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RESUMO

A doenga do Novo Coronavirus 2019 (COVID-19) é causada pelo agente etioldgico SARS-CoV-2 e até o momento,
ndo existem medicamentos antivirais com eficacia comprovada contra o virus. Neste cenario, a Organizacdo Mundial
de Saude adotou estratégias de reposicionamentos de medicamentos para a busca de um tratamento contra a
COVID-19. Dessa forma, medicamentos antifingicos contendo grupos derivados de azdis chamam atengdo da
comunidade cientifica pelo seu potencial farmacoldgico ja estabelecido. Farmacos como fluconazol, voriconazol e
itraconazol apresentam um grupo triazol e o cetoconazol um grupamento imidazol em suas estruras quimicas,
comumente relacionados ao efeito bioldgico. A analise in silico é o primeiro passo para investigar a possibilidade de
reposicionamento de farmacos ja utilizados na pratica clinica, além disso essa técnica permite a triagem de moléculas
a fim de buscar o melhores compostos e com potencial terapéutico. Dessa forma, o presente trabalho teve por
objetivo analisar o perfil farmacocinético, fisico-quimico e toxicoldgico in silico, bem como o estudo da interagdo
destes compostos sobre alvos proteicos do SARS-CoV-2. As analises mostraram que somente 0s compostos
cetoconazol e itraconazol violaram a regra de Lipinski. A analise de ancoragem molecular revelou que o fluconazol
e voriconazol apresentaram valores favoraveis de energia livre para a interagdo com a protease principal do SARS-
CoV-2 e proteina do nucleocapsideo. Em conjunto, esses resultados apontam para o potencial de estruturas
formasdas por grupos triazdlicos como candidatos a terapia contra o novo coronavirus.

Palavras-chave: Reposicionamento de farmacos; Fluconazol; Vorizonazol.

ABSTRACT

New Coronavirus 2019 (COVID-19) disease is caused by the etiologic agent SARS-CoV-2 and so far, there are no
antiviral drugs with proven effectiveness against the virus. In this scenario, the World Health Organization has
adopted strategies for repositioning medications to seek treatment against COVID-19. Thus, antifungal drugs
containing groups derived from azoles draw the attention of the scientific community for their already established
pharmacological potential. Drugs such as fluconazole, voriconazole and itraconazole have a triazole group and
ketoconazole an imidazole group in their chemical structures, commonly related to the biological effect. In silico
analysis is the first step to investigate the possibility of repositioning drugs already used in clinical practice, in
addition this technique allows the screening of molecules in order to search for the best compounds and with
therapeutic potential. Thus, the present study aimed to analyze the pharmacokinetic, physical-chemical and
toxicological profile in silico, as well as the study of the interaction of these compounds on SARS-CoV-2 protein
targets. The analyzes showed that only the compounds ketoconazole and itraconazole violated Lipinski's rule.
Molecular anchorage analysis revealed that fluconazole and voriconazole showed favorable values of free energy for
interaction with the main SARS-CoV-2 protease and nucleocapsid protein. Together, these results point to the
potential of structures formed by triazole groups as candidates for therapy against the new coronavirus.

Keyword: Repositioning of drugs; Fluconazole; Voriconazole.
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INTRODUCAO

A doenca causada pelo novo coronavirus 2019
(COVID-19) é uma infeccdo provocada pelo virus da
Sindrome Respiratoria Aguda Grave do Coronavirus 2
(SARS-CoV-2), recentemente identificado e caracterizado
apos um surto no final de dezembro de 2019, em Huhan,
China (Wang et al., 2020). Devido ao alto potencial de
transmissibilidade, essa doenca se espalhou rapidamente
por diversos paises, resultando na classificacdo oficial
como pandemia pela Organizagdo Mundial de Salde
(OMS) (Ransing et al., 2020). Além disso, até 24 de julho
de 2020 o numero de infec¢bes confirmadas ultrapassa 15
milhdes, com mais de 628 mil mortes no mundo. O alto
namero de individuos contaminados com o virus indica
gue algumas pessoas podem ndo apresentar sintomas da
doenga e mesmo assim transmitirem o virus (Furukawa et
al., 2020). Os sintomas associados podem variar de leve a
grave, dos quais destacam-se: febre, tosse, mialgia ou
fadiga, pneumonia e aumento da dispneia. Dentre 0s
sintomas menos comuns estdo: dor de cabeca, diarreia,
hemoptise, coriza e tosse produtora de fleuma (Marinho et
al., 2020).

Até o momento, ndo existem medicamentos
antivirais contra o SARS-CoV-2 e o0s principais
tratamentos sdo de acordo com cada sintomas do paciente.
A comunidade cientifica mundial tem adotado a estratégia
de reposicionamento de farmacos na busca de
medicamentos que sejam eficazes em curto periodo de
tempo (Altay et al., 2020). Os métodos tradicionais de
descoberta de medicamentos podem levar anos, o que nao
seria interessante para 0 momento (Pillaiyar et al., 2020).
Além  disso, as informagdes relacionadas a
disponibilidade, farmacocinética, farmacodinamica e
toxidade, sdo uma vantagem importante nas pesquisas por
medicamentos contra doencas (Zheng et al., 2018).

Alguns medicamentos tém sido relatados como
possibilidade de tratamentos, entre eles: cloroquina,
hidroxicloquina, remdesivir e ivermectina.  Estudos
demonstraram que a ivermectina inibe a replicagdo viral in
vitro do SARS-CoV-2 (Caly et al., 2020), mas ainda ndo
ha testes clinicos para analisar a sua eficacia. Ainda com
namero pequeno de pacientes hospitalizados por COVID-
19 no estado grave, 36 dos 56 pacientes tiveram uma
melhora clinica quando tratados com o remdesivir,
entretanto o estudo ndo apresentou critérios bem definidos
que para fornecer evidéncias clinicas suficientes para
concluir a eficacia deste farmaco para a COVID-19 (Grein
et al., 2020). A hidroxicloroquina e a cloroquina também
foram testadas para o tratamento da COVID-19 e ambos
0s medicamentos conseguiram inibir a replicacdo viral do
SARS-CoV-2 em estudos in vitro (Khuroo et al., 2020),
mas nao apresentaram eficacia comprovada em nenhum
dos estudos clinicos (Ortiz-Prado et al., 2020). Outros
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estudos, mas dessa vez com pacientes, demonstraram que
a cloroquina ou hidroxicloroquina ndo devem ser
utilizadas contra o COVID-19 em estado grave,
especialmente associada com azitromicina e oseltamivir
(Borba et al., 2020). Além disso, outros trabalhos
relataram a toxicidade cardiaca aguda provocada por doses
de hidroxicloroquina e cloroquina (Della Porta et al.,
2020). Diante isso, a pesquisa por medicamentos que
possam ser eficazes contra 0 SARS-CoV-2 ainda é uma
estratégia importante para o tratamento do coronavirus.

Compostos heterociclicos arométicos contendo
atomos de nitrogénios, se destacam no campo da quimica
medicinal pelo seu amplo potencial bioldgico, incluindo
efeito antiviral (Garcia et al., 2003; Sun et al., 2020),
antibacteriano (Gonzaga et al., 2013), antiflngico (Thanh
et al., 2019) e antiparasitario (Tahghighi et al., 2012).
Além disso, derivados azolicos, especialmente o 1,2,3-
triazol pode ser facilmente sintetizado com baixo custo,
através da reacgdo click chemistry, reagdes que podem ser
catalisadas por iodeto de cobre entre alcinos e azidas, com
formacdo de um grupamento 1,2,3-triazolico (Tale et al.,
2015). Estudos clinicos indicaram que o itraconazol, um
farmaco derivado dos azois, sdo seguros e bem tolerados
sem efeitos colaterais graves em pacientes pediatricos (De
Repentigny et al., 1998; Schmitt et al., 2001; Groll et al.,
2002). Dessa forma, o estudo do potencial contra SARS-
CoV-2 de derivados azolicos se constitui de uma
alternativa atrativa para o reposicionamento de farmacos
com potencial sobre o novo coronavirus. Deste modo,
medicamentos como: cetoconazol, fluconazol, itraconazol
e voriconazol apresentam em sua estrutura quimica
derivados de azlis (Moreira, 2010) e podem ser bons
candidatos para inibir a replicagdo do SARS-CoV-2.

Na estratégia de reposicionamento ou descoberta
de farmacos, o reconhecimento de alvos em sistemas
bioldgicos tem-se um papel importante, pois ajudam no
entendimento de propriedades como poténcia, afinidade e
seletividade. Com isso, a protease do SARS-CoV-2, é um
alvo atraente de medicamentos antivirais, pois sdo
essenciais para a replicacdo do virus (Baez-Santos et al.,
2015). A protease do tipo 3c (3CLP™) do SARS-CoV-2, é
essencial no processamento das poliproteinas, 16
proteinas ndo estruturais (NSPs). Outro alvo de
medicamentos contra o COVID-19 é a proteina
nucleocapsideo viral (Proteina nucleocapsideo viral), é
responsavel pela maior proporcao de proteinas da estrutura
viral, apresenta como funcdo principal empacotar o
genoma do RNA viral de genoma fita simples em um
complexo de ribonucleoproteinas, chamado de capsideo
(Chang et al., 2014). A inibicdo desses alvos pode ser
crucial para sobrevivéncia do virus (Elzupir, 2020; Fu et
al., 2020). Mediante a esse cendrio de pandemia e a busca
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por medicamentos eficazes a um curto periodo de tempo,
0 presente estudo investigou as propriedades
farmacocinéticas (ADME), fisicos quimicos e toxicidade
dos medicamentos derivados de azois. As analises de
docking molecular dos farmacos que se mostraram mais
promissores nas analises in silico frente a 3CLP*° e a
proteina nucleocapsideo viral do SARS-CoV-2.

MATERIAL E METODOS

Artigo
Original

Analise do Perfil Farmacocinético e in silico dos
Farmacos

As estruturas quimicas dos farmacos cetoconazol,
fluconazol, voriconazol e itraconazol (Figura 1) foram
obtidas através do banco de dados PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). A analise do perfil
fisico-quimico e farmacocinético (ADME) foi realizada
através do SwissADME e pkCSM.

Figura 1. Estrutura quimica dos farmacos ltraconazol (1), Cetoconazol (2), Fluconazol (3) e Voriconazol (4).
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CONFRONTO DOS FARMACOS CETOCONAZOL,
FLUCONAZOL, VORICONAZOL E
ITRACONAZOL CONTRA ALVOS DO SARS-COV-
2 POR DOCKING MOLECULAR

As anélises de interacBes molecular dos ligantes
com as proteinas alvos foram realizadas através de
ancoragem molecular usando software Autodock 4.2 e
iGemDock 2.1. As estruturas das macromoléculas foram
obtidas no protein data bank (PDB) (Berman et al., 2003).
Foram selecionados 2 alvos comumente relacionados a
acdo de drogas: protease principal do SARS-CoV-2
(5R80) e proteina do nucleocapsideo (6VYO).

Para as analises, as proteinas foram preparadas
previamente conforme descrito por Veldsquez et al.
(2013).  Inicialmente, os locais de ligagbes eram
desconhecidos, assim foram realizados ajustes para o
melhor encaixe individualmente do ligante-alvo. Para isso,
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a grade foi ajustada para toda a molécula e adequado o
tamanho nas diregdes X, y, z. O software forneceu as 10
melhores conformacdes estimadas de interacdo ligante-
alvo e assim foram selecionados os melhores valores de
energia para continuar nesse estudo. As interagcBes do
complexo ligantes-alvo, foram analisadas e a renderiza¢éo
foi feita através do Discovery Studio 2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os azois sdo grupos farmacoforicos heterociclicos
contendo atomos de nitrogénios com alta atividade contra
fungos, além disso esses grupos estdo presentes em varios
farmacos, como: cetoconazol, itraconazol, voriconazol e
fluconazol (Melo et al., 2006; Salehi et al., 2020). Todos
esses medicamentos citados anteriormente, sdo utilizados
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no tratamento com infecgdes fangicas e estdo disponiveis
em formulagdes orais, entretanto o cetoconazol também
pode ser encontrado em formulagGes topicas (Martinez,
2006; Rezende et al., 2017). Para a busca de farmacos
promissores contra a COVID-19, os medicamentos
utilizado no tratamento precisam ser eficazes contra a
SARS-CoV-2 (Elzupir, 2020), além disso devem
apresentar  boas  propriedades  farmacocinéticas,
farmacodinadmica para serem administradas por via oral e
baixa toxicidade (Daina et al., 2017; Vardhan e Sahoo,
2020). A administracdo por via oral é um critério de
selecdo particularmente importante de farmacos
candidatos a tratamentos de doencas, essa via de
administracdo € a mais simples, segura, baixo custo e
facilmente autoadministradas (Stoner et al., 2004).

Para um farmaco ser administrado por via oral é
necessario que a molécula possa apresentar um perfil de
acordo com os parametros das regras de Lipinski ou regra
dos cinco (Santos et al., 2018). A molécula deve ser
constituida por até 5 doadores de ligagdes de hidrogénio,
10 aceitadores de ligagdes de hidrogénio, massa molecular
no maximo 500 g/mol e coeficiente de parti¢do octanol-
agua (cLogP) entre 0 a 5 (Lipinski, 2000). Além de
Lipinski, Veber et al. (2002) também estabeleceram
parametros, como ndmeros de ligacdes rotativas inferiores
a 10 e uma area de superficie polar (TPSA) menor que 140
A2. As moléculas que obedecem a esses parametros
podem ter mais chances para serem facilmente absorvidas
pelo trato gastrointestinal (Santos et al., 2018).

De acordo com as regras estabelecidas por
Lipinski e Veber, os farmacos itraconazol e cetoconazol
violam os par@dmetros (Tabela 1). O itraconazol nao
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apresentou peso molecular e nimero de ligagdes rotativas
dentro dos parametros estabelecidos por Lipinski e Veber,
ja o cetoconazol também ndo apresentou peso molecular
estabelecido pela regra dos cinco, os demais farmacos ndo
violam nenhum dos parémetros da regra dos cinco ou
Veber. Moléculas que apresentam alto peso molecular
podem ndo ser bem absorvidas pelo trato gastrointestinal,
além disso compostos com peso molecular menor que 500
g/mol séo facilmente transportadas por proteinas (Mishra
et al., 2017). J& as moléculas que apresentam valores de
ligagOes rotativas maiores que 10, tendem a rotacionar
mais pondendo assim, reduzir o potencial de absorcéo,
pois é comumente necessario a adocdo de uma
conformacéo fixa para interagir com o alvo (Chen et al.,
2020; Corsini, 2020).

Outros parametros como cLogP e TPSA sdo
variaveis fisico-quimicas Gteis, pois estdo relacionados as
etapas que atecendem o efeito biologico: fase
farmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica
(Manadas et al., 2002). Na fase farmacéutica, o farmaco
sera desintegrado, na fase farmacocinética o farmaco sera
absorvido, distribuido, metabolizado e excretado, na fase
farmacodindmica haverd interacdo farmaco-receptor e
assim havera o efeito terapéutico (Pereira, 2007). Dessa
forma, moléculas anfipaticas podem chegar melhor no
efeito terapéutico. Com isso, o voriconazol apresenta
cLogP de 2,40 e TPSA de 76,72 A2, visto que cLogP
préximo a 5 caracteriza a molécula como carater lipofilico,
janumeros proximos a 0, caracteriza como hidrofilico e o
TPSA é (til para indicar a area de polaridade da molécula
(Sa et al., 2010).

Tabela 1. Analise da regra de Lipinski e Veber dos medicamentos itraconazol, fluconazol, voriconazol e cetoconazol

Propriedades Itraconazol Fluconazol \oriconazol Cetoconazol
HBA 7 7 8 5
HBD 0 1 1 0
cLogP 4,74 0,88 2,40 3,55
MW (g/mol) 705,63 306,27 349,31 531,43
n-ROTB 11 5 5 8
TPSA (A2 104,70 81,65 76,72 69,06

Legenda. HBA: nimero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio; HBD: numero de doadores de hidrogénio; cLogP:
logaritmo do coeficiente de particdo entre octanol/agua (lipofilicidade); MW: peso molecular; n-ROTB: nimero de
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ligacOes rotativas, TPSA: area de superficie polar.

A primeira etapa da farmacocinética é a absorcéao
do farmaco, processo que depende de a capacidade dessa
substancia ultrapassar as barreiras bioldgicas como o trato
gastrointestinal sob influéncia das caracteristicas fisico-
quimicas de ambos (Souza et al., 2007). A andlise da
absorcdo revelou que todos os farmacos apresentaram
bons valores preditivo de absor¢do gastrointestinal, e
apenas voriconazol e cetoconazol apresentaram potencial
para atravessar a barreira hematoencefalica (Tabela 2).
Apesar do farmaco itraconazol violar pardmetros como
massa molecular (<500 g/mol) e n-ROTB (<10) e o
cetoconazol também apresentar massa superior aos
valores ideais estabelecidos na regra dos cinco, ambos 0s
farmacos apresentam propriedades que contribuem para
uma boa absorcdo, como o0 cLogP e o TPSA,
caracteristicas essenciais para absor¢do. Esse aspecto pode
estar relacionado ao fato de que, mesmo violando as
referidas regras, esses compostos possuem boa absorcéo
pelo TGl (Daina, et al., 2017). Além disso, apenas o
itraconazol e o voriconazol apresentaram perfil
compativel para serem substrato da glicoproteina (P-gp).
A P-gp é um transporte de efluxo responsavel por expulsar
as substancias das células (Huber et al., 2010; Vilar et al.,
2019). Um papel importante das P-gp é proteger o sistema
nervoso central dos xenobioticos (Szakacs et al., 2008) e
as enzimas do citocromo P450 (CYP450) sdo responsaveis
pelo metabolismo dos xenobidticos, que sdo substancias
guimicas poluentes ao organismo humano (Gonzélez e
Guerra, 2014).

Dessa forma, é essencial conhecer as interaces
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dos farmacos propostos sobre o citocromo P450:
CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 e CYP2C109.
Essas enzimas sdo responsaveis por metabolizar
substancias quimicas, ao adicionar grupos quimicos para
ativar ou inativar os farmacos, a inibicdo dessas enzimas
poderd causar interacdes medicamentosas (Audi e Pussi,
2000). Além disso, a inibicdo dessas enzimas ird ocorrer
efeitos indesejados devido ao acimulo do medicamento ou
de seus metabolitos no corpo humano (Hollenberg, 2002).
Todos os farmacos apresentaram potencial para inibir pelo
menos uma das enzimas do CYP450, com destaque para
itraconazol que apresentou potencial de inibir todas as
cinco enzimas principais, ja o cetoconazol inibe quatro das
cinco enzimas, o fluconazol e o voriconazol inibem apenas
uma das cinco enzimas. Sabendo disso, parte do
fluconazol é excretada inalterada por via renal (Colombo
e Guimardes, 2007), ja o itraconazol é biotransformado no
figado, assim o farmaco e seus metabdlitos sdo excretados
diretamente na urina e nas fezes. O cetoconazol é
metabolizado no figado, eliminado pela bile e também por
via renal (Pereira, 2007), o voriconazol é eliminado pela
biotransformagdo das enzimas CYP450 e excretado na
urina (Geist et al., 2013). No rim, o transportador de
cations organicos 2 renal (OCT2) é expresso na membrana
basolateral do epitélio do tdbulo proximal e estar
envolvido na captagdo de muitos xenobidticos da corrente
sanguinea para as células epiteliais renais. Apenas o
cetoconazol mostrou potencial para ser OCT2 (Shikata et
al., 2007).

Tabela 2. Farmacocinética e excre¢do dos farmacos itraconazol, fluconazol, voriconazol e cetoconazol

Propriedades Itraconazol Fluconazol Voriconazol Cetoconazol
BBB Néo Né&o Sim Sim
GIA Alto Alto Alto Alto
P-Gp Sim Néo Sim Néo

CYP450 2C9 Sim Néo Néo Sim

inibidor
CYP450 . « . .
2D6 inibidor Sim Nao Sim Sim

CY_P‘."S.O 2C19 Sim Sim Nao Sim

inibidor

CYP450 3A4 . « « .

[ - Sim Nao Nao Sim
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CYP450 1A2 .
s Sim
inibidor

DT (log mL/min/kg) 0,056
OCT2 Nao

Nao Néao Nao
0,29 0,194 0,601
Nao Nao Sim

Legenda. BBB: barreira hematoencefalica; GIA: absorcdo gastrointestinal; P-gp: glicoproteina de permeabilidade.
Metabolismo: CYP450: Enzima do Citocromo P450. Excrecdo: DT: Depuracéo total; OCT2: Substrato transportador de

cations organicos 2 renal.

Conhecer a toxicidade de uma substancia é util e
importante para a busca de novos medicamentos ou
reposicionamento de farmacos. Dessa forma, o
conhecimento das propriedades tdxicas associado a
conhecer a estrutura quimica do farmaco, pode reduzir os
efeitos colaterais (Banerjee et al., 2018). A predigéo do
teste de AMES ¢é utilizada para determinar o potencial
mutagénico e possivel poténcia carcinogénico das
moléculas (Gunther et al., 2017). Nenhum dos farmacos
apresentaram potencial para serem mutagénicos (Tabela
3). A predigdo da inibicdo dos genes humanos éter-a-go-
go I e Il (hERG I e 1), codifica a subunidade formadora
de poros dos canais de potassio, apresenta um papel
importante na repolarizacdo dos potenciais de acdo
cardiaca (Lamothe et al., 2016). A inibicdo desses canais
é principal causa para o desenvolvimento da sindrome do
QT longo, levando a arritmia ventricular fatal (Priest etal.,
2008; Maior et al., 2011). Nenhum dos farmacos

apresentaram potencial para inibi¢do do hERG I, ja para o
hERG Il os farmacos itraconazol e cetoconazol
apresentaram potencial para causar alguma interagdo com
0s canais de potassio. O SARS-CoV-2 infecta as células
hospedeiras por meio de receptores da enzima conversora
de angiotensina 2, levando a pneumonia, além disso
podera causar lesdo miocardica aguda e danos crénicos ao
sistema cardiovascular (Zheng et al., 2020). Dessa forma,
para um possivel tratamento, os farmacos itraconazol e
cetoconazol ndo poderiam ser administrados a pacientes
com problemas cardiacos e com COVID-19 por conta do
potencial de inibicdo dos hERG I, pois essa intervengédo
farmacoldgica poderia agravar o quadro clinico do
paciente.  Recentemente, a hidroxicloroquina e
azitromicina foram drogas utilizadas com o objetivo de
tratar pacientes com COVID-19 e foi observado que esses
medicamentos prolonga o intervalo do QT (Voisin et al.,
2020).

Tabela 3. Predicdo de toxicidade dos farmacos itraconazol, fluconazol, voriconazol e cetoconazol

Propriedades Itraconazol Fluconazol Voriconazol Cetoconazol
AMES Né&o Na&o Na&o Né&o
hERG | Né&o Na&o Né&o Né&o
hERG I1 Sim Nao Nao Sim

SS Nao Nao Nao Nao
n'?o';z 2,966 2,328 2,574 2,84

Legenda. AMES: predicdo potencial mutagénico; hERG | / IlI: predi¢do de inibicdo ao gene ether-a-go-go; SS —

Sensibilizacdo da pele; DLso: dose letal em 50%.

Ap6s a predicdo de ADME, é importante
investigar a interacdo molecular dos farmacos que
apresentaram melhores valores nas andlises in silico. O

farmaco itraconazol viola parametros da regra dos cinco
em massa molecular (<500 g/mol) e nimero de ligagGes
rotativas (<10), j& o cetoconazol também apresenta massa
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molecular superior aos valores ideias, ambos os fa&rmacos
inibem as enzimas do CYP450, além disso apresentam
potencial para interagir com os genes dos canais de
potassio. J& os farmacos fluconazol e voriconazol nédo
violam a regra de Lipinski, apresentaram potencial para
inibir apenas uma enzima do CYP450 e ndo apresentam
valores preditivos de interacfes com 0s genes dos canais
de potassio. Dessa forma investigamos a interacdo do
complexo ligante-receptor dos fluconazol e voriconazol
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As andlises de interacbes receptor-ligante
mostraram valores totais de energia para a 3CLP® de -
86,81 e -88,01 kcal/mol para fluconazol e voriconazol,
respectivamente. Ja para proteina nucleocapsideo viral
foram de -88,18 e -106,14 kcal/mol para fluconazol e
voriconal, respectivamente. Além disso, os farmacos
apresentaram interacdo com os alvos da SARS-CoV-2
(Tabela 4), mostrando que os farmacos podem interagir
com a proteina nucleocapsideo viral e 3CLP™.

frente a alvos do SARS-CoV-2.

Tabela 4. Perfil de interacdo entre os farmacos com alvos da SARS-CoV-2

Fluconazol Voriconazol
3CLPr Proteina 3CLPr Proteina
nucleocapsideo nucleocapsideo
viral viral
EL (kcal/mol) -5.08 -3.95 -5.52 -4.85
LE -0.23 -0.18 -0.22 -0.19
Cl (uM) 189.6 1027 90.23 277.11
Enl -6.87 -5.74 -7.31 -6.64
VDW-HB-DE -6.86 5.7 -7.22 -6.73
EEc -0.01 -0.04 -0.09 -0.09
TI -1.79 -2.06 -1.75 -2.44
EnT 1.79 1.79 1.79 1.79
EnC -1.79 -2.06 -1.75 -2.44
cIRMS 0.0 0.0 0.0 0.0
DifRMS 23.37 4711 8.13 51.16
Rseed 1 e Rseed 2 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum

Legenda. EL: energia de ligac&o; LE: eficiéncia do ligante; Cl (uM): constante de inibi¢do; Enl: Energia Intermolecular;
VDW-HB-DE: Vdw-hb-dissolve energia; Eec: energia eletrostatica; TI: Total interno; EnT: energia de tor¢do; EnC:
Energia ndo consolidada; cIRMS: valor quadrado médio da raiz do valor; DifRMS: diferenca de RMS entre coordenadas
de conformacdo de corrente e estrutura de referéncia atual, Rseed 1 e Rseed 2: as sementes de numeros aleatorios
especificos usadas para a execuc¢do de encaixe da conformacéo atual.

O fluconazol apresentou potencial de interagdo mais favoravel para a 3CLP°, do que para a proteina
com ambos os alvos do SARS-CoV-2 e valores de energia  nucleocapsideo viral. Dessa forma, o fluconazol pode
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interagir com ambas as proteinas, com valores de
afinidade de ligagdo de -5.08 e -3.95 kcal/mol, além disso
a constante de inibicdo foi de 189.6 e 1027 uM, para a
3CLP™ e proteina nucleocapsideo viral, respectivamente.
J& o voriconazol também demonstrou interagdo com
ambos os alvos, apresentou valores de afinidade de ligacdo
de -5.52 e -4.85 kcal/mol e constante de inibicdo de 90.23
e 277.11 pM, para a 3CLP° e proteina nucleocapsideo
viral, respectivamente. Deste modo, o voriconazol,
mostrou maior pontecial de ligagdo e interagcdo molecular
com ambos os alvos do SARS-CoV-2, quando comparado
ao fluconazol. Dessa forma, foi investigado quais as
ligagdes estariam relacionadas na ligacdo entre receptor-
ligante.

O farmaco voriconazol interage com a 3CLP®
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formando ligagBes do tipo van der Waals, alquil, Pi —
Sigma, Pi- Alquil, ligacéo de hidrogénio e carbono (Figura
2). O anel heterociclico contendo dois atomos de
nitrogénio e quatro atomos de carbonos do voriconazol
interagiu com aminoacidos MET6, PHE8, ARG298, ja o
triazol mostrou interagdo com ILE152 e VAL303. A
interacdo receptor-ligante do voriconazol com a proteina
nucleocapsideo viral do SARS-CoV-2, mostrou ligacGes
do tipo van der Waals, Pi — Sigma, Pi- Alquil, ligacdo com
halogénio (fldor), ligacdo de hidrogénio convencional e
carbono (Figura 3). O anel aromético apresentou potencial
para interagir com aminoacidos ALA173 e LEU167, além
disso o atomo de fllor da posic¢éo orto fez ligacdo com
aminoacido GLN163, o fllor da posi¢do para mostrou
ligagbes com ALAL73, LEU161 e PRO162.

Figura 2. Interagdes do voriconazol sobre a 3CLP°. Imagem A e B, compostos no sitio de ligagdo — InteracBes do

Voriconazol sobre a 3CLP™®

Interacdes

1 Ligagdo de hidrogénio convencional
Ligacéo de carbono e hidrogénio
I Pi-Piem formade T

Estudos demonstraram que o bloqueio da fungéo
de clivagem da 3CLP™ pode-se inibir a replicagdo do virus,
tornando esta enzima um dos alvos mais atraente para o
tratamento do COVID-19 (Sisay, 2020). Assim, a 3CLP°
tem como funcéo clivar a poliproteina em locais diferentes
para gerar varias proteinas nao estruturais que sao
importantes para a replicagdo viral (Anand et al., 2003).
Além da 3CLP™, a proteina nucleocapsideo viral chama
atencdo dos pesquisadores pela sua ligacdo a0 RNA

van der Waals
Alquil
Pi-Alquil

| Pi-Sigma

multifuncional, que é essencial para a transcrigdo e
replicacdo do RNA viral. Além disso, ela desempenha
outros papéis importantes como na formacdo de
ribonucleoproteinas helicoidais durante o empacotamento
do genoma do RNA viral, regula a sintese do RNA viral
na replicacdo / transcricdo e modula o metabolismo celular
infectado (Stohlman et al., 1988; Nelson et al., 2000). A
inibicdo da enzima 3CLP® e a proteina nucleocapsideo
viral pode ser essencial no desenvolvimento de novos
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farmacos contra 0 COVID-19 (Ghosh et al., 2007; Kang et
al., 2020).
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Figura 3. Interacdes do voriconazol sobre a Proteina nucleocapsideo viral. Legenda: Imagem A e B, tipos de ligacdes
que sdo produzidas no sitio de ligagdo — Interagdes da VVoriconazol sobre proteina do nucleocapsideo viral.
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Interacdes

[ Ligacio de hidrogénio convencional

Ligacdo de carbono e hidrogénio

van der Waals

O fluconazol apresenta em sua estrutura quimica
2 grupos triazdlicos cada um ligado a um carbono
primario, ja o voriconazol contém em sua estrutura
quimica um grupo triazol, também ligado a um carbono
primario (Aher et al., 2009). Estudos avaliaram o potencial
antiviral de moléculas contendo o grupo triazol e
observaram atividade antiviral em alguns dos compostos
testados (He et al., 2014). Em comparacdo com ambas as
estruturas quimicas dos farmacos fluconazol e
voriconazol, observa-se uma estrutura semelhante (Figura
4), visto que ambas as moléculas apresentam triazol, anel

Halogénio (fltor)
" Pi-Anion

Pi-Alquil

aromatico fazendo ligacdo com dois atomos de flGor na
posicéo orto e para, além disso uma hidroxila ligada a um
carbono terciario (Aher et al., 2009). O efeito semelhante
de interagcdo molecular dos farmacos frente aos alvos do
SARS-CoV-2 deve-se ao fato da semelhanca estrutural de
ambas estruturas quimicas. Com isso, a presenca de um
nico triazol pode ter sido ideal para uma melhor interacao
do complexo receptor-ligante, dessa forma o voriconazol
apresentou melhores valores interaces com ambos 0s
alvos do SARS-CoV-2 comparando com o fluconazol.
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Figura 4. Semelhanga estrutural dos farmacos fluconazol (1) e voriconazol (2)
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CONCLUSAO

Em nosso estudo, foi possivel concluir que o
farmaco itraconazol apresentou potencial para inibir todas
as enzimas do citocromo P450, ja o cetoconazol mostrou-
se potencial para interagir com quatro das cinco enzimas
do CYP450. Além disso, ambos os farmacos mencionados
violam as regras de Lipinski e Veber, caracterizando assim
como moléculas com baixo potencial para
biodisponibilidade oral. Os farmacos fluconazol e
voriconazol ndo violaram a regra dos cinco e Veber, por
isso foram feitas analises de docking molecular desses
farmacos. Assim, ambos os farmacos apresentaram

N/=N
\ 7/

CHj

valores de energias favoraveis, havendo potencial para
interagir com a proteina nucleocapsideo viral e a 3CLP™° do
SAR-CoV-2. Dessa forma, sugere-se analise de dindmica
molecular, estudos mais aprofundados in vitro e in vivo
para investigar as atividades desses farmacos frente ao
virus.
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