoral e inibicao do fator de ativacao plaquetaria
(PAF), reducédo de expressao proteica, inibicdo das proteases e as replicagdes do
virus HIV (Virus da imunodeficiéncia adquirida) (Martinez-Solis et al., 2019; Ou et al.,
2020; Yang et al., 2020).

A acao das lactonas terpénicas variam com as substituicbes que ocorrem
em sua estrutura quimica com metilagcées, hidrogenacdes, hidroxilagoes, sulfatacdes
(adicdo do ion sulfeto) dentre outras modificagcbes. Uma caracteristica muito
interessante é a estabilidade desse composto diante do manuseio de alimentos que
0s contém, pois resistem a oxidagao, variagcdes de temperatura e de pH (Almeida et
al., 2020; Mourao et al., 2021; Paiva-Oliveira et al., 2012).

Os Bilobalideos e Ginkogolideos (exemplos nas figuras 3A e 3B) séo
conhecidos por exercerem efeitos biol6gicos em fisiopatologias, como o Alzheimer e
outras deméncias (Andrade et al., 2020). Os bilobalideos possuem atividade inibitoria
de doencas degenerativas neuroldgicas, apresentando também atividade inibitéria de
cascatas apoptoéticas (Forlenza, 2003). Os Ginkogolideos possuem acao vascular,
atuando principalmente no endotélio de maneira direta facilitando perfusédo arterial
(Scheneider, 2010).
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Figura 3 - Na figura 3A temos o exemplo do bilobalideo e 3B temos um exemplo de ginkgolideo.

Fonte: elaboragéao prépria.

Além das caracteristicas citadas acima, o interesse econdmico pelos
flavonoides € explorado devido sua boa sintese sobre complexos bioldgicos, pois ja
séo relatados efeitos antivirais, anti-hepatotoxico, antioxidante, anti-inflamatério e
hiperlipidémico. A importante atividade na inibicdo proteica e enzimatica concerne
com a pesquisa da possivel atuacao diante das proteinas do virus SARS-CoV-2 (Yang
et al., 2021).

Sao necessarias investigacbes a respeito de biomoléculas que atuem
diretamente no maquinario celular do virus em questao, pois podem trazer resultados
indicativos para elaboracdao de uma possivel terapia. Isso ocorre devido a busca por
um agente terapéutico alternativo, pelo numero de farmacos ja desenvolvidos para
outras patologias, bem como outras moléculas de origem vegetal sendo testadas e
pelo fato de nenhuma terapia especifica ter sido cientificamente aprovada com alta
eficacia estimada (Bhowmick et al., 2020).

Dessa forma, diante dos fatos citados anteriormente, sua estabilidade e
arranjo quimico estrutural propdem que tais evidéncias possam nortear positivamente

a experimentacao.

2.4 Bioinformatica estrutural aplicada ao desenvolvimento de medicamentos

Os métodos de simulagdo computacional de sistemas farmacolégicos tém-
se mostrado de grande importancia no desenvolvimento racional de novos
medicamentos e no reposicionamento de farmacos ja existentes como Paxlovid

(Nirmatrelvir e Ritonavir). Dentre as metodologias recentemente empregadas na
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prospeccao de agentes inibidores das proteinas viras do SARS-CoV-2, destacam-se:
(i) o ancoramento molecular, focado na identificacdo inicial de compostos
promissores; (ii) a dindmica molecular, focada na analise da estabilidade e equilibrio
estrutural das proteinas alvo, bem como na estabilidade de complexos formados por
pequenos compostos e proteinas; e (iii) os métodos de célculo de energia de interacao
entre proteinas e pequenos ligantes (Shina, Tam e Wang, 2022).

No ancoramento molecular, também chamada docagem molecular, fornece
possibilidades de ensaios de interagao molecular, em que a direcao e a conformacgao
definirdo a “pose” em que o ligante estara situado no receptor (Barreiro e Fraga, 2013;
Rudrapal et al., 2022).

A dindmica molecular é usada para o estudo do movimento do sistema:
atomos e moléculas, bem como sua interagdo em funcdo do tempo. As energias de
interacdo entre as moléculas envolvidas no sistema ocorrem onde ha forgas
newtonianas que podem ser repulsivas ou atrativas. O conhecimento estrutural a
respeito de macromoléculas como proteinas permitem o entendimento de fenémenos
biolégicos como regulacao enzimatica, transporte através da membrana plasmatica,
leitura do DNA e a sua propria transcricao (Abraham et al., 2015. Hospital et al., 2015;
Kneller et al., 2020; Namba, Silva e Silva, 2008).

Os métodos de calculo de energia de interacao sao utilizados para aferir as
variagdes de energia, dispostos apdés a modelagem, sdo necessarios para realizar
comparacoes dessas energias obtidas, performando as energias livres e as demais
interac6es em estudo (Fujitani et al., 2005).

Diante dessas postulacdes, a utilizacao de triagem virtual e simulagées de
ancoramento molecular servem como base para estudos e descobertas de novas
moléculas com propriedades antivirais que venham a interagir com alvos biolégicos
no combate a doengas como HIV (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e a mais
atual, a sindrome de COVID-19, mais especificamente com protease importante para

o ciclo de replicacao viral (Kouznetsova et al., 2020; Wang et al., 2020).
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3 METODOLOGIA

As andlises foram realizadas através de ancoramento molecular com
multiplas conformacdes proteicas (Ensemble Docking), seguida de analise de
estabilidade de interagao via dindmica molecular e calculos de energia livre de ligacao.
O fluxograma de realizagcéo do trabalho esta representado na figura 4, enquanto os
métodos utilizados serdo descritos nos paragrafos que seguem.

Figura 4 - Fluxograma de desenvolvimento das simulagdes.

Molécula(s) q Criacédo de derivados Ensemble docking
base (PUBCHEM + MarvinSketch) DINC-COVID

1

Filtragem dos resultados e selegao
de moléculas mais promissoras

1

Derivagdao molecular
(LigBuilder v3)

1

Dindmica
Molecular

1

Melhores representantes com melhor
estabilidade do complexo proteina ligante

Fonte: elaboragéo propria.

3.1 Selecao de compostos e construcao da biblioteca de derivados

A estrutura molecular dos compostos a serem estudados foram obtidos
através da plataforma PubChem (Kim et al., 2020; Ragab et al., 2022). As
modificagcdes moleculares durante as etapas de proposicao de derivados estruturais
e a analise dos estados de protonacao foram realizadas utilizando-se a ferramenta
MarvinSketch da ChemAxon (Akanchise e Angelova, 2023).
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3.2 Conjunto conformacional das proteinas alvo

Durante a realizacdo deste projeto, foram utilizados conjuntos
conformacionais das proteinas alvo produzidos e disponibilizados na plataforma
DINC-COVID (http://dinc-covid.kavrakilab.org). Nessa plataforma, para cada proteina

alvo, trés conjuntos contendo distintas conformagdes do sitio de ligacdo estdo
disponiveis. Abaixo, estdo descritos os trés conjuntos conformacionais utilizados:

O primeiro conjunto de conformagdes é chamado de “Crystals” e foi obtido
através da andlise dos dados cristalograficos de 156 estruturas da Mpro, todos
disponiveis na literatura.

O segundo conjunto de conformacgdes é chamado de “Charmm?” e foi obtido
através da andlise de 100 mil conformacdes de cada proteina, produzidas através de
dindmica molecular (dm) com o campo de forca charmm36 (Jin et al., 2020).

O terceiro conjunto de conformagdes é chamado de “Gromos” e foi obtido
através da analise de 100 mil conformagdes de cada proteina, produzidas através de
dindmica molecular (dm) com o campo de forga gromos53a6 (Hansen et al., 2020).

Conforme reportado pelos autores, enquanto o conjunto de conformagdes
Crystals representa a geometria do sitio de ligacdo em contato com inibidores ja
desenvolvidos (e, portanto, limitada ao espago quimico de tais inibidores), a geometria
dos conjuntos Charmm e Gromos representam estados mais flexiveis do sitio de
ligacéo, permitindo, assim, a exploragao de moléculas com perfil quimico distinto das
atualmente estudadas (Wang et al., 2020). Ao total, durante a andlise da interacao de
cada composto e seus derivados, foram testados a interagcdo com 25 (Crystals), 14

(Charmm) e 11 (Gromos) conjuntos conformacionais da Mpro.
3.3 Ancoramento molecular com multiplas conformacoes proteicas
As simulagbes de ancoramento molecular foram realizadas através da

plataforma DINC-COVID, com pequenas modificacdes. Essa é uma plataforma de
meta-docking baseada no mecanismo da plataforma DINC (http:/dinc.kavrakilab.org/)

e foi desenvolvida, especificamente, para prospectar modos de interacdo entre
pequenos ligantes e peptideo miméticos com proteinas do SARS-COV-2. Durante a
etapa de docking, cada composto teste € posto a interagir com um conjunto distinto
de conformacbées do sitio alvo, de forma a mimetizar diversos estados
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conformacionais observados fisiologicamente. Para garantir a qualidade dos
resultados, multiplas repeticbes foram realizadas e os resultados foram pos-
processados utilizando-se trés funcbes de escore para o ranqueamento das poses
obtidas. Os resultados obtidos para os trés conjuntos conformacionais dos alvos foram
avaliados conjuntamente, a fim de favorecer a melhor interacao intermolecular (Falcon
et al., 2019; Hall-Swan et al., 2021).

3.4 Desenho de derivados moleculares

Neste trabalho, foi utilizado o programa LigBuilder versdao 3.0. Esse
programa utiliza o algoritmo genético lamarckiano para explorar o espago geométrico
da proteina alvo e produzir derivados moleculares de ligantes conhecidos (Agnihotri
et al., 2012; Wang, Gao e Lai, 2020; Zhang, Yap e Altmeyer, 2005).

Inicialmente, sédo fornecidos dois arquivos ao sistema, um contendo a
proteina alvo e outro o ligante conhecido, ja posicionado espacialmente na cavidade
proteica alvo. Ambos, a proteina e o ligante, devem ja estar protonados corretamente.
Em seguida, é indicado um ponto (atomo) do ligante, no qual o programa devera ligar
fragmentos moleculares organicos, previamente fornecidos, de forma a gerar
derivados da molécula original. A cada ciclo, um conjunto de novas moléculas é
gerado e elas sao testadas quanto a sua afinidade de interagdo com o sitio alvo.
Somente os melhores resultados sdo mantidos.

[) CAVITY: visa identificar todas as cavidades presentes na proteina alvo,

bem como possiveis “sitios de ligagao”.
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Figura 5 - llustragéo do cavity gerado pelo programa LigBuilder v3.

Fonte: elaboragéo prépria.

[I) BUILDING: deve ser utilizada apos a funcionalidade CAVITY, uma vez
que se utiliza das cavidades identificadas para promover o crescimento de fragmentos
moleculares a partir dos ligantes fornecidos (Vlachakis et al., 2013). Com a obtencéao
de novos compostos quimicos, o programa ira construir uma biblioteca com geracdes
de novas estruturas (Wang, Gao e Lai, 2000; Yuan, Pei e Lai, 2020. Assim, os calculos

de derivacéo irdo prosseguir em dois terminais distintos.
3.5 Simulacoes de estabilidade do complexo proteina-inibidor

A fim de avaliar a estabilidade da ligagdo com o sitio das proteinas alvo, os
principais compostos identificados durante a etapa de ensemble docking foram
submetidos as simulagées de dindmica molecular (Braz et al., 2022).

Durante as simulagdes, sera utilizado o campo de forca Amber99SB e, para
apurar a flexibilidade da proteina, serdo usados o pacote GROMACS 2019. A
simulagao sera realizada em duplicata e consistird em, aproximadamente, ~370.000
atomos que incluiram o sistema Mpro, 150.000 moléculas de agua, 350 ions Na+ e
340 ions CI- (Abraham et al., 2015; Van der Spoel et al., 2005). Antes de prosseguir
com a dindmica molecular, sera realizada a minimizagédo total de energia por um
conjugado de algoritmos. A seguir, sera utilizado o PME (Particula Mesh Ewald) para
modelagem do alcance da eletrostéatica, temperatura pelo Nose-Hooverem 310 K e o
Parrinello-Rahman barostat com a pressao de referéncia de 1 bar e uma compressao
de 4,5x10-° /bat para controle de pressdo. As ligacdes covalentes serdo reduzidas
pelo algoritmo LINCS (Berendsen, 2007; Deserno e Holm, 1998; Hess, 2008; Hess et
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al., 1997). As proximas etapas integrardo todas as simulagbes definidas em duas
fases. Por fim, serdo obtidas duas trajetérias de 300 ns (hanossegundos).

Como parametro de estabilidade estrutural, foi utilizada a analise do desvio
médio quadratico da raiz (RMSD). As simulagcdes somente serdo interrompidas
quando for observada a estabilizacdo ou o desprendimento (ou tendéncia clara ao
desprendimento) do candidato a inibidor (Abe et al., 2022).

3.6 ADME

Como forma de caracterizagédo farmacocinética, serao realizadas andlises
de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) dos compostos
identificados como promissores (lksen et al., 2023). Os calculos foram realizados com
o auxilio do servidor SwissADME, o qual fornece mais de 46 descritores para cada

molécula analisada (Alamri et al., 2020).

3.7 Visualizacao dos resultados e producao de imagens

As analises visuais dos complexos formados e a criagcdo de imagens para
publicacdo serdo realizadas tanto com o auxilio da ferramenta DiscoveryStudio
Visualizer BIOVIA versdao 2021 (DS), quanto do PyMol (https:/jpymol.org/2/). O
programa Inkscape sera utilizado para a formatacéao final das imagens (Azevedo et
al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, simulagcdes computacionais foram empregadas para testar
o perfil de interacdo de derivados do Gingko biloba - bilobalideos (BLBLD) e
ginkgolideos (GINKGD) - com o sitio catalitico (local de ligacao) da protease principal
(Mpro) do SARS-CoV-2. Inicialmente, utilizando a estrutura quimica do produto natural
BLBLD, foi criado um conjunto de sete derivados (Figura 6A). O mesmo procedimento,
utilizando a estrutura quimica do produto natural GINKGD, deu origem a um conjunto
de 14 derivados (Figura 6B).

Figura 6A - Bilobalideos
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Fonte: elaboragao propria.

Figura 6B - Ginkgolideos.
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4.1 Interacao entre BLBLD, GINKGD e Mpro

Para melhor avaliar a capacidade de interacao de cada um dos bilabolideos
e ginkgnolideos (aqui chamados de ligantes), foi utilizada a técnica de atracamento
molecular baseada em conjuntos conformacionais do alvo (em inglés, ensemble
docking). Nessa técnica, cada ligante foi testado contra um conjunto de conformacoes
estruturais (também chamado de estados conformacionais) da proteina Mpro do
SARS-CoV-2. A ferramenta utilizada foi o servidor web DINC-COVID, o qual possui
trés conjuntos conformacionais para essa proteina (contendo 25, 14 e 11 estados
conformacionais, respectivamente), cada qual representando um grau de flexibilidade
distinto para o sitio alvo. Ao final do processo de atracamento molecular, a energia de
interacéo individual de cada ligante com cada um dos estados conformacionais da
Mpro foi avaliada através das funcdes de pontuacdo Vina, Vinardo e ADA4.
Interessantemente, em cada caso, as trés melhores energias de interacdo para cada
funcao de pontuacéo representaram a mesma conformacao do ligante (pose) no sitio
alvo. Dado que, o mecanismo de busca utilizado no servidor DINC-COVID baseia-se
no software Vina, neste estudo, foram utilizados somente os resultados obtidos
através da funcdo de pontuacdo Vina durante as analises que se seguiram ao
atracamento. Os resultados sé&o listados na tabela 2 e 3.

A andlise detalhada dos nossos dados reflete a flexibilidade inerente, ja
reportada, do sitio catalitico da Mpro. Tal flexibilidade, talvez, seja um dos
responsaveis pela grande dificuldade encontrada apés anos do inicio da pandemia

em desenvolver-se inibidores estaveis.

Tabela 2 - Tabela com os melhores resultados dos bilobalideos em pontuacéo de score.

Vina score
Ligan Energia Energia Energia
tge (kcal/m Alvo (kcal/m Alvo (kcal/m Alvo
ol) ol) ol)
BLBL 5rh9_alig 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
D-PNI -7.81 ned 7,78 ster 7 7,83 ter 8
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BLBL 5rh9_alig 3CLpro_charmm_clu 3CLpro_gromos_clus
D- -7,51 -7,44 -7,04

ned ster 7 ter 5
SKL
BLBL i 5rh9_alig i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
D-D1 7,86 ned 7,88 ster 7 7,36 ter 10
BLBL 5rh9_alig i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
pp2 /9 ned 8.17 ster 7 7,63 ter 5
BLBL i 5rh9_alig i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
D-D3 7,61 ned 7,81 ster 7 7,50 ter 10
BLBL i 5rh9_alig i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
D-D4 /.67 ned /.87 ster 7 7,56 ter 8
BLBL i 5rh9_alig i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
D-D5 7,55 ned 7,53 ster 7 7,09 ter 8
BLBL 5rf5_align i 3CLpro_charmm_clu i 3CLpro_gromos_clus
DDg 22 ed 7,54 ster 7 7,59 ter 8

Fonte: elaboragéo propria.

Tabela 3 - Tabela com os melhores resultados dos ginkgolideos em pontuagao de score.

Vina score
Ligant Energia Energia Energia
e (kcal/m Alvo (kcal/m Alvo (kcal/m Alvo
ol) . ol) ol)

GB\J_Z(G -8.72 6xbn%_dallg -8.08 SCLpr%_S?Q%rmm_cl -8.31 3CLprog?er?_rgos_cluu
G:S\I_};G -9.37 6xk;]Oe_daIig -9.28 3CLpr?J_:;c;2?7rmm_cl -9.61 3CLprog?er?_nE1303_cluu
Gl[l)\l_}éG -9.07 6xbn%_dalig -9.29 SCLprcL_Sctzg;e;rmm_cl -9.05 3CLprog?é?_rgos_cluu
G:S\I_}:G -8.75 6xk;](‘)3_dalig -8.42 SCLpr?J_Sct:Qf;mm_cl -8.56 SCLprog?ercr)_r?_)os_cluu
GB\J_I;G -9.00 6xbn(;_dalig -9.06 3CLprcL_S<i2?7rmm_cl -9.29 SCLprog?écr)j;os_cluu
G::l)\l_iéG -8.96 aFI)ir;r?&j -8.91 3CLprou_s<:2?7rmm_cl -9.01 SCLprog?er?_r?_)os_cluu
GB\J_P;G 797 aﬁgggd 7.94 3CLpr?J_Sct:2?7rmm_cl 855 SCLprog?:r)gos_cluu
G::l)\l_gG -8.71 Gin]%_dalig 819 BCLpr?J_Sc;Pew?;mm_cl 854 3CLprog?er?_rgos_cluu
Gg\l—l;G -8.81 6xk;]0e_dalig 795 3CLprc:J_Sc;2:17rmm_cl -8.26 SCLprog?er:)_rgos_cluu
GIIDN1KOG -8.98 6xbn%_dalig 856 3CLprcL_Sct>2?7rmm_cl -8.49 3CLprog?er?_rrslos_cluu
G|;I)’§|1K1G -9.07 6xk;1(‘)3_dalig .8.82 3CLpr?J_Sc;2?7rmm_cl -8.82 SCLprog?er?_r?_)os_cluu
G||3[?11K2G -9.07 6xbn(;_dalig -8.83 3CLprcL_S<i2f17rmm_cl -8.83 SCLprog?er?_n;os_cluu
G|:I)’§|1K3G -9.55 6xk;]Oe_daIig -9.43 SCLpr(L_sct:Q?;mm_cl -9.04 SCLprog?er?_rgos_cluu
G|IDN1K4G 917 6xt:1(;_dalig -850 3CLprcij_Sct:2?7rmm_cl -8.36 SCLprog?er?_n;os_cluu

Fonte: elaboragao prépria.

Buscando a melhor compreensao do mecanismo de ligacao de cada um
dos bilabolideos e ginkgolideos, foi realizada a inspecao visual do modo de ligacao

obtido durante o ensemble docking. Nas figuras que seguem, sdo apresentadas as
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melhores poses de cada um dos ligantes, bem como a distribuicdo individual de
energia obtida através do ensemble docking.

Figura 7 - Interacdo molecular dos Bilobalideos BLDLD-D1 com residuos do sitio catalitico da Mpro. (A)
representacao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interagdes com
residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligagéo conforme fungao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo prépria.

Na figura 7A, observamos a geometria do ligante BLBLD-D1 no sitio da
Mpro (energia calculada: -7,88 kcal/mol). Nela, podemos observar as interagées do
tipo ligagéao de hidrogénio formadas entre o ligante e os residuos cisteina (CYS-145),
serina (SER-144), histidina (HIS-172) e glutamato (GLU-166). Estudos corroboram os
dados obtidos sinalizando, positivamente, com suas propriedades a presenca da
interacdo da molécula sitio catalitico enzimatico podendo contribuir para a fosforilagéo
enzimatica e atuando diretamente nas proteases das vias de sinalizagéo celular diante
da disposicao espacial dos aminoacidos dispostos no sitio em estudo (Kawakami et
al., 2022; Nawrot et al., 2022; Niu, Yuan e Liu, 2022).
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Figura 8 - Interacdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-D2 com residuos do sitio catalitico da Mpro. (A)
representacao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interagdes
com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligacdo conforme funcdo de pontuacéo.
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Fonte: elaboragéo prépria.

Na figura 8A, observa-se a geometria do ligante BLBLD-D2, que faz
interacao do tipo ligagao de hidrogénio com o residuo histidina (HIS-172) (figura 8B).
A distribuicdo da energia de ligacao, indicando uma forgca de -8,17 kcal/mol é exibida
na figura 8C. A partir das interacdes dos ligantes com o alvo molecular apds docking
molecular, é possivel investigar as interagcdes do ligante com os residuos, seguindo a
pontuacao da energia de ligagdo na fungdo de score Vina. Este ligante apresentou
boa afinidade com o alvo e atua sinergicamente no fator de ativacao plaquetaria,

sendo assim, um candidato promissor as proximas etapas (lksen et al., 2023).
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Figura 9 - Interagdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-D3 com residuos do sitio catalitico da Mpro. (A)
representacao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interagdes com
residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcao de pontuacao.

BELELD-O3 C

BLBLD-D3S - MPro

=10

TR = -4 : ) -B
i : = g f B = ]
} E 5 !
-. 'y | ol
.
E i'::* .q."f”u Frey
: & A4h |:| (= L1 o

avia : 1 CRYSTALS CHARMM GRIOM O3

Keal malt

S e HVina BVeardo 8ADY

] o - N e e -
Fonte: elaboragéo propria.

A figura 9A mostra o ligante BLBLD-D3 no sitio da Mpro. Conforme
destacado na figura 9B, o BLBLD-D3 forma ligagdes de hidrogénio com os residuos
histidina (HIS-172) e leucina (LEU-141) e sua melhor energia de interagdo calculada
foi de -7,81 kcal/mol, conforme mostrado em 9C. Apresenta energia pouco inferior,
mas interacdes interessantes que medeiam a supressao de acao neuro inflamatéria
que vem atuar na mecanica molecular auxiliando no rastreio de um possivel inibidor
(Bana, Rizvi e Ahmed, 2021; Liu, Jia e Zhang, 2023; Theoharides, 2022).
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Figura 10 - Interacdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-D4 com residuos do sitio catalitico da Mpro.
(A) representacéo da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interagdes
com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo prépria.

Conforme exibido na figura 10A, o ligante BLBLD-D4 orienta-se préximo a
cisteina 145, residuo critico para a catalise. Note, na figura 10B, que, dentre as
principais interagbes do BLBLD-D4, estdo os residuos cisteina (CYS-145), serina
(SER-144) e histidina (HIS-172). Conforme representado na figura 10C, BLBLD-D4
apresenta uma energia de interagdo com a Mpro de -7,87 kcal/mol. Apresenta
interagdes importantes como o residuo de (CYS-145) que compde papel crucial na
catdlise enzimatica atuando na resposta imune, desse modo, apresentando uma

possivel atuacdo nas vias do ciclo celular viral (Shaghaghi, 2020).
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Figura 11 - Interagdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-D5 com residuos do sitio catalitico da Mpro.
(A) representacdo da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interacdes
com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

O ligante da figura 11A é o BLBLD-5, que apresenta interacdes de
hidrogénio com os residuos cisteina (CYS-145), serina (SER-144) e histidina (HIS-
172), interagindo com apenas um residuo da diade catalitica (figura 11B). Sua melhor
energia, na fungdo de pontuagao Vina, foi de -7,55 kcal/mol, conforme mostrado na
figura 11C. Este possui uma boa interacao com o residuo de (CYS-145), fundamental
na catalise enzimatica, inativando o sitio e corroborando para a finalidade do estudo
de predigdo de um inibidor (Xiong et al., 2021).
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Figura 12 - Interagdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-D6 com residuos do sitio catalitico da Mpro.
(A) representacdo da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interacdes

com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

O ligante da figura 12A é o BLBLD-D6 como sitio catalitico da Mpro.
Conforme observado em 12B, esse ligante apresenta interagdes de hidrogénio com
os residuos histidina (HIS-172), glicina (GLY-143), serina (SER-144) e cisteina (CYS-
145), apresentando, pelo menos, uma interacdo com o residuo da diade catalitica,
podendo, assim, inibir a atividade da protease e bloqueando seu sitio catalitico
(Kneller et al., 2020; Li, Luan e Zhang, 2020). Na figura 12C, observa-se que a melhor
energia de interagcdo, na fungao de score Vina, foi de -7,59 kcal/mol.
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Figura 13 - Interagdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-SKL com residuos do sitio catalitico da Mpro.
(A) representacdo da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interacdes
com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcio de pontuacao.
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Fonte: elaboragao prépria.

Na figura 13A, observa-se o perfil de interacado do ligante BLBLD-SKL no
sitio de ligacdo da Mpro. Conforme observado na figura 13B, as principais interacdes
do ligante BLBLD-SKL foram com os residuos histidina (HIS-172), glicina (GLY-143),
serina (SER-144) e cisteina (CYS-145), e a melhor energia de interacao (figura 13C)
foi de -7,51 kcal/mol, na funcao de score Vina. Apresenta boa interagdo com o residuo
de (CYS-145), que compde a diade catalitica, mesmo sua energia de interacdo sendo
inferior aos demais ja citados. Suas interagdes eletrostaticas sao favoraveis podendo
atuar na ubiquitinagéo e na prevencao da replicacao viral (Zhang et al., 2022).
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Figura 14 - Interacdo molecular dos Bilobalideo BLBLD-PNI com residuos do sitio catalitico da Mpro.
(A) representacdo da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais interacdes
com residuos do sitio; e (C) distribuicao da energia de ligagdo conforme funcio de pontuacao.
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Fonte: elaboragao prépria.

A figura 14A mostra o perfil de interagao do ligante BLBLD-PNI no sitio de
ligacdo da Mpro. As principais interagdes do ligante BLBLD-SKL com os residuos
histidina (HIS-172), leucina (Leu-141), serina (SER-144) e cisteina (CYS-145) sao
exibidas na figura 14B. A melhor energia de interacao foi de -7,83 kcal/mol, na funcao
de pontuagado Vina, como visto na figura 14C. Possui interagées importantes com
residuos de interesse, como o (CYS-145), atuando diretamente na interrupcao da
replicacao viral mediante essa ligacdo de hidrogénio com o residuo (Liu et al., 2021).
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Figura 15 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D1 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligagdo com funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

A figura 15A possui o ligante GINKGD-D1 no sitio de ligagdo da Mpro. J& a
figura 15B mostra as interagdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144), suas melhores. Conforme observado no grafico
da figura 15C, a melhor energia de interacao foi de -8,57. Apesar de boa energia de
interacdo, ndo apresenta interacdo com residuos de interesse.
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Figura 16 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D2 com residuos do sitio catalitico da

Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais

interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo com funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéao prépria.

A figura 16A possui o ligante GINKGD-D2 no sitio de ligacdo da Mpro. Ja a
figura 16B mostra as interacdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no grafico da figura 16C,
a melhor energia de interagao foi de -9,61. Apresenta uma étima energia de interagao,
no entanto, ndo faz ligacdes com os residuos de interesse.
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Figura 17 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D3 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragao prépria.

Na figura 17A, com o seguinte ligante GINKGD-D3 no sitio de ligacao da
Mpro. J& na figura 17B mostra as interagdes de hidrogénio com os residuos: histidina
(HIS-172), glicina (GLY-143) e serina (SER-144) Conforme observado no grafico 17C,
a melhor energia de interac&o foi de -9,29. Apresenta boa energia e interacdo, mas
nao apresenta ligacao com residuos de interesse.
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Figura 18 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D4 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo prépria.

A figura 18A possui o ligante GINKGD-D3 no sitio de ligagdo da Mpro. A
figura 18B mostra as interacdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme o gréfico da figura 18C, a melhor
energia de interacao foi de -8,56 na funcao de score Vina. Esse ligante ndo apresentou
interacdo com nenhum residuo que compde a diade catalitica e, apesar da energia
atrativa, o posicionamento geométrico ndo o favorece como candidato a inibidor.
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Figura 19 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D5 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo com funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragao prépria.

A figura 19A apresenta os ligantes GINKGD-D5. A figura 19B mostra as
interaces de hidrogénio com os residuos: fazem interagcées de hidrogénio com os
residuos histidina (HIS-172) e glicina (GLY-143). Sua melhor energia foi -9,29 kcal/mol
na funcédo de score Vina. Esse ligante também ndo apresentou nenhuma interacéo
com residuo da diade catalitica. Mesmo apresentando energia significativa, suas
interagdes nao os promovem com interagdes de interesse.
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Figura 20 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D6 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

A figura 20A apresenta os ligantes GINKGD-D6. A figura 20B mostra as
interacoes de hidrogénio com os residuos: fazem interacées de hidrogénio com os
residuos histidina (HIS-172) e glicina (GLY-143). Sua melhor energia foi -9,01 kcal/mol
na funcdo de score Vina. Esse ligante ndo apresentou nenhuma interacdo com
residuo da diade catalitica. Mesmo apresentando energias significativas, suas

interacdes nao os promovem com interagdes de interesse.
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Figura 21 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D7 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragao prépria.

Na figura 21A, o ligante GINKGD-D7 esta no sitio da Mpro. J& a figura 21B
mostra iteragdes de hidrogénio com os residuos cisteina (CYS-145), serina (SER-144)
e histidina (HIS-172). Na figura 21C, sua melhor energia foi -8,55 kcal/mol na funcao
de score Vina. Esse ligante ja apresentou interacdo com o residuo de interesse (CYS-
145) que compde a diade catalitica. Ele apresenta boa energia de interagédo e faz uma
ligacdo com residuo da diade catalitica que interage, especificamente, ocupando o
sitio da protease e interagindo com canais de ions inibindo-a. Essa referéncia elétrica
e disposicao geométrica incita como um bom candidato a inibidor do sitio catalitico,
como é explicitado por estudos anteriores que tém por base andlises espaciais dessa
protease (Xiong et al., 2021).
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Figura 22 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D8 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragao propria.

Na figura 22A, temos o ligante GINKGD-D8 no sitio da Mpro. Ja na figura
22B, temos as interagdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172), serina
(SER-144) e treonina (THR-304). Sua melhor energia é -8,54 kcal/mol na fungéo de
score Vina. O ligante que ndo apresentou pelo menos uma interagdo com um residuo

que compde a diade catalitica foi 0 GINKGD-D8.
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Figura 23 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D9 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo com funcao de pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

Na figura 23A, o ligante GINKGD-D9 esta no sitio de ligacao da Mpro. Ja a
figura 23B mostra as interacdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no gréfico da figura 23C,
a melhor energia de interacao foi de -8,36. Esse ligante n&o apresentou interacao com

nenhum residuo que compde a diade catalitica.
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Figura 24 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D10 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo prépria.

A figura 242 apresenta o ligante GINKGD-D10 no sitio de ligacdo da Mpro.
Ja a figura 24B mostra as interacées de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-
172), glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no grafico da figura
24C, a melhor energia de interagao foi de -8,56. Esse ligante ndo apresentou interacao
com nenhum residuo que compde a diade catalitica.
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Figura 25 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D11 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais

interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

A figura 25A apresenta o ligante GINKGD-D11 no sitio de ligagao da Mpro.
A figura 25B mostra as intera¢des de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no grafico da figura 25C,

a melhor energia de interacao foi de -8,82. Esse ligante n&o apresentou interagdo com
nenhum residuo que compde a diade catalitica.
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Figura 26 - Interacdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D12 com residuos do sitio catalitico da

Mpro. (A) representagao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da M
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Fonte: elaboragéo prépria.
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A figura 26A apresenta o ligante GINKGD-D12 no sitio de ligagao da Mpro.

Ja a figura 26B mostra as interacées de hidrogénio com os resid

uos histidina (HIS-

172), glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no grafico da figura

26C, a melhor energia de interacao foi de -8,83. Esse ligante nao apresentou interagao

com nenhum residuo que compde a diade catalitica.
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Figura 27 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D13 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagcao da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo propria.

A figura 272 possui o ligante GINKGD-D13 no sitio de ligacdo da Mpro. Ja
a figura 27B mostra as intera¢des de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Conforme observado no grafico 27C, a melhor
energia de interacao foi de -9,43. Esse ligante ndo apresentou interacdo com nenhum
residuo que compde a diade catalitica.
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Figura 28 - Interagdo molecular dos Ginkgolideo GINKGD-D14 com residuos do sitio catalitico da
Mpro. (A) representagado da melhor geometria do ligante no sitio catalitico da Mpro; (B) principais
interacoes com residuos do sitio; e (C) distribuicdo da energia de ligacdo conforme fungéo de
pontuacao.
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Fonte: elaboragéo prépria.

A figura 28A apresenta o ligante GINKGD-D14 no sitio de ligagao da Mpro.
Na figura 28B, temos as interagdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-172),
glicina (GLY-143) e serina (SER-144). Sua melhor energia foi -8,52 kcal/mol,
respectivamente, na fungao de score Vina. O ligante apresentado ndo forneceu
nenhuma interagdo com os principais residuos que compdéem a diade catalitica.

Diante dos dados obtidos, os ligantes da classe dos bilobalideos que
apresentaram pelo menos uma interacdo de hidrogénio com residuos de interesse
que compdem a diade catalitica foram BLBLD-D1, BLBLD-D4, BLBLD-D5, BLBLD-
D6, BLBLD-SKL e BLBLD-PNI. Dentre esses, os ligantes BLBLD-D1 e BLBD-D2
apresentaram a melhor energia de interacdo e com o residuo do sitio catalitico da
Mpro (Wang et al., 2021).

Diante dos dados obtidos, os ligantes da classe dos ginkgolideos que nao
apresentaram pelo menos uma interagao de hidrogénio com residuos de interesse
gue compdem a diade catalitica foram: GINKGD-1, GINKGD-2, GINKGD-3, GINKGD-
4, GINKGD-5, GINKGD-6, GINKGD-8, GINKGD-9, GINKGD-10, GINKGD-11,
GINKGD-12, GINKGD-13 e GINKGD-14. Dentre esses, o ligante GINKGD-7

apresentou interagcdo com o sitio catalitico da Mpro (Al-Kuraishy et al., 2022).
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4.2 Derivados estruturais

A etapa de derivatizagao utilizou como estrutura inicial as melhores
geometrias (poses) dos representantes bilobalideos e ginkgnolideos, conforme
obtidas na andlise de ensemble docking realizada na plataforma DINC-COVID. No
grupo dos bilobalideos, os principais resultados foram obtidos utilizando-se as
estruturas BLBLD-D11 e BLBLD-D2Il como moléculas base na derivatizacao. Ja para
os demais bilobalideos, obtiveram-se derivados de baixa afinidade de interacao
(BLBLD-D3, BLBLD-D4 e BLBLD-D 5) ou ainda nédo foram gerados derivados devido
a choques estéricos no sitio alvo (BLBLD-SKL e BLBLD-PNI). Ao todo, foram gerados
1002 derivados do BLBLD-D1, distribuidos por similaridade estrutural em 60 cluster,
como pode ser visto no grafico 1.

Figura 29 - Interagdo molecular dos derivados do BLBLD D1 com o sitio catalitico da Mpro.
Representacédo da melhor geometria de todos os 1002 ligantes no sitio catalitico da Mpro.

Fonte: elaboragéao prépria.

Figura 30 - Bilobalideo D1 elencado por melhor resultado de energia e utilizado como molécula inicial
para derivatizagéo.

Fonte: elaboragao prépria.
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Grafico 1 - Grafico com as quantidades de cluster gerados pelo BLBLD D1.
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Fonte: elaboragéo prépria.

Quando utilizado o bilobalideo BLBLD-D2II, foram gerados 1001 derivados,
agrupados em 76 clusters, como pode ser visto no grafico 2.

Figura 31 - Interagdo molecular dos derivados do BLBLD D2 com o sitio catalitico da Mpro.
Representacdo da melhor geometri |

Fonte: elaboragao prépria.
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Figura 32 - Bilobalideo D2 elencado por melhor resultado de energia e utilizado como molécula inicial
para derivatizagao.

Fonte: elaboragao prépria.

Grafico 2 - Grafico com as quantidades de cluster gerados pelo BLBLD D2.
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Fonte: elaboragao prépria.

4.3 Analise e classificacao dos novos derivados estruturais

Nesta etapa, buscou-se reavaliar os derivados estruturais produzidos
através do emprego da mesma metodologia (funcédo de pontuacao) utilizada durante
o ensembe docking com o servidor DINC-COVID. Logo, todos os resultados gerados
na etapa anterior (derivados produzidos com base na geometria do sitico catalitico)
tiveram suas energias de interacdo com a Mpro reavaliadas no software Vina. Os
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resultados para os derivados do BLBLD-D1 estao listados no gréfico 1, enquanto que
os resultados para os derivados do BLBD-D2 estao listados no grafico 2.

Apés a reavaliagdo da energia de interacdo dos derivados estruturais, os
melhores resultados foram selecionados correspondendo a 6 moléculas derivadas do
BLBLD D1 e 3 moléculas derivadas do BLBLD D2, conforme representados nas

tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Resultados da reavaliagado da energia de interagéo dos derivados do BLBLD-D1, gerados
através do software LigBuilder. A funcéo de pontuaco utilizada foi Vina, com valores em kcal.mol ™.
Cédigo  Grupo Derivado BLBLD-D1 Energia (kcal.mol ™"

C1L1 01 01 -6,82
C4L1 04 01 -6,12
C7L1 07 01 -6,33
C8L20 08 20 -6,03
C22L19 22 19 -6,16
C48L4 48 04 -6,42

Fonte: elaboragao prépria.

Tabela 5 - Resultados da reavaliagédo da energia de interagéo dos derivados do BLBLD-D2, gerados
através do software LigBuilder. A funcéo de pontuacéo utilizada foi Vina, com valores em kcal.mol.
Cadigo Grupo  Derivado BLBLD-D2 Energia (kcal.mol ™"

C7L1 07 01 -5,59
C62L2 62 02 -5,32
C72L4 72 04 -5,24

Fonte: elaboragéo prépria.

Adicionalmente, foi realizada a inspecéo visual dos derivados, seguida da
identificacao das interacdes predominantes com os residuos do sitio. Tais interagdes
correspondem aquelas utilizadas durante o processo de derivatizagdo para guiar a
geracao de novos compostos.
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Figura 33 - Representacéao grafica (A) da geometria adotada pelo derivado, e (B) da rede de

interagdes com os residuos do sitio alvo.
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Na figura 33A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 1 do
cluster 1 (C1L1), que, apds o processo de derivatizagdo da molécula, aumentou sua

distribuicdo no sitio e suas interagcdes de hidrogénio com os residuos histidina (HIS-
41), treonina (THR-25), glicina (GLY-143), fenilalanina (PHE-140), glutamato (GLU-
166) e glicina da cadeia b (GLYB-302). Apresenta 2 ligacoes infavoraveis de doador.

Essa molécula derivada do BLBLD-D1 apresenta significativa ampliacdo das

interacbes moleculares com o sitio ativo da Mpro, bem como com o residuo de

interesse (HIS-41) (Park et al., 2015).

Figura 34 - Melhores resultados do BLBLD-D1 (C4L1), apds reavaliacao de energia.
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Na figura 34A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 1 do
cluster 4 (C4L1). Nessa imagem, podemos observar interagcbes com residuos cisteina
(CYS-145), fenilalanina (PHE-140), serina (SER-144), glicina (GLY-143), glicina da
cadeia b (GLYB-302), bem como aparecem 3 ligagdes infavoraveis de doador e
aceptor. Esse candidato tem presenca de ligacdes desfavoraveis, embora apresente
interacdo com o residuo de interesse (CYS-145) que faz parte da diade catalitica.
Esse dado obtido é importante na resposta imunomediadora da via de replicagao viral
(Niu, Yuan e Liu, 2022; Shinde et al., 2020).

Figura 35 - Melhores resultados do BLBLD-D1 (C7L1a), apds reavaliagdo de energia.
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Fonte: elaboragao propria.

Na figura 35A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 1 do
cluster 7 (C7L1a). Nela, podemos observar interacées com residuos cisteina (CYS-
145), asparagina (ASN-119), serina (SER-144), glutamato (GLU-166) e glicina da
cadeia b (GLYB-302). A interacao do residuo de cisteina é importante, pois compde a
diade catalitica e, além da interacao de hidrogénio, realiza uma interagcao hidrofobia
Pi-Alkyl e uma interacéo infavoravel de doador. Apresenta interagdes de interesse
com um residuo de (CYS-145) que compde a diade catalitica. Essa interacao
corrobora com a significativa diminuicdo de danos causados pela resposta celular da
infeccado viral (Nawrot et al., 2022; Pascoini et al., 2019).



Figura 36 - Melhores resultados do BLBLD-D1 (C8L20) ap6s reavaliagdo de energia.
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Fonte: elaboragao prépria.
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Na figura 36A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 20 do
cluster 8 (C8L20). Podemos observar interacées de hidrogénio com residuos: cisteina
(CYS-145), glicina (GLY-143), fenilalanina (PHE-140), glutamato (GLU-166) e glicina
da cadeia b (GLYB-302) e duas interagdes infavoraveis de doador. Esse ligante

apresenta importante interacdo com um dos residuos que forma a diade catalitica que

sinaliza positivamente a inibicdo dos efeitos danosos das disfuncdes provocadas pela

cascata inflamatoria inferida pela infecgdo (Marinou et al., 2018; Theoharides, 2022).

Figura 37 - Melhores resultados do BLBLD-D1(C22L19) apés reavaliacdo de energia.
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Na figura 37A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 19 do

cluster 20 (C22L19). Nele, podemos observar interagées de hidrogénio com residuos



61

cisteina (CYS-145), serina (SER-144), glutamato (GLU-166), fenilalanina (PHE-140),
leucina (LEU-141) e glicina da cadeia b (GLYB-302) e uma interagéo infavoravel de
doador. Esse ligante apresenta boa interacdo com o residuo da diade catalitica, o
(CYS-145) (Kesharwani et al., 2018; Sanders et al., 2020).

Figura 38 - Melhores resultados do BLBLD-D1 (C48L4) ap6s reavaliacao de energia.
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Fonte: elaboragao prépria.

Na figura 38A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 4 do
cluster 48 (C48L4). Nele, podemos observar interagdes de hidrogénio com residuos
cisteina (CYS-145) e glutamato (GLU-166). Apresenta interagdo com o residuo de
interesse que forma a diade catalitica, o (CYS-145), ao mesmo tempo que faz uma
interacao hidrofébia Pi-Alkyl, podendo esta prejudicar a favoravel interagdo com o
residuo (Gutti et al., 2019; Martinez-Solis et al., 2019).



Figura 39 - Melhores resultados do BLBLD-D2 (C7L1b) ap6s reavaliacdo de energia.
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Na figura 39A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D2, o ligante 1 do
cluster 7 (C7L1b). Podemos observar intera¢des de hidrogénio com residuos cisteina
(CYS-44), histidina (HIS-41), metionina (MET-49) e histidina (HIS-164). Além disso,

esse ligante apresenta interagdo de hidrogénio com (HIS-41, CYS-145) e uma

interacdo com um residuo da diade catalitica através da (HIS-41). Esse dado infere

significativamente no ancoramento perfeito das interagdes atuando no bloqueio da

atividade viral através do sitio proteico (Ibrahim, Ramadan e Mohammed, 2021; Mallia

e Shoemake, 2020).

Figura 40 - Melhores resultados do BLBLD-

Fonte: elaboragéao prépria.
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Na figura 40A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D2, o ligante 2 do
cluster 62 (C62L2). Podemos observar interagbes de hidrogénio com residuos
glutamato (GLU-166), fenilalanina (PHE-140), leucina (LEU-141) e glicina da cadeia b
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(GLYB-302). Apresenta possiveis intera¢cdes de Van der Walls com residuos que
compdem a diade catalitica. No entanto, ndo se liga a residuos de interesse para o
efetivo bloqueio proteico (Main et al., 2022).

Figura 41 - Melhores resultados do BLBLD-D1(C72L4) ap6s reavaliacdo de energia.
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Fonte: elaboragao prépria.

Na figura 41A, temos o derivado do bilobalideo BLBLD-D1, o ligante 4 do
cluster 72 (C72L4). Podemos observar interagées de hidrogénio com residuos leucina
(LEU-141), fenilalanina (PHE-140), glutamato (GLU-166) e glicina da cadeia b (GLYB-
302) (Dhar et al., 2012).

De forma geral, apds o processo de derivatizacao dos ligantes bilobalideos,
pode-se observar a melhor distribuicdo das interacdes de hidrogénios dentro do sitio
de ligacdo da Mpro, diferenciando do obtido apds a etapa inicial de atracamento
(Mallia e Shoemake, 2020; Shinde et al., 2020). Os ginkgolideos, nao apresentaram

candidatos hdbeis ao processo de derivatizagéo.

4.4 ADME

Nossas andlises de reavaliacdo de interacdo dos derivados estruturais do
Bilobalideo D1 indicaram seis candidatos como promissores. Dessa forma, eles foram
submetidos a analise de propriedades farmacocinéticas. Os resultados dessa analise
estdo listados na tabela 6.

Tabela 6 - Os derivados selecionados do Bilobalideo D1 (BLBLD-D1).

Parametros Composto Composto Composto Composto Composto  Composto
C1L1 C4L1 C7L1a C8L20 C22L19 C48L4




Peso molecular 494,52

Atomos pesados 36
Atomos

- 18
p.aromaticos
Ligacoes 12
rotaveis
Aceptores de 8
ligacdes H.

Doadores de 7
ligagbes H
Refratividade 134,79
molar

Log Po/w 1,86

Log S (ESOL) -2,91
Absorcao Gl Baixa
Lipinski,

| ~ 2
Violacao
Acessibilidade
Sintética 3,82

397,38
29

17

86,66

2,26
-2,45
Baixa

0

2,97

344,32
25

12

60,37

0,58
-1,77
Alta

0

2,84

348,31
25

11
8
7
5

85,71

0,88
-2,04
Baixa

0

2,87

220,18
16

11
3
5
3

54,36

0,74
-1,3
Alta

0

2,27

370,31
27

11

92,84

1,01
-2,5
Baixa

0

3,31

Legenda: *C-indica qual cluster o ligante representa, **L- indica qual molécula representa.

Fonte: elaboragéo prépria.
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Conforme observado na tabela 6, somente o ligante 1 do cluster 1 (C1L1)

com energia -6,82 kcal/mol, apresenta duas violagdes de Lipinski e ligacdes rotaveis

acima de 10 e ligacées doadoras de hidrogénio acima de 5 (Costa, 2021). Tanto o

candidato do cluster 7 ligante 1 (C7L1a) com energia -6,33 kcal/mol, quanto o

candidato do cluster 22 ligante 19 (22L19) com energia -6,16 kcal/mol, apresentaram

alta absorgcao gastroinstestinal. Através dessas caracterizagdes farmacocinéticas

como a biodisponibilidade, lipofilicidade e as demais sugerem boa permeabilidade por

membranas biologicas. Essas informacdes fornecidas pelos parametros sao utilizadas

para guiar o prosseguimento do estudo, classificando os possiveis candidatos a

inibicdo (Rodrigues et al., 2021).

Tabela 7 - Os derivados selecionados do Bilobalideo D2 (BLBLD-D2).

Parametros Composto C7L1b Composto C62L2 Composto C72L4
Peso molecular 384,39 243,26 223,23

Atomos pesados 28 18 16

Atomos p.aromaticos 15 12 6

Ligacbes rotaveis 8 4 4

Acep~tores de 7 4 4

ligacdes H.

Doadpres de 4 4 4

ligacdes H

Refratividade molar 104,43 69,11 60,37
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Log Po/w 2,98 0,89 0,82
Log S (ESOL) -3,31 -1,63 -1,47
Absorcéao Gl Baixa Baixa Alta

Lipinski, Violagao 0 0 0

Acessibilidade
Sintética 3,46 2,38 4,31

Legenda: *C-indica qual cluster o ligante representa, **L- indica qual molécula representa.
Fonte: elaboragéao prépria.

Dentre os derivados advindos do BLBLD D2, nenhum apresentou violagao
de Lipinski. O candidato do cluster 7 ligante 1 (C7L1b) com energia -5,59 n&o violou
0s parametros dispostos, bem como o candidato do cluster 62 ligante 2 com energia
-5,32 nao apresentou violagdes dos parametros listados acima, mas apresentaram
baixa absor¢éo gastrointestinal. O candidato do cluster 72 ligante 1 (C72L1) apresenta
energia -5,24 kcal/mol com alta absorcao gastrointestinal e ndo viola nenhum dos
outros parametros farmacocinéticos apresentados (Dominguez-Villa e Angeles,
2020).

Portanto, as andlises de interagbes apontam que o grupo dos derivados do
BLBLD D1 apresentam pelo menos uma ligagdo infavoravel e as anadlises
farmacocinéticas de absorcao, distribuicao, excrecao e metabolismo apresentou pelo
menos um candidato com 2 violagdes de Lipinski. Dessa forma, pelos parametros
estudados, as nossas analises indicam que 0os compostos mais promissores para
futuras analises e desenvolvimento de inibidores sdo C7L1b, C62L2 e C72L4.

4.5 Dinamica molecular (DM)

Depois da analise de parametros como energia de afinidade e dados de
farmacocinética, alguns ligantes foram selecionados e seguiram para a etapa de
dindmica molecular. Dentre a série de compostos gerados, sobressairam-se os
C7L1b, C62L2 e C72L4 dentre os derivados dos bilobalideos. Embora sejam
derivados da mesma molécula, suas diferencas estruturais influenciam fortemente nas
interacbes com a proteina. Interacbes intermoleculares, como ligagcdes de
hidrogénios, formadas por essas moléculas podem alterar a conformacao do ligante e
auxiliar sua ancoragem ao sitio ativo da proteina, por exemplo (Luo et al., 2020).

Para o presente trabalho, foi realizado uma dindmica molecular de 300ns
com as moléculas C7L1b, C62L2 e C72L4. Os valores obtidos de RMSD mostraram
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gue o complexo formado pela Mpro e o C7L1b foi o melhor dentre os compostos
testados, apresentando maior estabilidade se comparado aos outros ligantes
estudados (Figura 42). Os complexos C62L2 e C72L4 indicaram uma variacao
estrutural significativa, demonstrando que a formacao do complexo entre a proteina e
o ligante nao estabilizou no decorrer da DM. O grafico com os valores de RMSD é

mostrado na Figura 42.

Figura 42 - Valores de RMSD para as moléculas C7L1b (linha cinza), C62L2 (linha em vermelho) e
C72L4 (linha em azul).
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Fonte: elaboragao propria.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, realizamos um estudo de atracamento molecular de
moléculas de origem do Ginkgo Biloba, os bilobalideos e os ginkgolideos como
possiveis inibidores do sitio catalitico da protease principal do SARS-CoV-2.

Os resultados do atracamento mostraram algumas interagdes com o
residuo Cys-145, da diade catalitica. Para melhor explorar o espaco quimico possivel
nesse alvo, foi realizado uma etapa de derivatizacdo molecular, que gerou 2003 novas
moléculas.

Os novos derivados estruturais foram submetidos a reavaliagdo da energia
de interagdo com a Mpro. Desses, os melhores candidatos foram avaliados quanto as
suas propriedades farmacocinéticas e a sua estabilidade de ligagdo na Mpro.

Nossos resultados indicam que, dentre os derivados do BLBDL-D2, um
novo composto (C7L1b) apresentou caracteristicas importantes para um candidato a
inibidor da Mpro, tais como: interagbes com os residuos do sitio catalitico e
estabilidade de ligacdo. Embora modestos, vale ressaltar que esse alvo é
extremamente dificil de ser inibido, vide os esforcos empregados pela comunidade
cientifica nos ultimos trés anos.

Logo, acredita-se que os resultados aqui encontrados servirdo como guia
em estudos futuros, visando o desenho racional de novos agentes terapéuticos
inspirados em produtos naturais.

Infelizmente, desenvolver um inibidor eficiente do sitio catalitico da Mpro
do SRS-CoV-2 tem-se provado uma tarefa ardua para toda a comunidade cientifica.
As andlises realizadas neste trabalho nos permitiram avancar muito no antendimento
do mecanismo de interacdo de derivados do Ginko Biloba nesse alvo, contudo,
algumas analises ainda necessitardo ser realizadas para melhor elucidarmos as
interacdes nesses complexos.

Dentre essas analises estdo: realizar a decomposi¢cao energética dos
compostos selecionados e que falharam nas simulacdées de dindmica molecular, de
forma a identificar pontos fracos (interacdes individuais entre residuos especificos e
os ligantes) que possam ser alvos de nova derivatizagdo para gerar compostos mais
estaveis; expandir a simulacdo de dindmica molecular do composto C7L1 e realizar a
andlise de energia livre de ligacao, juntamente com a decomposi¢do de interagdo
individual por ligante; gerar novos derivados estruturais do composto C7L1 e repetir
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as analises de forma a identificar novas moléculas com boas propriedades (ou uma

classe derivada).
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ANEXO A - TABELA COM TODOS OS VALORES DE ENERGIA DE INTERAGAO
DOS DERIVADOS DA MOLECULA BLBLD D1

Tabela com os valores de rescoring dos derivados da molécula BLBLD D1 (energias < -5

kcal/mol)

X GO C 2m | 3 GO C 2m | 3 G C m |3 O . xm
5 5SS 238 s£¢68z 8 56 Ez 8 5§ %z
S © =2 3¢ T © 2 3¢ |T o 2 3¢ |T o = 3Je¢e
] ® oo | g ® oo |3 ® o8 |7 T 3B
- - - -

3CLpro 1 8 -7.71 3CLpro 20 38 -5.59 3CLpro 14 22 542 3CLpro 20 23 -5.22

3CLpro 1 7 -7.71 3CLpro 20 37 -5.59 3CLpro 14 4 -5.42 3CLpro 20 24 -522

3CLpro 1 9 -7.22 3CLpro 20 34 -559 3CLpro 14 3 -5.42 3CLpro 38 20 -5.21

3CLpro 1 10 -7.22 3CLpro 20 35 -5.59 3CLpro 14 1 -5.42 3CLpro 38 21 -5.21

3CLpro 1 1 -6.82 3CLpro 20 39 -559 3CLpro 14 6 -5.42 3CLpro 38 22 -5.21

3CLpro 1 2 -6.60 3CLpro 26 2 -5.59 3ClLpro 14 2 -5.42 3CLpro 38 23 -5.21

3CLpro 1 3 -6.60 3CLpro 24 16 -5.59 3CLpro 14 5 -5.42 3CLpro 38 19 -5.21

3CLpro 1 4 -6.60 3CLpro 24 15 -5.59 3CLpro 14 17 -541 3CLpro 43 7 -5.21

3CLpro 1 5 -6.60 3CLpro 24 14 -559 3CLpro 14 16 -5.41 3CLpro 43 6 -5.21

3CLpro 1 6 -6.45 3CLpro 24 17 -5.59 3CLpro 14 19 -541 3CLpro 43 8 -5.21

3CLpro 48 4 -6.42 3CLpro 24 18 -5.59 3CLpro 14 14 -541 3CLpro 43 9 -5.21

3CLpro 48 5 -6.42 3CLpro 24 11 -5.59 3CLpro 14 18 -5.41 3CLpro 43 10 -5.21

3CLpro 48 1 -6.42 3CLpro 24 12 -559 3CLpro 32 7 -5.41 3CLpro 33 1 -5.19

3CLpro 48 3 -6.42 3CLpro 24 13 -5.59 3CLpro 32 8 -5.41 3CLpro 33 2 -5.19

3CLpro 48 2 -6.42 3CLpro 24 19 -5.59 3CLpro 32 10 -5.41 3CLpro 15 4 -5.16

3CLpro 7 1 -6.33 3CLpro 10 -5.58 3CLpro 32 6 -5.41 3CLpro 35 11 -5.16

3CLpro 7 2 -6.33 3CLpro 11 -5.58 3CLpro 32 9 -5.41 3CLpro 35 14 -5.16

3CLpro 3 -6.33 3CLpro 8 -5.58 3CLpro 33 -5.39 3CLpro 20 20 -5.16

3CLpro 22 19 -6.16 3CLpro 9 -5.58 3CLpro 31  -5.39 3CLpro 20 17 -5.16

3CLpro 22 20 -6.16 3CLpro

3Clpro 22 17 -6.16 |3CLpro

8
8
7 -5.58 3Clpro 8 30 -5.39 3CLpro 20 18 -5.16
12 -5.58 3Clpro 8 32 -5.39 3CLpro 20 19 -5.16
8

0 00 00 00 0 00 00 W W W W W Ww
-
[6)]

3CLpro 22 16 -6.16 3CLpro -5.58 3CLpro 34 -5.39 3CLpro 20 16 -5.16
3CLpro 22 18 -6.16 3CLpro 19 -5.58 3CLpro 38 52 -5.37 3CLpro 20 21 -5.16
3CLpro 4 1 -6.11 3CLpro 14 -5.58 3CLpro 38 48 -5.37 3CLpro 20 22 -5.16
3CLpro 8 20 -6.03 3CLpro 18 -5.58 3CLpro 38 51 -5.37 3CLpro 20 67 -5.16
3CLpro 8 21 -6.03 3CLpro 13 -5.58 3CLpro 38 50 -5.37 3CLpro 20 64 -5.16
3CLpro 8 22 -6.03 3CLpro 17 -5.58 3CLpro 38 46 -5.37 3CLpro 20 65 -5.16
3CLpro 8 24 -6.03 3CLpro 16 -5.58 3CLpro 38 42 -537 3CLpro 20 66 -5.16
3CLpro 8 23 -6.03 3CLpro 51 11 -5.58 3CLpro 18 11 -5.36 3CLpro 20 68 -5.16
3CLpro 8 27 -6.01 3CLpro 51 12 -5.58 3CLpro 18 15 -5.36 3CLpro 20 69 -5.16
3CLpro 8 25 -6.01 3CLpro 51 13 -5.58 3CLpro 18 16 -5.36 3CLpro 20 70 -5.16
3CLpro 8 28 -6.01 3CLpro 51 14 -5.58 3CLpro 18 14 -5.36 3CLpro 11 9 -5.16
3CLpro 8 26 -6.01 3CLpro 22 6 -5.57 3CLpro 18 10 -5.36 3CLpro 27 16 -5.15
3CLpro 8 29 -6.01 3CLlpro 22 7 -5.57 3CLpro 18 17 -5.36 3CLpro 27 15 -5.15
3CLpro 8 8 -6.01 3CLpro 22 10 -5.57 3CLpro 18 13 -5.36 3CLpro 27 14 -5.15
3CLpro 8 12 -6.01 3CLpro 22 9 -5.57 3CLpro 18 12 -5.36 3CLpro 27 13 -5.15
3CLpro 8 9 -6.01 3CLpro 22 8 -5.57 3CLpro 18 18 -5.36 3CLpro 41 3 -5.14
3CLpro 8 10 -6.01 3CLpro 20 11 -5.56 3CLpro 18 19 -5.36 3CLpro 41 1 -5.14
3CLpro 8 11 -6.01 3CLpro 20 12 -5.56 3CLpro 38 26 -5.35 3CLpro 41 2 -5.14
3CLpro 22 15 -5.95 3CLpro 20 8 -5.56 3CLpro 38 31 -535 3CLpro 2 14 -5.13
3CLpro 22 11 -595 3CLpro 20 15 -5.56 3CLpro 38 24 -535 3CLpro 2 16 -5.13
3CLpro 22 13 -5.95 3CLpro 20 13 -5.56 3CLpro 38 29 -5.35 3CLpro 2 15 -5.13
3CLpro 22 12 -5.95 3CLpro 20 10 -5.56 3CLpro 38 28 -5.35 3CLpro 2 13 -5.13
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ANEXO B - TABELA COM TODOS OS VALORES DE ENERGIA DE INTERACAO
DOS DERIVADOS DA MOLECULA BLBLD D2

Tabela com os valores de rescoring dos derivados da molécula BLBLD D2 (energias < 3.5
kcal/mol)

- Xm[3 O r Am| 3 QO - Fm[> O - xm
€ 83|28 £ € 83|23 £ € 83|83 £ 9 83
3 38|83 8 2 3&|8 8 2 38| 8 2 3
® oo g ® owm g ® ob |g T o5
- - -
Receptor Grupo
3CLpro 7 4 -5.59 | 3CLpro 67 4 -4.08 |3CLpro 9 125 -3.89 |3CLpro 9 119 -3.72
3CLpro 7 7 -5.59 |3CLpro 67 3 -4.08 |3CLpro 9 126 -3.89 |3CLpro 9 121 -3.72
3CLpro 7 1 -5.59 |3ClLpro 67 2 -4.08 |3CLpro 9 124 -3.89 |3CLpro 9 122 -3.72
3CLpro 7 8 -5.59 |3CLpro 6 7 -4.08 |3CLpro 9 185 -3.89 |3CLpro 9 120 -3.72
3CLpro 7 2 -5.59 | 3CLpro 6 6 -4.08 |3CLpro 9 184 -3.89 |3CLpro 9 118 -3.72
3CLpro 7 5 -5.59 |3CLpro 6 8 -4.08 |3CLpro 9 181 -3.89 |3CLpro 7 11 -3.71
3CLpro 7 3 559 |[3CLpro 6 5 -4.08 |3CLpro 9 183 -3.89 |3CLpro 31 2 -3.71
3CLpro 7 6 -5.59 |3CLpro 27 1 -406 |3CLpro 9 28 -3.89 |3CLpro 31 5 -3.71
3CLpro 62 2 -5.32 |3ClLpro 34 2 -4.05 |3ClLpro 9 29 -3.89 |3CLpro 31 3 -3.71
3CLpro 72 2 524 |3CLpro 34 1 -405 |3CLpro 9 32 -3.89 |3CLpro 31 4 -3.71
3CLpro 72 3 524 |3CLpro 34 5 -405 |3CLpro 9 31 -3.89 |3CLpro 31 1 -3.71
3CLpro 72 4 -5.24 |3Clpro 34 4 -4.05 |3ClLpro 9 33 -3.89 |3CLpro 51 39 -3.71
3CLpro 72 1 -5.24 |3Clpro 34 3 -4.05 |3CLpro 9 27 -3.89 |3CLpro 51 42 -3.71
3CLpro 62 5 -5.24 | 3ClLpro 5 10 -4.02 |[3CLpro 9 30 -3.89 |3CLpro 51 40 -3.71
3CLpro 62 4 523 |3CLpro 73 5 -402 |3CLpro 9 26 -3.89 |3CLpro 51 41 -3.71
3CLpro 62 3 -519 |3ClLpro 73 1 -4.02 |3CLpro 9 144 -3.88 |3ClLpro 9 164 -3.70
3CLpro 62 1 -5.17 |3ClLpro 73 3 -4.02 |3CLpro 9 134 -3.88 |3CLpro 9 151 -3.70
3CLpro 62 6 -5.14 |3ClLpro 73 2 -4.02 |3CLpro 9 140 -3.88 |3ClLpro 9 168 -3.70
3CLpro 61 11 -489 |3CLpro 73 4 -4.02 |3CLpro 9 146 -3.88 |3CLpro 9 154 -3.70
3CLpro 61 10 -4.89 |3CLpro 73 6 -4.02 |3ClLpro 5 18 -3.88 |3ClLpro 56 2 -3.70
3CLpro 61 9 487 |3CLpro 9 61 -4.01 |3CLpro 12 1 -3.88 |3CLpro 56 5 -3.70
3CLpro 61 7 -487 |3ClLpro 9 62 -4.01 |3CLpro 1 31 -3.87 |3CLpro 56 6 -3.70
3CLpro 61 5 -4.87 | 3ClLpro 9 73 -4.01 3CLpro 1 32 -3.87 |3CLpro 56 4 -3.70
3CLpro 61 6 -4.87 | 3CLpro 9 57 -4.01 |[3CLpro 9 137 -3.87 |3ClLpro 56 3 -3.70
3CLpro 61 8 -487 |3CLpro 9 77 -4.01 |3ClLpro 9 143 -3.87 |3CLpro 56 1 -3.70
3CLpro 52 1 -487 |3CLpro 9 69 -4.01 |3CLpro 9 133 -3.87 |3CLpro 9 87 -3.69
3CLpro 61 16 -485 |3CLpro 9 78 -4.01 |3CLpro 9 148 -3.87 |[3CLpro 9 89 -3.69
3CLpro 61 14 -485 |3CLpro 9 68 -4.01 |3ClLpro 5 22 -3.87 |3CLpro 9 90 -3.69
3CLpro 61 15 -4.85 |3CLpro 9 10 -4.01 |[3CLpro 9 114 -3.86 |[3CLpro 9 88 -3.69
3CLpro 61 12 -4.85 |3CLpro 9 13 -4.01 [3CLpro 9 113 -3.86 |[3CLpro 9 91 -3.69
3CLpro 61 13 -4.85 |3CLpro 9 12  -4.01 |[3CLpro 9 117 -3.86 |[3CLpro 3 43 -3.68
3CLpro 60 3 -481 |3CLpro 9 17 -4.01 |[3CLpro 9 115 -3.86 |[3CLpro 3 41 -3.68
3CLpro 60 1 -4.81 | 3CLpro 9 14 -4.01 |3CLpro 9 116 -3.86 |[3CLpro 3 42 -3.68
3CLpro 60 2 -481 |3CLpro 9 11 -401 |3CLpro 6 91 -386 |3CLpro 3 44 -3.68
3CLpro 37 1 -4.79 | 3CLpro 9 15 -4.01 |[3CLpro 59 3 -3.85 |3CLpro 68 3 -3.68
3CLpro 37 2 -479 |3ClLpro 9 16 -4.01 |[3CLpro 59 1 -3.85 |3CLpro 42 2 -3.66
3CLpro 37 3 -479 |3ClLpro 5 16 -4.01 |[3CLpro 59 6 -3.85 |3CLpro 9 153 -3.65
3CLpro 2 1 -4.77 | 3ClLpro 5 13 -4.01 |[3CLpro 59 9 -3.85 |3CLpro 9 150 -3.65
3CLpro 2 2 477 |3ClLpro 5 14 -401 |3CLpro 59 5 -3.85 |3CLpro 9 163 -3.65
3CLpro 49 25 -477 |3Clpro 5 15 -4.01 |[3CLpro 59 8 -3.85 |3CLpro 9 167 -3.65
3CLpro 49 24 -477 |3ClLpro 9 5 -4,00 |3ClLpro 59 4 -3.85 |3CLpro 38 27 -3.65
3CLpro 49 26 -477 |3ClLpro 9 3 -4.00 |3CLpro 59 7 -3.85 |3CLpro 38 29 -3.65
3CLpro 37 5 -476 |3CLpro 9 2 -4.00 |3CLpro 59 2 -3.85 |3CLpro 38 28 -3.65
3CLpro 37 6 -476 |3CLpro 9 7 -4.00 |3CLpro 9 138 -3.84 |3CLpro 38 30 -3.65
3CLpro 37 4 476 |3ClLpro 9 8 -4.00 |3CLpro 9 149 -3.84 |3ClLpro 9 170 -3.65
3CLpro 43 4 463 |3CLpro 9 9 -4.00 |3CLpro 9 132 -3.84 |3CLpro 9 166 -3.65
3CLpro 43 2 463 |3CLpro 9 4 -4.00 |3ClLpro 9 129 -3.84 |3ClLpro 9 152 -3.65
3CLpro 43 5 463 |3CLpro 9 6 -4.00 |3ClLpro 1 27 -3.83 |3CLpro 9 161 -3.65
3CLpro 43 7 -4.63 |3CLpro 5 21 -3.99 |3ClLpro 1 22 -3.83 |[3CLpro 9 131 -3.64
3CLpro 43 6 -463 |3CLpro 9 112 -3.99 |3CLpro 1 25 -3.83 |3CLpro 9 135 -3.64
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3CLpro 43 8 -4.63 | 3CLpro 9 108 -3.99 |3CLpro 1 30 -3.83 |3CLpro 9 136 -3.64
3CLpro 43 9 -4.63 |3CLpro 9 110 -3.99 |3CLpro 1 29 -3.83 |3CLpro 9 147 -3.64
3CLpro 43 1 -4.63 |3CLpro 9 109 -3.99 |3CLpro 1 21 -3.83 |3CLpro 1 47 -3.63
3CLpro 43 3 -4.63 |3CLpro 9 111 -3.99 |3CLpro 1 26 -3.83 |3CLpro 1 42 -3.63
3CLpro 75 2 -458 |3CLpro 9 49 -3.98 |3Clpro 1 28 -3.83 |3CLpro 1 43 -3.63
3CLpro 75 6 -458 |3CLpro 9 53 -3.98 |3ClLpro 1 24 -3.83 |3CLpro 1 46 -3.63
3CLpro 75 5 -458 |3CLpro 9 51 -3.98 |3ClLpro 1 23 -3.83 |3CLpro 1 44 -3.63
3CLpro 75 1 -4.58 | 3CLpro 9 52 -3.98 |[3CLpro 9 37 -3.82 |3CLpro 1 45 -3.63
3CLpro 75 4  -458 |3CLpro 9 50 -3.98 |3CLpro 9 40 -3.82 |3CLpro 68 1 -3.63
3CLpro 75 3 -458 |3CLpro 9 54 -398 |3CLpro 9 36 -3.82 |3CLpro 9 182 -3.63
3CLpro 75 7 -458 |3ClLpro 9 55 -398 |3CLpro 9 34 -3.82 |3CLpro 9 179 -3.63
3CLpro 39 3 -4.54 | 3CLpro 9 56 -3.98 |[3CLpro 9 39 -3.82 |[3CLpro 9 177 -3.63
3CLpro 39 1 -454 | 3CLpro 9 187 -3.97 |3CLpro 9 1 -3.82 |3CLpro 3 38 -3.61
3CLpro 39 7 -454 |3ClLpro 9 188 -397 |[3CLpro 9 38 -3.82 |3CLpro 3 37 -3.61
3CLpro 39 4 -454 |3ClLpro 9 186 -3.97 |[3CLpro 9 35 -382 |3CLpro 3 35 -3.61
3CLpro 39 5 -4.54 | 3CLpro 9 189 -3.97 |3CLpro 3 14 -3.82 |3CLpro 3 40 -3.61
3CLpro 39 2 -454 |3CLpro 57 9 -3.95 [3CLpro 3 16 -3.82 |3CLpro 3 36 -3.61
3CLpro 39 6 -454 |3CLpro 57 5 -3.95 |3CLpro 3 11 -3.82 |3CLpro 3 39 -3.61
3CLpro 61 4 -453 |3ClLpro 57 6 -3.95 |3CLpro 3 13 -3.82 |3ClLpro 31 7 -3.60
3CLpro 61 2 -453 |3CLpro 57 7 -3.95 |3ClLpro 3 15 -3.82 |3CLpro 31 6 -3.60
3CLpro 61 1 -453 |3CLpro 57 2 -3.95 |3CLpro 3 12 -3.82 |3CLpro 31 9 -3.60
3CLpro 61 3 -453 |3ClLpro 57 8 -3.95 |3CLpro 3 17 -3.82 |3ClLpro 31 8 -3.60
3CLpro 5 17 -4.47 |3ClLpro 57 3 -395 |3CLpro 9 83 -3.81 |3CLpro 31 10 -3.60
3CLpro 5 11 -438 |3CLpro 57 1 -3.95 |3CLpro 9 81 -3.81 |3CLpro 9 176 -3.60
3CLpro 44 6 -435 |3CLpro 57 4 -395 |3CLpro 9 85 -3.81 |3CLpro 9 175 -3.60
3CLpro 44 5 -4.35 |3CLpro 9 94 -395 |3CLpro 9 86 -3.81 |3CLpro 9 180 -3.60
3CLpro 44 1 -4.35 |3CLpro 9 93 -3.95 |3CLpro 9 80 -3.81 3CLpro 9 178 -3.60
3CLpro 44 2 -435 |3ClLpro 9 98 -395 |3CLpro 9 79 -3.81 |3CLpro 3 30 -3.58
3CLpro 44 4 -435 |3ClLpro 9 99 -395 |3CLpro 9 82 -3.81 |3CLpro 3 29 -3.58
3CLpro 44 3 -4.35 |3CLpro 9 103 -3.95 |[3CLpro 9 84 -3.81 3CLpro 3 32 -3.58
3CLpro 52 11 -433 |3CLpro 9 105 -3.95 |[3CLpro 9 101 -3.80 |[3CLpro 3 31 -3.58
3CLpro 63 3 -4.22 | 3CLpro 9 107 -3.95 |[3CLpro 9 104 -3.80 |[3CLpro 3 33 -3.58
3CLpro 63 8 -422 | 3CLpro 9 96 -3.95 |3CLpro 9 102 -3.80 |[3CLpro 3 34 -3.58
3CLpro 63 5 -422 |3CLpro 56 11 -3.94 |3ClLpro 9 100 -3.80 |3CLpro 9 160 -3.57
3CLpro 63 6 -422 |3CLpro 56 8 -394 |3CLpro 9 95 -3.80 |3CLpro 9 159 -3.57
3CLpro 50 2 -422 |3CLpro 56 12 -394 |3CLpro 9 97 -3.80 |3CLpro 9 162 -3.57
3CLpro 50 3 -422 |3CLpro 56 10 -3.94 |3CLpro 9 92 -3.80 |3CLpro 9 169 -3.57
3CLpro 50 1 -422 |3CLpro 56 9 -3.94 | 3CLpro 9 106 -3.80 |3CLpro 9 157 -3.57
3CLpro 50 4 422 |3ClLpro 56 7 -394 |3CLpro 9 46 -3.80 |3CLpro 9 156 -3.57
3CLpro 66 4 -419 |3CLpro 36 1 -3.94 | 3CLpro 9 48 -3.80 |3CLpro 9 165 -3.57
3CLpro 66 3 -419 |3Clpro 36 5 -3.94 | 3CLpro 9 45 -3.80 |3CLpro 9 155 -3.57
3CLpro 66 2 -419 |3ClLpro 36 6 -394 |3CLpro 9 42 -3.80 |3CLpro 9 158 -3.57
3CLpro 66 1 -419 |3CLpro 36 2 -394 |3CLpro 9 44 -3.80 |3CLpro 38 19 -3.57
3CLpro 5 12 -416 |3CLpro 36 4 -3.94 | 3CLpro 9 41 -3.80 |[3CLpro 8 3 -3.56
3CLpro 3 8 -413 |3CLpro 36 3 -394 |3CLpro 9 47 -3.80 |3CLpro 63 1 -3.55
3CLpro 3 9 -413 | 3CLpro 1 34 -394 |3CLpro 9 43 -3.80 |3CLpro 63 4 -3.55
3CLpro 3 7 -4.13 | 3CLpro 1 33 -394 |3CLpro 9 70 -3.80 |3CLpro 63 7 -3.55
3CLpro 3 6 -413 | 3ClLpro 1 39 -394 |3ClLpro 9 66 -3.80 |3CLpro 63 2 -3.55
3CLpro 6 3 -4.13 | 3CLpro 1 38 -3.94 |3CLpro 9 60 -3.80 |3CLpro 6 11 -3.54
3CLpro 6 4 -413 |3ClLpro 1 37 -394 |3CLpro 9 63 -3.80 |3CLpro 11 23 -3.54
3CLpro 6 1 -413 | 3CLpro 1 35 -394 |3CLpro 9 58 -3.80 |3CLpro 11 22 -3.54
3CLpro 6 2 -413 | 3CLpro 1 40 -394 |3CLpro 9 72 -3.80 |3CLpro 11 24 -3.54
3CLpro 5 20 -4.13 |3Clpro 1 41 -394 |3CLpro 9 67 -3.80 |3CLpro 11 1 -3.54
3CLpro 5 19 -413 |3Clpro 1 36 -394 |[3Clpro 9 74 -3.80 |3ClLpro 3 52 -3.54
3CLpro 5 2 -413 | 3ClLpro 5 23 -392 |3CLpro 57 13 -3.73 |3CLpro 3 53 -3.54
3CLpro 3 3 -411 | 3CLpro 1 2 -3.91 |3ClLpro 57 14 -3.783 |3CLpro 3 51 -3.54
3CLpro 3 4 -411 |3ClLpro 1 8 -3.91 |3CLpro 57 15 -3.73 |3CLpro 3 50 -3.54
3CLpro 3 5 -411 | 3CLpro 1 9 -3.91 |3CLpro 57 16 -3.73 |3CLpro 19 1 -3.53
3CLpro 3 1 -411 | 3CLpro 1 7 -3.91 |3CLpro 57 10 -3.783 |3ClLpro 19 2 -3.53
3CLpro 3 2 -411 | 3ClLpro 1 3 -3.91 |3CLpro 57 11 -3.783 |3CLpro 19 3 -3.53
3CLpro 6 12 -411 |3Clpro 1 4 -3.91 |3ClLpro 57 12 -3.73 |3CLpro 3 48 -3.53
3CLpro 6 11 -411 |3Clpro 1 6 -3.91 |3CLpro 9 172 -3.72 | 3ClLpro 3 46 -3.53
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3CLpro 6 9 -411 | 3CLpro 1 1 -3.91 | 3CLpro 9 173 -3.72 |3CLpro 3 45 -3.53
3CLpro 6 10 -4.11 3CLpro 1 10 -3.91 3CLpro 9 171 -3.72 3CLpro 3 47  -3.53
3CLpro 5 1 -4.09 | 3CLpro 1 5 -3.91 3CLpro 9 174 -3.72 |3ClLpro 6 41 -3.52
3CLpro 5 7 -4.08 |3CLpro 3 10 -390 |[3CLpro 9 25 -3.72 |3CLpro 3 21 -3.52
3CLpro 5 6 -4.08 |3CLpro 9 75 -3.89 |3CLpro 9 21 -3.72 |3CLpro 3 20 -3.52
3CLpro 5 3 -4.08 |3CLpro 9 64 -3.89 |3CLpro 9 20 -3.72 |3CLpro 3 22 -3.52
3CLpro 5 9 -4.08 |3CLpro 9 65 -3.89 |3CLpro 9 19 -3.72 |3ClLpro 3 18 -3.52
3CLpro 5 4 -4.08 |3CLpro 9 71 -3.89 |[3CLpro 9 23 -3.72 |3CLpro 3 19 -3.52
3CLpro 5 5 -4.08 | 3CLpro 9 76 -3.89 |3CLpro 9 24 -3.72 |3CLpro 8 1 -3.51
3CLpro 5 8 -4.08 |3CLpro 9 59 -3.89 |3CLpro 9 22 -3.72 |3CLpro 65 5 -3.5
3CLpro 67 1 -4.08 | 3CLpro 9 123 -3.89 |[3CLpro 9 18 -3.72 |3ClLpro 42 1 -3.5




