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RESUMO

No final de 2019 foi descoberta uma nova linhagem de coronavirus, 0 SARS-CoV-2,
o qual foi responsavel por uma pandemia entre os anos de 2020 a 2022, ocasionando
varias mortes e prejuizos globais. (AHMAD et al., 2021). A infeccdo se da pela
interacdo do SARS-CoV-2 com a enzima conversora de angiotensina Il, presente
principalmente no epitélio respiratério (GUEDES et al., 2021). O presente estudo teve
por objetivo avaliar os parametros farmacocinéticos do composto 4-(2-hidroxilo) -1-
piperazina acido elfnénico, o qual apresentou-se com um potencial inibidor da proteina
responsavel pela endocitose do virus pelas células humanas (SANTANA; SOARES,
2021). A analise foi realizada por meio das plataformas SwissADME e ADMETlIab, e
da avaliacdo quanto a adequacédo as regras de Lipinski, apontando para uma baixa
permeabilidade na pele, inexisténcia de afinidade pela glicoproteina-P e ndo violacao
as regras de Lipinski. Foram encontradas divergéncias quanto a absorcao intestinal
do composto, apontando para a necessidade de mais estudos com a substancia.

PALAVRAS-CHAVE: bioinformatica, variante dGmicron, lipinski.

INTRODUCAO

No final de 2019 foi descoberta uma nova linhagem de coronavirus, o0 SARS-
CoV-2, que no inicio de 2020 causou uma pandemia que perdurou até o inicio de 2022
causando varias mortes e prejuizos globais. A COVID-19 € uma infeccdo causada
pelo coronavirus que infecta o ser humano trazendo varios sinais respiratorios e outras
complicagdes (AHMAD et al., 2021).
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Para a infeccao viral mediada pelo coronavirus um dos principais locais de acéo
€ 0 sistema respiratorio. Assim como no SARS-CoV, o0 SARS-CoV-2 também interage
com a enzima conversora de angiotensina Il (ECA2), porém uma nova linhagem
apresenta maior afinidade pelo receptor e age em local diferente. Desde o inicio da
pandemia os esfor¢os voltados para elucidacdo desta linhagem foram imensos no
mundo todo, varios bancos de dados ja possuem o0 genoma, proteoma e alguns
transcriptomas depositados, sendo permitido o acesso a pesquisadores. O SARS-
CoV-2 € um RNA virus que possui uma fita simples positiva (single strangle) (+
ssRNA), apresentando um total de 15 genes de aproximadamente 30kb, produzindo
um total de 29 proteinas (GUEDES et al., 2021). O seu genoma apresenta duas
regides codificadoras essenciais, sendo: ppla (codifica proteinas NSP1 ao NSP11),
pplab (codifica proteinas NSP1 ao NSP16) e a regido de codificagdo das proteinas
M, S, E e N, no total essas regifes codificam 29 proteinas (TUEKPRAKHON et al.,
2022; GUEDES et al., 2021). Ha depositado em banco de dados todas as linhagens
descobertas até entdo, uma delas é a variante dmicron que causa um grande aumento
do numero de infec¢des devido a mutacées em seu dominio de ligacao ao receptor
da proteina spike (pico), que leva a maior afinidade a enzima conversora de
angiotensina Il (ECA2). Em um estudo in silico realizado por Santana e Soares (2022)
foi obtido uma sequéncia de 202 residuos de aminoacidos onde as posicdes 452
(Arginina) e 486 (Valina) foram demonstradas como um potencial sitio inibidor. Neste,
inibidores foram entdo testados na busca de combater a variante émicron através do
estudo de Docking Molecular (Acoplamento Molecular). Como resultado, foi obtido
uma forte ligacdo do composto 4-(2-hidroxilo) -1-piperazina &cido elfnénico, sendo
esse um potencial inibidor do sitio de ligacdo da proteina spike (SANTANA e
SOARES, 2022).

Os estudos in silico sado aqueles que utilizam ferramentas computacionais para
pesquisa, sendo que, o grande avanco da bioinformatica permitiu que servidores e
softwares de diversos paises promovessem a elucidacéo e estudos de diversas areas
da ciéncia (SOARES, 2015). Atualmente, € possivel predizer, a partir da estrutura
molecular dados diversos, parametros, tais como: estudos ADMET (Absorgéo,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade), Modelagem Molecular, dentre
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outros. Dessa forma, esses estudos permitem grandes avancos na pesquisa cientifica
e combate de patdogenos (DAOUD et al., 2021).

Os estudos ADMET (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade) sdo responsaveis por predizer parametros farmacocinéticos que
descrevem o comportamento de um possivel farmaco no organismo, podendo eles
serem preditos in silico a partir de sua estrutura molecular. Este estudo busca
preencher a seguinte lacuna: ainda ndo ha estudos que comprovem como a
substancia 4-(2-hidroxilo) -1-piperazina &cido elfnénico ira agir no organismo humano,
como sera sua atuacao no corpo humano de acordo com a Absor¢éo, Distribuicéo,
Metabolismo, Excrecédo e Toxicidade pois estes parametros sao fundamentais para
gue este possivel composto bioativo seja validado nos estudos farmacocinéticos. Visto
gue a ligacdo € formada com a proteina spike € necessario analisar como esta
molécula ir4 agir no organismo a partir de estudos ADMET (DAOUD et al., 2021). A
validacdo desses parametros pode demonstrar o comportamento deste composto nos
diversos 6rgaos, sistemas, tecidos e células (DAOUD et al., 2021). As pesquisas in
vitro demandam muito tempo e recursos. Desse modo, grandes servidores
pertencentes a empresas de todo o mundo permitem a realizacdo da analise desses
parametros, fornecendo dados de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade (DAOUD et al., 2021; AHMAD et al., 2021).

Portanto, o objetivo deste projeto € realizar uma predicdo in silico das
propriedades ADMET do composto 4-(2-hidroxilo)-1-piperazina acido elfnonico que é
um candidato a inibidor da proteina spike da variante 6micron do SARS-CoV-2.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatorios, devem de alguma forma
adentrar na célula do hospedeiro para se reproduzir e proliferar a espécie (ADIL et al.,
2021). No virus da COVID-19 ha regides codificadora que séo alvos de varios
enfoques terapéuticos a ORFla codificadora da PPla e ORFlb ou ORFlab
codificadora da PPlab. Uma das regides codifica a proteina spike (S ou pico) que &
um dos maiores alvos de possiveis agentes inibidores (TUEKPRAKHON et al., 2022).
Recentemente foi demonstrado que o composto 4-(2-hidroxilo)-1-piperazina &cido
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elfnénico demostrou atividade inibitoria contra a proteina spike nas regides 452 e 486
em seu dominio de ligacdo ao receptor, apresentando energia livre de ligacao
favoravel e pose confirmada a partir de estudos in silico (SANTANA e SOARES,
2022).

Com a apresentacdo dessa energia e pontes de hidrogénio foi observada
relevancia na inibicdo da proteina spike da variante dmicron, esse € um grande passo
para que posteriores estudos possam comprovar sua acao terapéutica (SANTANA e
SOARES, 2022).

Alguns dos servidores mais sofisticados em bioinformatica séo utilizados para
estudo ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) com
grande eficacia, utilizando célculos e aprendizado de maquina bem elaborados
(DAOUD et al., 2021). Os melhores para predi¢céo in silico desses parametros é o
SwissADME (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo Suico), um servidor
suico que a partir da estrutura molecular ou cédigo SMILES fornece todos os dados
de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢cdo (IBRAHIM, UZAIRU,
SHALLANGWA e ABECHI, 2021). Também é necessario o uso do servidor
ADMETIab, o qual também retorna dados de Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo, mas também os dados de Toxicidade; o ADMETIlab possui mais de 250 mil
compostos depositados e aparenta dados aprimorados de aprendizado de maquina,
bioinformética, calculos, modelos robustos e grande taxa de sucesso (XIONG et al.,
2021).

METODOLOGIA

Se trata de um estudo descritivo com abordagem quantitativa, procura delinear
softwares que realizam calculos de docking molecular para obtencéo de afinidade da
proteina spike com compostos bioativos. Sendo também uma pesquisa de carater
gualitativa (CATHALA e MOORLEY, 2018). Essa pesquisa foi aprovada pelo
Programa Institucional de Bolsas de Iniciagéo Cientifica — PIBIC — Univertix.
BUSCA DO COMPOSTO MOLECULAR

Para busca da molécula a ser analisada € necessario acessar o banco de dados

Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteinas) (https://www.rcsb.org/) onde a
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partir da proteina 7nsz a molécula com o nome: 4-(2-hidroxilo)-1-piperazina acido
elfnbnico pode ser extraida e preparada para analises posteriores (SANTANA e
SOARES, 2022).

PREDICAO DA ABSORCAO

A absorcao é um dos parametros que ira dizer como ocorrera a passagem do
composto bioativo para a corrente sanguinea, isso irA depender do local onde o
farmaco ira ser administrado (VERTZONI et al., 2019).

Logo, para este tipo de andlise sera feita a predicdo de absorcao
gastrointestinal, permeabilidade da pele, substrato da glicoproteina-P (um
transportador de farmacos) estes serdo analisados no SwissADME. A permeabilidade
em células caco-2 (utilizadas in vitro para prever a permeabilidade em células
intestinais), absorcao intestinal humana, biodisponibilidade oral — 20 e 30% e possivel
inibicdo da glicoproteina-P no ADMETIab . Por fim, verificar a analise da regra de
Lipinski que faz um equilibrio ente a lipossolubilidade e hidrossolubilidade de farmacos
que é um fator muito importante na absor¢éo de farmacos (BITEW et al., 2021).
PREDICAO DA DISTRIBUICAO

Na distribuicdo a circulacdo do composto a diversas partes do organismo é
analisada, permeabilidade a barreiras o que pode demonstrar sua distribuicdo. Serao
analisados a permeabilidade na Barreira Hematoencefalica pelo SwissADME; ligacdo
a proteinas plasmaticas e volume de distribuicdo pelo ADMETIab (ISIK et al., 2022;
NIE et al., 2022).

PREDICAO DO METABOLISMO

Uma andlise do metabolismo pode ser muito importante no desenvolvimento
de farmacos pois acarreta consequéncias como na biodisponibilidade oral, tempo de
meia vida e toxicidade. Entdo € preciso ser feita a analise das interacdes com as
enzimas da familia do citocromo P450, nos quais destacamos a predi¢cao da inibi¢cdo
da CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 que podem ser feitas no
servidor SwissADME (GAIDHANE, GHATOLE, LANJEWAR e HATZADE, 2020). Para
analise de substrato da CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 utiliza-se
o servidor ADMETIlab (SWARGIARY, MAHMUD, e SALEH, 2020).

PREDICAO DE EXCRECAO
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Um processo de eliminacdo € fundamental para que o organismo excrete os
residuos deixados pelo farmaco a fim de evitar efeitos indesejados. Uma boa
eliminacdo é fundamental para que o efeito terapéutico seja atingido sem que haja
outras complicacdes posteriores (KUNDU, DAS, CHATTOPADHYAY, 2019).

Sendo assim, para predi¢do da eliminacdo do composto a analise pode ser feita
a partir do ADMETIlab que retorna as taxas de clearence (também chamado de
“‘depuracao” é a taxa de eliminagdo de um farmaco pelo organismo) e tempo de meia
vida (NIE et al., 2022).

PREDIQAO DE TOXICIDADE

O efeito téxico € um dos grandes problemas na formulacdo de farmacos pois
podem ter efeitos nocivos no organismo humano, causando problemas a diferentes
6rgéos (GIMENEZ-BASTIDA, MARTINEZ, MOYA-PEREZ e LAPARRA, 2017).

Na predicdo de toxicidade o servidor ADMETlIab fornece dados muito precisos,
0s que podem ser analisados para toxicidade humana sédo: bloqueador da hERG (
gene responsavel por codificar a subunidade a (alpha) de um canal de ion potassio)
sua inibicho pode levar a arritmias, hepatotoxidade humana (capacidade de
desenvolver danos ao figado), mutagenidade (AMES) que identifica a capacidade de
agentes quimicos de causar mutacfes carcinogénicas, sensibilidade da pele ( diz
sobre possiveis reacfes a pele), toxicidade respiratéria, lesdo hepatica induzida por
drogas, irritacdo ocular e corrosdo ocular (ZADOROZHNII, KISELEV e
KHARCHENKO, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O composto 4-(2-hidroxilo)-1-piperazina acido elfnénico foi extraido a partir da
proteina 7nsz no banco de dados Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteinas)
(https://www.rcsb.org/). Sua estrutura foi otimizada utilizando o software Avogadro (. )
aplicando o campo de forca MMFF94 e buscando a confirmacéo de menor energia e
salva em arquivo moL2.

A permeabilidade da pele é calculada por um modelo de regresséo linear
multipla (relaciona tamanho molecular e lipofilicidade) obtendo o valor de Log K (p)
igual a -10,59 cm/s considerado um valor baixo para permeabilidade na pele. O
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composto ndo é substrato da glicoproteina P que é um transportador de moléculas,
esse calculo é feito através da analise da estrutura e por um modelo de classificacao
binaria. Todos os calculos anteriores feitos no swissADME. Os proximos preditores
foram obtidos no servidor ADMETlab, o qual utiliza alguns parametros quantitativos
para a predilecdo farmacocinética, sendo alguns desses parametros relativos a
presenca de estruturas moleculares especificas na substancia (Tabela 1), e outros
derivados de propriedades fisico-quimicas da mesma. Para a permeabilidade em
células caco-2 foram utilizados a regressado linear multivariada (MLR), minimos
quadrados parciais (PLS), regressdo de méaquina de vetor de suporte (SVM) e
Boosting. Esses auxiliaram para previsdo e elucidacdo com 30 descritores
moleculares demarcados por um algoritmo genético de classificacdo ndo dominada-II
(NSGA-II), que obteve o resultado de -5,765 cm/s sendo insatisfatério. Para a
glicoproteina-P o0 resultado obtido demonstrou que ndo é substrato deste
transportador, assim o composto apresenta maior liberdade de acdo. O modelo de
absorcao usado pelo SwissADME relata o uso dos descritores TSA e AlogP98 como
sendo os fatores fundamentais na absorcao, onde o primeiro ja relata as interacdes,
area polar e fracionaria de Van der Walls, considera ainda intera¢6es de H e grau de
ionizacdo do composto, avalia a area de superficie dos nitrogénios e oxigénios, 0s
métodos para validacdo de compostos outliers (pontos fora da curva) teve 99,9% de
confianca, ja o AlogP98 descreve a lipofilicidade baseada dia compostos validada por
comparacao a compostos permedveis a células Caco-2. Para o ADMETIlab descreve
a absorcao intestinal humana (AlH) utilizando descritores 2D, 3D, Estate e MACCS

como demonstrado na tabela 1:

Tabela 1: Estruturas moleculares utilizadas como parametros no software ADMETlab

Parametro Representacdo esquematica da estrutura
NuUmero de oxigénios >3
-0-0U Ow

Nitrogénio positivamente carregado, ligado a 3 ou

mais atomos \ /
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19

-AH
N

/\

OH a 4 ligacbes de distancia de outro OH

Grupos OH

NH ou OH, a quatro ligag@es de distancia de um CH:

Soma de ;( em estado +

Soma dos oxigénios na forma de (-OH)

-AH
Soma dos oxigénios em estado de (=0) 0
-
Soma dos %" \.
fu%‘
Somas dos estados (=4 !
=\

Numero de atomos doadores e receptores de
ligagdes de hidrogénio

Existéncia de 4&tomo de N carregado positivamente H3N

A partir do modelo de Randoon Forest (Floresta Aleatéria), demonstrou que o
composto ndo apresentou absorcdo intestinal, além de apresentar baixa
biodisponibilidade oral (valores preditos abaixo de 20%), visto que esses parametros
foram fornecidos por outputs de comando binario. Relacionando os descritores

apresentam 16 em comum (~ 76%) e oS outros que ndo estavam presentes no
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SwissADME na inspecédo visual realizada ndo estavam presentes no composto
estudado; ambos devolvem as predi¢gdes com comandos binarios “SIM” ou “NAQO” para
AIH, sendo o SwissADME prevendo Alta absor¢cdo e o ADMETIlab prevendo néo
absorcado, trazendo contradicdo entre os dois preditores. As diferencas foram
demonstradas pois o primeiro baseia sua lipofilicidade na absorcédo em células Caco-
2 (muito utilizada mundialmente) o segundo em solvatacéo e descritores moleculares;
o primeiro utiliza redes neurais e smallest-half volume (Meio volume menor) (SHV)
enguanto o segundo utiliza o Randoon Forest (Floresta Aleatoria).

Os autores do SwissADME relatam a elevada confianca do método e que seus
descritores sao suficientes para descrever a solubilidade intestinal, ja os autores do
ADMETIab em seu quadro de propriedades fisico-quimicas demonstraram
lipofilicidade e solubilidade favoravel (o que é um fator importante na absor¢ao),
apesar de predicéo da AlH baixa. Mesmo com a predi¢cao de absorc¢édo alta em um dos
servidores sd0 necessarios mais testes, mesmo que in vitro, para confirmar estes
dados e a discrepancia nas predi¢cdes. O composto ndo violou nenhuma das regras
de Lipinski (Massa Molecular menor ou igual a 500, logP menor ou igual a 5, doadores
de hidrogénio menor ou igual a 5, aceitadores de hidrogénio menor ou igual a 10),
respeitando todos os parametros o servidor SwisADME retornou “sim” para todos.

Os dados de metabolismo obtidos no SwissADME demonstraram por meio do
modelo de Maquina de Vetor de Suporte (MVS) com dados de compostos ja
conhecidos como inibidores ou substratos, resultando em uma saida de comando
binario “sim” ou “nao”; foi predito que o composto nao € inibidor de nenhuma das
isoenzimas do citocromo P450, evitando assim interacbes medicamentosas
indesejaveis. No ADMETIlab séo feitas as predicdes de possivel substrato das
isoenzimas os algoritmos usados incluem um conjunto de métodos de analise,
contendo floresta aleatdria, arvore de decisao de aumento de gradiente e aumento de
gradiente eXtreme (XGBoost), dois métodos de aprendizagem profunda, sendo eles
as redes neurais profundas e redes neurais convencionais dando um modelo
sofisticado de predicdo. A saida resultou em valor de substrato para a isoenzima

CYP2C19, uma atividade caracteristica desta € ser monooxigenase e epoxigenase.
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CONSIDERACOES FINAIS

Frente a necessidade de novas tecnologias para combater a Covid-19, o
presente estudo fundamentou-se em uma analise de um potencial composto bioativo
contra a doenca, tendo por objetivo predizer os parametros farmacocinéticos da
substancia 4-(2-hidroxido)-1-piperazina acido elfenénico, por meio de um estudo in
silico em dois softwares: SwissADME e ADMETlab, sendo este complementado com
a avaliacdo da adequacao a regras de Lipinski.

Apébs andlise dos resultados, foi possivel concluir que o trabalho atingiu seus
objetivos. Contudo, houveram algumas limitacdes, constatadas frente a divergéncia
encontrada no que ser refere ao parametro absorcao, sendo esta apontada como alta
pelo SwissADME e ausente no ADMETIlab. Quanto a metabolizacdo, o composto
apresentou-se como um substrato da CYP2C19, ndo possuindo atividade de inibicao
ou inducédo de enzimas do metabolismo.

Ressalta-se a necessidade de mais estudos in vivo, in vitro e in silico para a
confirmacédo dos resultados do presente estudo, tendo em vista a complexidade de

organismos biolégicos.
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