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RESUMO

Em dezembro de 2019, surgiu na China o novo coronavirus (Sars-Cov-2) e se espalhou
rapidamente por todo o planeta causando uma pandemia e, conseguintemente, milhares de
mortes. Apesar do grande esforco da ciéncia ainda nio existem farmacos comprovadamente
eficazes contra a Covid-19, sendo necessario estudos que venham a agregar esta possibilidade
visto a permanéncia do virus em nossa sociedade. Diante disso, a presente pesquisa realizou
uma avaliacdo in silico de farmacos diuréticos reposicionados por docagem molecular como
inibidor de proteinas do coronavirus Sars-Cov-2. A metodologia utilizada para esta pesquisa
constituiu-se de buscas em bancos de dados de produgdes cientificas para uma prospecgio dos
diuréticos. As docagens realizadas com os diuréticos e as proteinas do virus foram feitas no
programa AutoDock e Vina, posteriormente, os arquivos de proteinas foram preparados pela
remocao de todas as moléculas de d4gua e outros grupos, como fons, usando o software Chimera.
Os resultados obtidos a partir da interagdo dos diuréticos com a proteina Spike, revelaram que
o Metolazone apresentou a maior afinidade molecular, com energia de ligacdo de -7.37
kcal/mol!; com a proteina Spike o Torseomide apresentou energia de ligacdo de -7.25
kcal/mol!, revelando-se como a maior afinidade; também com a proteina spike, o
Bendroflumethiazide demonstrou a maior afinidade molecular, com energia de ligacao de -6.18
kcal/mol™! e a Espirolactona apresentou energia de ligacdo de -8.1 kcal/mol!; com a ECA2 o
Bendrolumethiazide teve a maior afinidade, com energia de ligacdo de -7.0 kcal/mol’; j4 com
o complexo ECA2/Spike o diurético de maior afinidade foi o Chlorthalidone, com energia de
ligagdo de -7.1 kcal/mol” e por fim, a interacio dos diuréticos com a proteina mPRO
demonstrou que a Espirolactona mais uma vez apresentou maior afinidade molecular, com
energia de ligacdo com valor de -7.4 kcal/mol™!. Assim, podemos propor que os diuréticos
Bendroflumethiazide e o Espirolactona podem ser bons candidatos ao reposicionamento de
farmacos no combate ao coronavirus.

Palavras-chave: Coronavirus. Firmacos Diurético. Docagem molecular.



ABSTRACT

In December 2019, the new coronavirus (Sars-Cov-2) emerged in China and spread rapidly
across the planet, causing a pandemic and, consequently, thousands of deaths. Therefore, the
present research carried out an in silico evaluation of diuretic and anticoagulant drugs
repositioned by molecular docking as an inhibitor of the S-binding protein in the ACEII cell
receptor of the Sars-Cov-2 coronavirus. The methodology used for this research consisted of
searches in databases of scientific productions for a scientific prospection of diuretics. Dockings
performed with the diuretics and virus proteins were performed in the AutoDock program and,
later, the protein files were prepared by removing all water molecules and other groups, such
as ions, using the Chimera software. The results obtained from the interaction of diuretics with
the Spike protein revealed that Metolazone had the highest molecular affinity, with binding
energy of -7.37 kcal/mol ™. With the 6VYB protein, Torsemide presented binding energy of 7.25
kcal/mol’!, revealing itself as the highest affinity. With the 6VYB protein with site 2
coordinates, Bendroflumethiazide demonstrated the highest molecular affinity, with binding
energy of -6.18 kcal/mol™!. With the spike protein with site 2, Spirolactone showed binding
energy of -8.1 kcal/mol’!, the highest being presented. With ACE2, Bendrolumethiazide had
the highest affinity, with binding energy of -7.0 kcal/mol™'. With the ACE2/Spike complex, the
diuretic with the highest affinity was Chlorthalidone, with a binding energy of -7.1 kcal/mol™!
And finally, the interaction of the diuretics with the mPRO protein showed that Spirolactone
once again showed greater affinity molecular, with binding energy of -7.4 kcal/mol ™. Thus, we
can propose that the diuretics Bendroflumethiazide and Spirolactone may be good candidates
for drug replacement in the fight against coronavirus.

Keywords: Coronavirus. Diuretic drugs. Molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O novo coronavirus (Sars-Cov-2) surgiu na China, a partir de dezembro de 2019 e se
espalhou rapidamente por todo o planeta provocando uma pandemia. Esse virus realiza a sua
replicagc@o por uma fita simples de RNA no seu interior, de sentido positivo (Fehr;Perlman, et
al., 2015), e é comumente encontrado em hospedeiros como morcegos e camelos. Estudos
anteriores apontam que existem seis linhagens de coronavirus que sdo capazes de infectar
humanos, entre elas quatro circulam anualmente causando gripes comuns e as outras duas
podem causar a sindrome respiratoria aguda grave (SARS) e da sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERSCoV) (Liu; Wang, 2020; Cui et al., 2019). Os principais sintomas sao:
febre, falta de ar, mal-estar, tosse seca, dificuldades respiratdrias, problemas renais e pneumonia
(Liu; Wang, 2020; Zhu et al., 2020; Lu et al., 2020; Hui et al., 2020).

As micrografias eletronicas de particulas do Sars-Cov-2, demonstraram a morfologia do
virus que possui um didmetro que varia de 60 a 140 nm e apresentam uns picos distintos de 9 a
12nm com aparéncia de uma coroa solar, sua estrutura externa € forma de proteinas S (spike)
na qual se ligam nas células humanas pelo receptor ACEII, sendo um importante via de
disseminagdo do virus, pois atuam convergindo a angiotensina, um hormonio peptidico que
controla a vasoconstri¢ao e a pressdo sanguinea. (Yan et al., 2020; Wrapp et al., 2020; Zhu et
al., 2020). A glicoproteina do pico transmembrana (S), que se projetam na superficie do virus
sdo formadas por duas subunidades funcionais responsdveis pela ligacao ao receptor da célula
hospedeira e pela unido das membranas virais e celulares. Como a glicoproteina S do
coronavirus € exposta na superficie e tem contato com a entrada nas células hospedeiras, essa
proteina € o principal alvo dos anticorpos e na formulacdo de uma vacina (Walls et al., 2020).

A bioinformadtica tem avancado, nas pesquisas pré-clinicas, uma vez que ela une todas
as frentes de pesquisa, dos ensaios virtuais a toxicologia animal, tendo como elemento central
a estrutura quimica. O reconhecimento da estrutura quimica possibilita a identificagdo das
propriedades quimica que torna uma substincia um farmaco potencial e, desta forma, o
planejamento racional de novos compostos fica mais vidvel, uma vez que os ensaios virtuais
requerem menos gastos de reagentes e tempo no laboratério (Gateiger, 2006; Oprea, 2003;
Oprea; Matthe, 2004). A biologia computacional traz aos testes biol6gicos novas possibilidades
de modelos de drogas, baseados em simulacdo computacional, sem a necessidade de
desperdicio de solventes e reagentes. Essas novas possibilidades devem-se principalmente ao
desenvolvimento das metodologias tedricas de simulacdo e ao desenvolvimento hardware e

software na area de informatica nos ultimos anos (Rocha et al., 2018).
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Com o aumento rapidamente da pandemia ocasionada pelo o novo coronavirus € com o
grande nimero de mortes no mundo inteiro ocasionados pelo virus, esse trabalho tem como
intuito ajudar na batalha contra o virus, sabemos que ¢ um virus novo e que precisa de muitas
pesquisas e estudos para encontrar uma maneira para amenizar o caos no mundo, com isso e
com a evolugdo da ciéncia e com a melhoria da bioinformética, foram realizados estudos
computacionais com fairmacos diuréticos, para ajudar no combate do coronavirus.

Os farmacos diuréticos sdo amplamente utilizados para ajudar no aumento da
eliminagdo do sodio e dgua por meio da urina. Existe uma grande variedade de farmacos
diuréticos que retribuem positivamente quando utilizadas para ajudar no tratamento de algumas
doencas. No entanto, com a chegada do novo coronavirus em dezembro de 2019, onde o mesmo
apresenta varios sintomas, entre eles problemas respiratorios e que afetam diretamente no
pulmao, irdo ser estudados diuréticos que possam ser eficientes e consequentemente proteger
contra o virus. Com o avanco da bioinformética, em pesquisas pré-clinicas, uma vez que ela
junta todas as frentes de pesquisa, dos ensaios virtuais a toxicologia animal, tendo como
elemento fundamental a estrutura quimica.

Com a importancia da estrutura quimica possibilita a identificacao das propriedades
quimica que torna uma substancia um farmaco potencial e, desta forma, o planejamento racional
de novos compostos fica mais vidvel. Pensando nisso, o presente trabalho justifica a
importancia dos fairmacos diuréticos e anticoagulantes para descobrir novos medicamentos que

possam ajudar na luta do coronavirus.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar uma avaliacdo in silico de farmacos diuréticos reposicionados por docagem

molecular como inibidor de proteinas do coronavirus Sars-Cov-2

2.2 Objetivo especificos

* Prospec¢do de farmacos diuréticos candidatos para os estudos de afinidade molecular;
* Selec¢do das proteinas no banco de dados;

* Docagem molecular com as proteinas e os ligantes selecionados.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Coronavirus:

3.1.1 Identificacao da familia Coronaviridae

Nio ¢é de hoje que os coronavirus circulam pela populagdo, em meatos dos anos 1960,
que mundialmente sdo conhecidos como uma grande familia viral, j4 ocasionavam infec¢des
respiratorias em seres humanos e em animais e foram crescendo ao passar dos anos ao
descobrirem novas espécies desse virus.

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) publicou uma nova classificagao
para os coronavirus no ano de 2019, onde ressaltou que o coronavirus passaram a pertencer ao
dominio Riboviria, pertencente ao reino Orthornavirae, cujo filo € Pisuviricota, sua classe
Pisoniviricetes, da ordem Nidovirales, subordem Cornidovirineae e da familia Coronaviridae.

A familia a qual foi classificado, foi dividida em duas novas subfamilias, que consistem:
em: Letovirinae (género Alphaletovirus) e Orthocoronavirinae, da qual é dividida em quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus (ICTV,
2019). Esses géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus sdo conhecidos por infectar
mamiferos, abrangendo o homem; ji os Deltacoronavirus e Gammacoronavirus infectam
espécies de aves (ICTV, 2019; Paules et al., 2020). Algumas das principais espécies conhecidas
que infectam os humanos sdo: HCoV-229e, HCoV-NL63 (que pertencem ao género
Alphacoronavirus), a HCoV-OC43, HCoV-HKUI1 (cujo género € Betacoronavirus), logo, sao
responsdaveis sobretudo por infec¢des respiratérias brandas. Ademais do SARS-CoV-2,
SARSCoV e MERS-CoV, que fazem parte do género Betacoronavirus, que, como citado antes,
sdo responsdveis pela Covid-19, SRAG e MERS, simultaneamente (Shuo et al., 2016; Bulut e
Kato, 2020).

3.1.2 Estrutura do Virus

O SARS-CoV-2 € um virus de acido ribonucleico (RNA), o seu material genético é
reproduzido por uma unica molécula de RNA positivo (RNA+). Todo o seu genoma contém
menos de 30.000 nucleotideos, onde cada um deles é formado por uma molécula de agicar
(ribose), um dcido fosférico e uma base nitrogenada. Por ser um virus RNA, as bases
nitrogenadas sdo adenina, citosina, guanina e uracila.

Os coronavirus apresentam um genoma RNA de fita simples, ndo segmentado, com

senso positivo (sSRNA+) (Fung et al, 2019; Paules et al., 2020), sendo considerados grandes,
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aproximadamente cerca de 30 kb, com isso, sua traduc¢do é considerada complexa (De Wilde et
al., 2017).

Segundo os pesquisadores, em 1965 a estrutura do coronavirus foi descrita semelhante
a uma coroa. O nome coronavirus origina-se do Latim, cujo significado do mesmo € coroa ou
auréola, referenciando-se a estrutura da sua superficie, podendo ser visualizada a partir de
microscopia eletronica, com projecdes que fazem o virus parecer com uma coroa (RICHMAN
et al., 2016). Esses virus sdao envelopados, tendo uma morfologia esférica que pode variar de
80 a 120 nandmetros de diametro e capsideo de simetria helicoidal. Em seu envelope
(envoltdrio externo) t€ém elementos glicoproteicos ou proteicos, que conectam-se na particula
viral em uma membrana lipidica, como por exemplo: a glicoproteina Spike (S), essa
glicoproteina forma projecdes em trimeros; a glicoproteina da membrana (M), podendo dizer
que estd € a mais abundante; a proteina Hemaglutinina Esterase (HE), encontrada somente em
alguns Betacoronavirus; e a proteina do Envelope (E), que € altamente hidrof6bica. No interior
deste envelope, hd um nucleocapsideo helicoidal formado pela jungdo da proteina do 12
Nucleocapsideo (N) com o material genético do virus (ssRNA+), para protecdo do genoma

(Cruz et al., 2020).
3.1.3 Replicagao do Coronavirus

Primeiramente a replicagdo dos coronavirus inicia-se na etapa de adsorcdo, ou seja,
quando a regidio RBD da subunidade S1 da glicoproteina viral S interage com receptores de
membrana da célula hospedeira. (Fehr; Perlman, 2015). A originalidade entre a regido RBD da
glicoproteina S e os receptores celulares variam-se entre as espécies de coronavirus: alguns
usam o Receptor Aminopeptidase (APN); ja o MERS-CoV, interage com o Receptor Dipeptidil
Peptidase (DPP4) celular, enquanto o SARS-CoV e o SARS-CoV-2 ligam-se ao receptor
ACE2. A eficdcia da ligac@o entre o virus e os receptores celulares gera a fragilidade das
diferentes espécies de hospedeiro a infeccao (refs), assim como define o tropismo viral a nivel
celular e tecidual. (Hoffmann Et Al., 2020; Hofmann Et Al., 2005; Hulswit; De Haan; Bosch,
2016).

Logo apdés a adsor¢ao da particula viral a célula-alvo, acontece a clivagem da
glicoproteina S de SARS-CoV-2, dentre as subunidades S1 e S2, por meio da acdo de proteases
celulares; etapa essa, considera essencial para entrada do virus na célula. Isso acontece porque,
com a protedlise, possui exposi¢ao do peptideo de fusdao, que mediard a fusao do envelope viral

com a membrana celular. (Heald-Sargent; Gallagher, 2012).
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Em seguida, acontece o desnudamento do RNA, nessa etapa, ha a liberagdo do material
genético do virus no citoplasma da célula. (Fehr; Perlman, 2015). Sabendo que o genoma dos
coronavirus incide em uma molécula de RNA de polaridade positiva, logo pode ser transcrito
pela maquinaria celular, originando-se pelas ORFla e ORFlb, que coligem para as
poliproteinas ppla e pplab. Estas sdo subsequentemente clivadas em Proteinas Nao Estruturais
(NSPs), que compreendem proteases e enzimas do complexo replicase-transcriptase, como a
RNA-polimerase RNA dependente, o dominio da RNA helicase e a exoribonuclease. (Fehr;
Perlman, 2015)

Depois, acontece a montagem dos virions maduros, por meio da associagdo da proteina
N ao RNA e brotamento do Ergic juntamente com as proteinas estruturais. Em seguida, os
virions sdo transportados para a superficie celular, onde ocorre a liberagao das particulas virais

por exocitose. (Fehr; Perlman, 2015)
3.1.4 Processo de Transmissao da Covid-19

A transmissdo dessa doenca se dd por meio de secrecdes respiratérias, bem como
mediante o contato pessoal com individuos ou superficies contaminadas pelo virus (Xu et al.,
2020), através de goticulas, aerossois e contato direto com o individuo infectado (Rothan E
Byrareddy, 2020). O contdgio da Covid inclui a sua morfologia prépria. Tem em seu envoltério
proteinas especificas “spikes”, cujo formam uma espécie de coroa denominando a familia dos
virus. Essas proteinas, dividirem-se em S1 e S2 auxiliando a endocitose do virus quando sdao
ligadas aos receptores celulares especificos como: o receptor da Enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ECA2), a Aminopeptidase N etc, de forma que hd um tropismo maior do virus
para as regides que possuem esses receptores, por exemplo, os pneumdcitos, macrofagos e
pulmonares.

Logo apés, essa ligacdo proteases celulares quebram a proteina S, o que ocasiona a fusio
do virus com a célula facilitando assim a entrada do virus. Com isso, outras proteinas
especificas se ligam a célula hospedeira e, assim, agem também no desvio para as organelas de
replicacdo, onde utilizardo a maquinaria celular para promover a replicacdo do genoma viral.
Ademais, considera-se que essas proteinas “N” também podem interferir na sinalizacao de
Interferon via intracelular procedendo na inibicao do Sistema Imune Inato do paciente.

No mais, segundo os pesquisadores, 0 SARS-CoV-2, tem a transmissdo respiratoria
como uma unica via confirmada. Aqueles pacientes portadores do virus que estejam
assintométicos também podem ser uma fonte de transmissdo, mesmo que esses pacientes

possam ter uma carga viral menor em relacao aos que desenvolveram a doenga. Esse virus tem
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alta transmissibilidade e, aliado as viagens globais, constatou-se o seu grande potencial para o

desenvolvimento da pandemia (Lai et al, 2020).

3.2 Reposicionamento de Farmacos

3.2.1 Processo de Reposicionamento

Apesar de outras linhagens da familia Coronaviridae, conhecida como uma familia viral
circularem por muitos anos pelo o mundo, o SARS-CoV-2 foi definido inicialmente como um
virus novo e que obtinha pouco estudo sobre o mesmo. Sabendo disso, € como uma nova terapia
pode levar muitos anos, os cientistas optaram por uma estratégia que teria um processo mais
répido, estratégia essa, que seria o reposicionamento de medicamentos que foram aprovados,
ou estdo em desenvolvimento, para outras condi¢des, o que pode ser beneficiado pelas
informagdes detalhadas sobre a farmacologia e toxicologia humanas jia conhecidas e que
permitem ensaios clinicos e processos regulatérios mais rapidos (C. HARRISON et al, 2020).

Essa estratégia com o reposicionamento tornou-se popular para o aumento de farmacos
nos ultimos anos, esse processo ja existe para doencas que ndo tem cura. O processo tradicional
¢ diferente, pois € mais demorado podendo envolver grandes riscos, por isso, requerem altos
investimentos, apesar de serem eficientes, sdo mais econdmico € ndo possuem grandes riscos,
oferecendo uma oportunidade para muitos paises de desenvolver fairmacos com menores custos
e mais rapidez, ou seja, esse processo reduz o custo e o tempo de pesquisas para desenvolver

algum medicamento.
3.2.2 Processo de Desenvolvimento de Farmacos

Por mais que o processo de reposicionamento esteja sendo uma alternativa positiva e
répida, € importante ressaltar que para o firmaco chegar até a populacdo, nao é um processo
tao facil assim, pois s@o necessdrias muitas etapas.

Inicialmente, acontece a fase da pesquisa, onde se faz a descoberta de uma nova
molécula ou um novo mecanismo de a¢do para uma determinada doenca. Iniciam-se nesta fase,
diversos testes em laboratério (modelos in vitro) para comprovar que a molécula funciona,
nessa mesma etapa estuda-se as modificacdes do composto para ver a melhoria da atividade em
busca de uma formulagao.

Logo mais, essa molécula serd testada primeiramente em animais, € nessa fase €
avaliado se o prototipo pode causar algum efeito indesejado e identificar se pode ser toxico,

sabe-se como ele deve ser administrado se serd injetado ou comprimido, em qual dose, e
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também se sabe como é o comportamento da molécula em um organismo. Feito isso, se tiver
comprovacdo da eficdcia e seguranga, os testes irdo prosseguir em humanos.

Ao testes em humanos acontecem em 3 fases: na primeira fase, sdo voluntdrios
sauddveis que ndo possuem doencgas em alguma avaliacdo feita, onde sdo testados para conferir
se o futuro medicamento ird causar qualquer efeito ndo desejivel; na segunda fase, sdo testados
em poucos voluntdrios, jd nessa etapa testardo naqueles que sdo portadores da doenga, onde
sdo estudados para avaliacdo da seguranga e comprovacido de que o medicamento funciona,
onde vera sua eficdcia contra a doenga; ja na terceira fase, os testes s@o feitos em nimero maior
de voluntarios com a doenga.

O reposicionamento de farmacos visa reduzir o custo e tempo desse processo, nesse
processo sdo utilizados farmacos ja sdo reconhecidos e aprovados por agéncias regulatdrias. De
tal modo, o medicamento j4 passou por testes toxicoldgicos e de seguranca. Com isso, varias
etapas ndo precisam mais ser feitas, sendo eliminadas ou encurtadas, consequentemente, o
tempo para o desenvolvimento se torna muito menor, com foco na nova doenga em estudo, esse
processo tem sido uma saida para diversas doengas.

Para as doencas que sdo consideradas negligenciadas, esse processo de
reposicionamento € uma extraordindria estratégia, em que pouco se € investido, ou ainda para
aquelas doengas emergenciais, como a que estamos vivenciando, a pandemia pelo novo
coronavirus. Para os estudos do COVID-19, mais ou menos 12 medicamentos ji eram
conhecidos e inicialmente foram testados, uma vez que nao existe tratamento especifico para
esse virus.

Vale ressaltar que por mais que esse procedimento seja promissor, apds os testes em
laboratdrio, ainda deverio ser testados em fases clinicas, para saber a eficicia do medicamento
e se funcionard em pacientes humanos infectados do virus, e sobretudo saber que nio cause
algum efeito inesperado, que possa agravar o quadro de pacientes que ji estdo sofrendo da
doenca. O processo desses testes estd em andamento em vérios centros do mundo, porém é

necessario aguardar os resultados para que possam fazer o uso seguro dessa alternativa.

3.3 BIOINFORMATICA

3.3.1 Evolugdo da Bioinformatica

A ciéncia assim como outras dreas estdo em constante evolucao, ao longo dos anos e o

uso de novas técnicas e ferramentas, apesar de serem necessdrias as mesmas, tornou-se
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extremamente Util para o alcance de resultados que antes dessas ferramentas era mais dificil, e
uma dessas ferramentas é a conhecida como a Bioinformatica.

Por volta do ano de 1953, foi publicado na revista Nature um artigo que foi de suma
importancia para a histéria da ci€éncia mundial. Artigo publicado por James Watson e Francis
Crick, onde expunha, pela primeira vez, como € a estrutura da molécula de DNA, uma dupla
hélice espiralada. Apesar dessa publicagdo ter sido reconhecida como um marco cientifico, ela
foi uma virada de chave para a bioinformética, através das ferramentas que foram usadas para
a descoberta da estrutura da molécula.

Logo por volta da segunda metade da década de 90, apds o aumento dos estudos sobre
biologia molecular apareceram ainda mais ferramentas para sequenciar o DNA
automaticamente, o que acabava provocando uma enorme base de dados, ainda, havia uma
obrigacdo de algo a mais para realizar as andlises desses dados imensurdveis, € nesse contexto
surgiu a bioinformadtica.

A sociedade contemporanea tem se deparado com os impactos ocasionados pelos
avancos e descobertas oriundos de projetos de pesquisa conduzidos a fim de decifrar a natureza
do material genético em uma grande variedade de organismos procaridticos e eucaridticos,
buscando com essas descobertas o conhecimento total ou parcial de suas sequéncias de DNA.
Compreende-se que um genoma armazena indmeros fragmentos de DNA dispostos em posi¢des
especificas, denominados genes, cujas informagdes coordenam e controlam todos os aspectos
da sintese de proteinas que, em ultima instincia, atuam como mdaquinas moleculares
moduladoras da homeostase celular (Alberts B, Bray D, Jonhson A, Lewis J, Raff M, Roberts
K et al. 2005.). Por mais que a estrutura do DNA tenha sido descoberta em 1953 pelos ingleses
Watson e Crick (Griffith A, Muller JF, Suzuki JH, Lewontin RC, Gelbart WM, Wessler SR et
al. 2006), precisou aguardar até meados da década de 1980 para que fosse desenvolvida uma
lente que tivesse um aumento suficientemente boa (uma méaquina automatizada) que deixasse
a leitura em grandes quantidades do cddigo genético contido nas biomoléculas (Setibal JC et
al. 2003). Na parte da computacao, precisou-se também um foi também preciso um avango com
a revolucdo da informadtica, para a obter computadores capazes e adequados de armazenar cada
vez mais informacdes e de processd-los de modo cada vez mais rdpido a uns custos mais
reduzidos.

De uma forma mais ampla, uma aplicacio diretamente da bioinformética nos estudos de
gendmica entende-se a assimilac@o de possiveis diferencas nas sequéncias génicas que por sua
vez, possam beneficiar o desenvolvimento de ferramentas para a melhoria do diagndstico de

algumas doengas e anomalias. As diferencas que sdo encontradas nas sequéncias nucleotidicas
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sdo submetidas a ferramentas estatisticas, que poderdo determinar as possibilidades de
adoecimento ou nao dos individuos de uma populacdo, em que cada ser vivo se transforma em

informacdes, dotados de instru¢des sobre seu préprio processo de funcionamento.

3.3.2 O Uso da Bioinformaética para o Coronavirus

Com a evolugdo da bioinformatica e o crescente aumento da mesma nas ultimas décadas,
a bioinformaética, onde se agrupa ao sequenciamento de DNA, vem gerando uma verdadeira
revolucio em diferentes dreas da medicina. E utilizada essa ferramenta para fazer as andlises e
sequenciamento do genoma de cada paciente e consequentemente determinar o seu perfil
genético, procedimento esse, que facilitard e ajudard o médico a prevenir maior ou menor
suscetibilidade a certas doencas. Nos udltimos anos, a adaptacdo e os avangos de recursos
tecnoldgicos, sobretudo na drea de Ciéncias da Saide, vem sendo uma prioridade para suprir
determinadas falhas, como requerer a criagdo de programas analiticos que possam ser capazes
de armazenar complexas sequéncias de genes. logo, em pouco tempo, a informdtica vem
tornando-se uma peca essencial aos estudos da area bioldgica, abrindo novas fronteiras para as
andlises de gendmica e protedmica.

Pode-se assegurar que a bioinformadtica é uma das pecas-chave para o sucesso da andlise
de dados de pesquisas ja sucedidas e que ainda irdo ser. O crescimento de pesquisas acerca
desse tema ¢é estratégico e indispensdvel para impulsionar significativamente relevantes
descobertas cientificas nessa area do conhecimento.

Sabendo disso, as andlises computacionais de dados ja existentes tornam-se um
exercicio muito relevante para viabilizar a extracdo de informagdes pertinentes e concretizar as
potencialidades de se possuir o genoma completo ou parcial de um organismo. Dessa forma, ha
uma relacdo de motivagdo cientifica e tecnoldgica muito forte entre a descoberta do DNA,
estudos de transgenia, materialidade do conhecimento propiciada pela biologia molecular e pela
gendmica, e o desenvolvimento da bioinformatica.

Com isso, por ser usada para as andlises de dados genéticos e consequentemente ser
eficaz em suas buscas e avancos, a bioinformdtica teve um papel ativo para os estudos contra
0 novo coronavirus. Com a ajuda dessa tecnologia e das ferramentas de bioinformadtica,
milhares de cientistas do mundo utilizaram a mesma para investigar em curto tempo sobre a
evolucao viral, podendo rastrear novas variantes e fazendo modelos mateméticos que ajudaram

a compreender a evolu¢iao da pandemia.
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Perante esses anos de pandemia, cientistas e pesquisadores buscavam nao apenas
conseguir alguma maneira de conter o contdgio entre as pessoas, mas também de entender
melhor a estrutura do virus para o desenvolvimento de medicamentos e vacinas. Uma das
maneiras para isso, € através do estudo do material genético (genoma) que o virus tem. Logo,
para adquirir esse conhecimento, cientistas vém executando um grande nimero de
experimentos, tanto dentro, como fora de laboratdrios, nos quais inserem desde a extracao do
material genético (DNA ou RNA) até a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica que
permitam a decodificacdo de seu material genético. O objetivo desse procedimento €
compreender as relacdes entre os tipos de coronavirus conhecidos, como eles reagem a
diferentes ambientes e até mesmo como se dd o processo de mutacdes.

E utilizado para esses estudos de genoma, um conjunto de ferramentas de bioinformatica
chamado de pipeline, que significa tubo, em Inglés. Para o estudo deste novo coronavirus
(SARS-CoV-2), os cientistas apresentaram um pipeline com vdrios aplicativos de informatica,
cujo nome pode ser traduzido como Ferramenta de Deteccao e Genotipagem de Coronavirus

(do original em Inglés, Genome Detective Coronavirus Typing Tool).

3.4 OS DIURETICOS

3.4.1 Identificacao dos Farmacos Diuréticos

Por volta do século XIX, comecaram as descobertas das propriedades diuréticas de
compostos presentes em determinados herbdceos. Por volta de 1884, identificou-se o
componente diurético que se faz presente no café, chamada e cafeina. Iniciaram-se as
descobertas dos inibidores da anidrase carbdnica no ano de 1949, por meio da observacao da
acdo da sulfonilamida, estimulando a procura por outros compostos que poderiam se derivar e
resultar na descoberta de diversos novos farmacos. A partir dai, diversos diuréticos foram
introduzidos na terap€utica, sendo uma das classes de farmacos que sdo mais utilizados no
tratamento de pacientes hipertensos, esses farmacos sdo utilizados no tratamento de edemas
resultantes de uma variedade de causas, como por exemplo insuficiéncia cardiaca congestiva,
sindrome nefrética, doengas cronicas do figado, em associac@o a hipertensio, hipercalcemia,
diabetes, glaucoma etc, (Goodman, L. S.; Gilman, A. et al. 2003). Por serem eficazes e ter um
baixo custo para a utilizacdo do mesmo, estdo sendo muito utilizados, além disso podem ser
usados em associagdes a outros anti-hipertensivos, aumentando os efeitos.

Os farmacos diuréticos sao medicamentos que sao utilizados para aumentar a eliminagao

do sddio (sal) e 4gua por meio da urina, eles reduzem o volume intravascular por um aumento
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na excreg¢ao renal de sédio e agua (Golan De, Tashjian AH, Armstrong EJ, et al. 2009; Brunton
LL, Chabner BA. Knollmann BC, et al. 2012). Diante disso, eles agem antes estimulando a
excre¢do de fons sédio (Na*), cloro (CI) ou bicarbonato (HCOs), que sdo os principais
eletrdlitos presentes no fluido extracelular. Esses farmacos sdo usados para tratar a hipertensao
arterial e quadros de edema, ou seja, aqueles acimulos de 4gua que ocasionam inchagos, sdo
utilizados também para outros fins, com a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), insuficiéncia

renal cronica e glaucoma.

3.4.2 Mecanismo de Acdo dos Diuréticos

O mecanismo de agdo dos diuréticos, se faz presente na fisiologia renal, onde,
inicialmente o néfron € a unidade funcional bésica dos ruins, que € composto por um glomérulo,
tubulos contorcidos proximal e distal, alga de Henle e ducto coletor. A urina tem se forma no
glomérulo, onde € ultrafiltrada para ficar livre de substancias celulares ndo filtraveis, como por
exemplo as hemédcias, leucdcitos e as proteinas plasmaticas, que formam um fluido
praticamente sem proteinas. Fluido este, que passara pelo limen do néfron, onde acontece uma
série de alteragdes em sua composi¢do — 98 a 99% da dgua junto com uma porcao de eletrélitos
(Na*, K*, CI, HCOys"), além da glicose e da ureia sofrem reabsor¢do no tibulo. Ressaltando
entdo, a eliminagdo da urina, correspondendo a quase 1,5L /dia.

Com isso, os farmacos diuréticos podem ter sua ac¢do na filtragdo glomerular, na
reabsorcao tubular ou na excrecdo tubular. Embora que os diuréticos apresentem diferengas em
relacdo ao local de a¢cdo no néfron e duracdo de acio, eles apresentam em comum a propriedade
de estimular a eliminag¢do dos fons Na* pela urina. logo o Na* ndo é excretado isoladamente,
ele carrega a d4gua do sangue, existindo um aumento do volume urindrio e consequentemente a
reducdo da quantidade de liquido nos vasos sanguineos, onde reduz a pressdo exercida nas

paredes das artérias.

3.4.3 Classificacao dos Diuréticos

Pode-se dizer que os diuréticos sao agregados em diferentes classes e, em uma mesma
classe, ressalta-se diferencas entre eles em sua estrutura, em sua farmacodinidmica e na
farmacocinética. Os diuréticos podem ser divididos em cinco classes, as quais sdo: osmoticos,

inibidores da anidrase carbdnica, de alg¢a, tiazidicos e poupadores de potéssio.
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Os Diuréticos osmdéticos, sdo aqueles agentes livremente filtrados no glomérulo que

sofrem reabsor¢do restrita pelo tibulo renal e sdo relativamente inertes do ponto de vista
farmacolégico. E o principal local de acdo é a alca de Henle. Esses diuréticos aumentam a
excrecdo urindria de quase todos os eletrdlitos, como Na+, K+, Ca+, Mg2+, Cl-, HCO3-e
fosfato. Os Inibidores da anidrase carbonica, € sitio de acao no tibulo contorcido proximal. Eles
inibem a anidrase carbOnica renal, e consequentemente ird diminuir a reabsor¢ao de bicarbonato
de s6dio, devido a possibilidade deste diurético ter uma a¢do anti-hipertensiva independente da
diurese, através de mecanismos como a vasodilatagcdo periférica (Vasco RF, Moyses RM, Zatz
R, Elias RM, et al.2016).
Os diuréticos de al¢ca, agem no ramo ascendente da alga de Henle. O mecanismo de a¢ao inibe
o sistema Co transportador Na+/K+/2 CI-. Esses diuréticos de al¢a s@o os diuréticos sao
considerados um dos mais potentes. Eles sdo reservados para situagdes de hipertensao associada
a doenca renal cronica com taxa de filtracdo glomerular abaixo de 30.

Os diuréticos caracterizados como tiazidicos e similares (hidroclorotiazida, clortalidona
e indapamida) sdo os diuréticos mais frequentemente usados na pratica clinica em monoterapia
ou em associacdo com outros farmacos anti-hipertensivos. Eles reduzem de forma significativa
e satisfatoria a pressao arterial (PA), quando sao utilizados em baixas quantidade de doses, e
tém excelente acdo quando associados aos inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECAs), bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina II (BRAs) e bloqueadores dos
canais de calcio (BCC).

Sdo caracterizados como diuréticos poupadores de potdssio, aqueles que atuam no
tubulo distal e ducto coletor. Quando agem nesses locais, sofrem influéncia da aldosterona
(hormdnio mineralocorticéide) e do ADH na recuperagao de dgua.o diurético Espironolactona
inibe a reabsor¢do de sédio e dgua e a eliminacdo de potdssio, por causa do antagonismo
competitivo com a aldosterona (na maioria das vezes € usada em associac¢do a um diurético de
alca). Logo, a espironolactona bloqueia os receptores mineralocorticdides, inibindo a
transcricdo de proteinas que ativam canais de Na+, aumentando sintese de canais de K+,
aumentando producdo de Na+/K+ ATPase e de ATP e, também, aumentando sintese de

antitransporte Na+/H+.

3.4.5 Acdo dos Diuréticos Analisados

O diurético Amiloride, também chamado de Cloridrato de amilorida € um medicamento

aproveitado de potdssio que tem uma leve atividade natriurética, diurética e anti-hipertensiva.
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A principal funcdo desse medicamento € a conservagdo do potdssio naqueles pacientes que
sofrem de perda em excesso de potdssio e que recebem agentes diuréticos. A agdo do cloridrato
de amilorida, na maioria das vezes acontece até duas horas apds a administracao oral. Seu efeito
sobre a excrecao de eletrolitos pode atingir no méximo entre 6 e 10 horas e a duracao dura cerca
de 24 horas. Os niveis plasmaticos mdximos sao obtidos em 3 a 4 horas e a meia-vida plasmaética
varia de 6 a 9 horas.

O diurético Bendrolumethiazide pertence a familia das tiazida, e sua agdo age sobre o
mecanismo tubular renal de absorcao de eletrdlitos. Nesse processo inibe a reabsorcdo de sodio
no nefro distal, aumentando a excrecdo urindria de sédio e cloreto em niveis quase iguais e
também aumenta a excrecdo urindria de potdssio. E muito usado como agente antihipertensivo,
sem que o mecanismo de acdo tenha sido ainda explicado. A bendroflumetiazida ndo afeta a
pressdo arterial normal, contudo diminui os valores elevados. A excrecdo de bicarbonato é
suavemente crescida pela bendroflumetiazida, mas ndo o suficiente para provocar uma
mudanca no pH urindrio. E um diurético que se absorve com relativa rapidez apds sua
administracdo oral. Sua meia-vida normal € de 15 horas, seu efeito comega depois de 2 horas,
o efeito maximo € alcancado apds 4 horas e sua a¢do perdura de 6 a 12 horas.

A Bumetanida ou Bumetanide, ¢ um diurético da classe de al¢a, sua acdo inicia-se
rapidamente, porém e de curta duracdo, € um diurético que age inibindo a reabsor¢do do cloro
e s6dio na parte ascendente da alca de Henle, evidenciada pela reducio do “clearance” de dgua
livre na hidratacio e da reabsorc¢io de dgua livre na hidropenia. E também produzida através da
Bumetanida fosfaturia, isso acontece talvez por uma a¢do no tibulo proximal ndo relacionada
a inibi¢do da anidrase carbdnica e, também, diminui a excre¢do de 4cido trico.

O diurético Chlorthalidone ou Clortalidona, é uma substincia ativa de Clortalidona, é
quimicamente relacionada as sulfonamidas, logo, é um diurético do grupo das tiazidas com
acdo demorada. A tiazida e os diuréticos parecidos a tiazida atuam sobretudo na porcdo
proximal do tdbulo contornado distal, inibindo a reabsorcdo de NaCl (antagonizando o
cotransporte de Na * e Cl .) e requerendo a reabsorcio de Ca ** (mecanismo desconhecido). O
aumento de liberacdo de Na * e 4gua para o tibulo coletor cortical e, ou 0 aumento da velocidade
do fluxo dirige a um aumento da secre¢do e excre¢do de K * e H'.

A Espironolactona é um antagonista farmacoldgico caracteristico da aldosterona, agindo no
local de troca de fons sédio-potdssio dependente de aldosterona, que se localizam no tibulo
contornado distal do rim. A espironolactona ocasiona o aumento das quantidades de sédio e
dgua a serem excretados, a medida que o potdssio € retido. Esse farmaco atua como diurético e

como anti-hipertensivo, ela pode ser administrada sozinha ou com outros agentes diuréticos que
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agem mais perto no tibulo renal. Esse diurético age contra o aldosteronismo secundério
induzido pelo volume de deplecdo e associado com a perda de sédio ocasionado pela terapia
diurética. Tem uma eficidcia na diminuicdo da pressdo sanguinea sistdlica e diast6lica em
pacientes com hiperaldosteronismo primdrio. E também efetiva na maioria dos casos de
hipertensao essencial apesar do fato da secrecdo de aldosterona estar dentro dos limites normais
no inicio da hipertensao essencial.

O Furosemide € um diurético anti-hipertensivo sulfonamida (derivado), classificado
como um diurético de al¢o, espoliador de potéssio. Ele pode agir como diurético, inibindo a
reabsorcdo de sédio e dgua nos rins (ramo descendente da alca de Henle), j4 como
antihipertensivo, ird reduzir o volume de liquidos e o débito cardiaco, baixando a pressao. Sua
acdo pode ter inicio entre 20 a 60 minutos (oral) e em 5 minutos (intravenosa) tendo uma
durabilidade de 6 a 8 horas (oral) e 2 horas (intravenosa). Esse diurético serve na insuficiéncia
cardiaca congestiva, cirrose do figado, doenca renal (edema) e para hipertensdo arterial
(tratamento adjunto, com outros anti-hipertensivos).

A acdo do Indapamide como diurético, ird interferir na reabsor¢do de sédio nos rins
(tdbulos distais) alterando a excrecdo de sédio e d4gua, € um edema (associado a insuficiéncia
cardiaca congestiva); hipertensao arterial. Ele pode agir também como anti-hipertensivo, o
mesmo diminuird a resisténcia periférica, agindo diretamente nos vasos. A sua acao inicia-se
entre 1 a 2 horas, tendo uma durabilidade de até 36 horas, e sua eliminagdo ocorre através da
urina (ndo metabolizado).

A metolazona ou metolazone é um diurético da classe dos tiazidicos, sdo
comercializados geralmente sob as marcas Zytanix, Metoz, Zaroxolyn e Mykrox. Esse diurético
¢ utilizado sobretudo para tratar a insuficiéncia cardiaca congestiva e a hipertensdo. Para
aquelas pessoas que sofrem com gota ou artrite gotosa, a Metolazona pode aumentar a
quantidade de 4cido em seu corpo, isso pode ocasionar ataques gotosos. J4 para pessoas com
problemas renais, a Metolazona € eliminada do seu corpo por meio dos seus rins e pode crescer
em seu corpo se os seus rins ndo estdo funcionando tdo bem quanto deveriam. Isso pode levar
a toxicidade.

O diurético Torsemide ou torasemida é um diurético da ansa da classe piridina-
3sulfonilureia, também designados por diuréticos de alto teto. Tem uma estrutura quimica entre
os diuréticos da ansa (como a furosemida) e os bloqueadores dos canais de CI".

O Triantereno ou trianterenine € uma pteridina que € utilizado como um diurético suave.
Esses diuréticos sdo usados s6 ou em combina¢do com outros medicamentos para tratar a

pressdo arterial elevada (hipertensdo). A pressdo arterial elevada aumenta a carga de trabalho
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do coragdo e artérias. quando a pressdo arterial esta elevada, ela aumenta a carga de trabalho do
coragdo e artérias. Portanto, se continuar por um longo tempo, o coragdo e as artérias podem
nao funcionar corretamente, podendo danificar os vasos sanguineos do cérebro, coracao, rins e,
procedendo num acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca ou insuficiéncia renal. Logo,
se a pressao arterial estiver controlada, esses problemas podem ser menos provaveis de ocorrer,
ou seja, poderdo ser evitados se a pressdo arterial estiver controlada. O diurético triantereno €
também usado para tratar a reten¢do de dgua (edema) em pacientes com insuficiéncia cardiaca

congestiva, cirrose hepdtica, doenca renal ou uma chamada sindrome nefrética.

4. METODOLOGIA

4.1 Prospeccao de farmacos diuréticos

Para a realizacdo da pesquisa foram feitas buscas em bancos de dados de producdes
cientificas sobre os diuréticos em bases de dados nacionais e internacionais: Scientific
Electronic Library Online (Scielo), Portal Regional da Biblioteca Virtual em Sadde (Bireme),
Nacional Center for Biotechnology information (PubMed), Thomson Reuters (Web of
Science), Elsevier group (Scopus), (Science Direct) e Google académico.  Selecionou-se
diuréticos, comumente utilizados na atividade medicinal compreendendo as classes das
thiazidas, potdssio e ciclicos e anticoagulantes. As estruturas quimicas desses compostos foram

adquiridas nas bases do PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.2 Docagem molecular

As estruturas em 3D dos alvos de coronavirus foram obtidos no banco de dados de
proteinas do Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/) (Berman et al., 2000), com o
respectivo codigo da proteina S (spike) do novo coronavirus (6VXX) spike aberta e (6VYB)
spike fechada, (1R42 —enzima conversora da angiotensina (ECA2)), (6LU7 — proteina principal
(mPRO)), (receptor3 — sitio de interacdo Spike/ECA). As docagens foram realizadas utilizando
o programa Autodock Tools (ADT) (http://autodock.scripps.edu/), versao 1.5.6 (Goodsell;

Morris, 1996; Goodsell, 2005; Morris et al., 2008) e foram realizadas também usando o

programa AutoDock Vina (https://vina.scripps.edu/) (Trott & Olson, 2009). Em seguida, os
arquivos de proteinas foram preparados pela remocao de todas as moléculas de 4gua e outros
grupos, como fons, usando o software Chimera v.13.1

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al., 2004). O receptor foi considerado rigido,
enquanto que cada ligante foi considerado flexivel. As cargas parciais Gasteiger (Gasteiger &

Marsili, 1980) foram calculadas apds a adicdo de todos os hidrogénios. Os dtomos de
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hidrogénio nao polares de proteinas e ligantes foram subsequentemente mesclados. Foi gerada
uma caixa ctbica de 60 x 60 x 60 pontos com resolugdo de 0,35 A entre os pontos da grade
para todo o alvo da proteina. Os centros das grades de afinidade molecular foram definidos a
partir das coordenadas dos d&tomos dos residuos. O algoritmo genético lamarckiano (AGL) com
busca global (Morris et al., 1998) e pseudo-Solis e Wets com busca local (Solis, 1981) foram
os métodos utilizados na docagem molecular. Cada simulagdo consistiu de 100 corridas
independentes (Ramos et al., 2012). O restante dos parametros da docagem molecular foram
definidos com os valores padrdes. As andlises foram concentradas nos grupos de menor energia.
A conformacdo de menor energia combinada com inspe¢do visual foi a escolhida para uma

analise mais detalhada (Rocha et al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a busca em bases de dados cientificos, foram selecionados um total de 13

diuréticos que sao amplamente utilizados na medicina moderna (Figura 01).

Figura 01: Estrutura quimica bidimensional dos diuréticos selecionados mais utilizados na literatura com aplica¢des
medicinais.
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De inicio foram analisados 12 farmacos diuréticos com a proteina spike do covid-19,
esses procedimentos foram realizados através do programa Autodock Tools (ADT)
(http://autodock.scripps.edu/), versdao 1.5.6. evidenciados nas tabelas 01 a 03. E o programa

Autodock VINA na tabela 04.

A afinidade molecular do Amiloride com a proteina spike do covid-19 apresentou valor de -
3.51 kcal/mol e constante de inibi¢ao de 2.68 uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os
aminodcidos Ala397(A), Glu340(A) e Arg346(A) e por ligagdo hidrofébica com seis
aminoacidos (Tabela 01).

A afinidade molecular do Bendrolumethiazide com a proteina spike do covid-19
apresentou valor de -5.73 kcal.mol e constante de inibi¢do de 63.16 uM, interagindo por ponte
de hidrogénio com os aminodcidos Glu340(A), Asn354(A) e Arg355(A) e por ligacdo
hidrofébica com seis (Tabela 01). A afinidade molecular do Bumetanide com a proteina spike
do covid-19 apresentou valor de -4.96 kcal/mol e constante de inibicao de 231.08 uM,
interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Ala397(A), Asn354(A), Ala348(A) e
Lys356(A) e por ligacdo hidrofébica com seis aminodcidos, todos na cadeia A (Tabela 01).

A afinidade molecular do Chlorthalidone com a proteina spike do covid-19 apresentou
valor de -5.94 kcal.mol e constante de inibicdo de 44.13 uM, interagindo por ponte de
hidrogénio com os aminoacidos Arg346(A), Asn354(A), Lys356(A) e Glu340(A) e por ligacdo
hidrofébica com quatro aminoécidos (Tabela 01). Ja a Chorthalizide apresentou valor de -5.86
kcal/mol e constante de inibicdo de 50.3 uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os
aminodcidos Ser399(A), Asn354(A) e Arg346(A). e por ligacdo hidrofébica quatro
aminodcidos, na cadeia A (Tabela 01).

A afinidade molecular do Spirolactone com a proteina spike do covid-19 apresentou
valor de -6.27 kcal/mol e constante de inibicdo de 25.22 uM, interagindo por ponte de
hidrogénio com o aminodcido Asn354(A) e por ligacdo hidrofébica com sete aminodcidos
(Tabela 01). A Ethacrynic acid apresentou valor de -5.32 kcal/mol e constante de inibi¢do de
131.82 uM, interagindo por ponte de hidrogénio com o aminoédcido Asn354(A) e por ligacdo
hidrofébica com oito na cadeia A (Tabela 01). A afinidade molecular do Furosemida com a
proteina spike do covid-19 apresentou valor de -5.29 kcal/mol e constante de inibicio de 125.7
uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Arg346(A), Asn354(A) e
Lys356(A) e por ligacdo hidrofébica com cinco aminoécidos (Tabela 01).

A afinidade molecular do Indapamide com a proteina spike do covid-19 apresentou

valor de -5.34 kcal/mol e constante de inibicdo de 122.75 uM, interagindo por ponte de
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hidrogénio com o aminoacido Arg357(A) e por ligagcdo hidrofébica cinco aminoacidos (Tabela

01).

A afinidade molecular do Metolazone com a proteina spike do covid-19 apresentou

valor de -7.37 kcal.mol e constante de inibicdo de 3.98 uM, interagindo por ponte de hidrogénio

com os aminodcidos Asn343(A) e Ser373(A) e por ligacao hidrofébica com oito aminodcidos

(Tabela 01). O Torsemide apresentou valor de -5.03 kcal/mol e constante de inibicdo de 204.0

uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Arg346(A) e Ser399(A) e por
ligacdo hidrofébica Val341(A), Glu340(A), Lys356(A), Asn354(A), Arg355(A) (Tabela O1).

Por fim, a afinidade molecular do Triamterene com a proteina spike do covid-19

apresentou valor de -3.16 kcal/mol e constante de inibi¢do de 4.83 uM, interagindo por ponte

de hidrogénio com os aminodcidos Val341 e Glu340 e por ligacdo hidrofébica Asn354, Ser399,
Ala397, Ala344, Lys356 (Tabela O1).

Tabela 01: Parimetros de afinidade molecular dos diuréticos com a proteina spike aberta (6VXX) do novo

coronavirus COVID-19

Diuréticos AGbind?
(kcal/m

ol)

Amiloride -3.51

Bendrolumethiazide -5.73

Bumetanide -4.96
Chlorthalidone -5.94
Chorthalizide -5.86
Espirolactona -6.27
Ethacrynic acid -5.29
Furosemide -5.32
Indapamide -5.34

Ki®
(uM)

2.68

63.16

231.08

44.13

50.3

25.22

131.82

125.7

122.75

Aminoacidos que
interagiram por ponte
de hidrogénio ¢
Ala397(A); Arg346(A);
Glu340(A).

Arg355(A); Asn354(A);
Glu340(A).

Ala397(A); Ala348(A);
Asn354(A); Lys356 (A).

Arg346(A); Asn354(A);
Glu340(A); Lys356(A).

Arg346(A); Asn354(A);
Ser399(A).

Asn354(A)

Asn354(A)

Arg346(A); Asn354(A);
Lys356(A).

Arg357(A)

Aminoacidos que interagiram por
ligacao hidrofébica ©

Ala344(A); Arg355(A); Asn354(A);
Lys356(A); Ser399(A); Val341(A).

Ala344(A); Ala 397 (A); Arg346(A);
Lys 356 (A); Ser399(A); Val341(A).

Ala348 (A); Arg355(A); Arg346(A);
Glu340(A); Phe347(A); Ser399(A).

Ala344(A); Phed447(A); Ser399(A);
Val341(A);

Ala344(A); Glu340(A); Lys356(A);
Phe347(A).

Ala344(A); Ala397(A); Arg346(A);
Glu340(A); Lys356(A); Ser399(A);
Val341(A).

Ala344(A); Ala397(A); Arg355(A);
Arg357(A); Glu340(A); Lys356(A);
Ser399(A); Val341(A).

Ala344(A); Glu340(A); Phe347(A);
Ser399(A); Val341(A).

Ala397(A); Arg355(A); Asn345(A);
Lys356(A); Ser399(A).
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Metolazone -7.37 3.98 Asn343(A); Ser373(A). Cys336(A); Gly339(A); Leu368(A);
Phe338(A); Phe342(A); Phe374(A);
Trp436(A); Val367(A).

Torsemide -5.03 204.0 Arg346(A); Ser399(A) Arg355(A); Asn354(A); Glu340(A);
Lys356(A); Val341(A).

Triamterene -3.16 4.83 Glu340(A); Val341(A). Ala397(A); Ala344(A); Asn354(A);
Lys356(A); Ser399(A).

2 Energia na melhor conformacio; ® Constante de inibi¢do na melhor conformacio; ¢ obtido com o Ligplot+
software

Posteriormente foram analisados 08 farmacos diuréticos com a proteina Spike fechada
(6VYB) no sitio ativo 01(SAO1) do novo coronavirus covid-19, onde foram obtidos os
seguintes resultados na tabela 02.

A afinidade molecular do Amiloride com a proteina Spike fechada SAO1 do novo
coronavirus apresentou o valor de -4.51 kcal/mol e constante de inibicdo de 498.35 uM,
interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Phe515, Ser514, Thr430, Asp428
Glu340 e por ligacao hidrofébica trés aminodcidos (tabela 02). O Bendroflumethiazide
apresentou o valor de -6.21 kcal/mol e constante de inibi¢do de 28.05uM, interagindo por ponte
de hidrogénio com os aminodcidos Thr430 e Ser514 e por ligacdo hidrofébica com oito
aminodcidos (tabela 02).

O Bumetanide com a proteina spike fechada SAO1 do novo coronavirus apresentou o
valor de -6.23 kcal/mol e constante de inibi¢do de 27.19 uM, néo fez interacdes por ponte de
hidrogénio, mas interagiu por ligacdo hidrofébica com dez (tabela 02). O Chlorothiazide
apresentou o valor de -6.42 kcal/mol e constante de inibicao de 19.74 uM, interagindo por ponte
de hidrogénio com os aminodcidos Ser514, Phe515, Asp428 e por ligacdo hidrofébica com seis
aminodcidos (tabela 02).

A interacdo do Chlorthalidone com a proteina spike fechada SA0O1 apresentou o valor
de -6.8 kcal/mol e constante de inibicdo de 10.36uM, interagindo por ponte de hidrogénio com
os aminodcidos Phe515, Leu517, Ser514 e por ligagdo hidrofébica com seis aminoécidos
(tabela 02). O Furosemide apresentou o valor de -6.3 kcal/mol de energia de ligagcao e constante
de inibicdo de 24.21uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Arg355,
Tyr200 e com seis aminodcidos por ligacao hidrofébica (tabela 02).

A afinidade molecular do Hidrochorothiazide com a proteina spike fechada SAO1 do
novo coronavirus apresentou energia de ligagdo de -6.33 kcal/mol e constante de inibi¢do de
23.48uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Ser514, Thr430, Leu517 e

por ligacdo hidrofébica com cinco aminodcidos (tabela 02). J4 a afinidade molecular do
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Torsemide com a proteina spike fechada SAO1 apresentou o valor de -7.25 kcal/mol de energia

de ligacdo e constante de inibicdo de 4.85uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os

aminodcidos Ser514, Phe515 e por ligacdo hidrofébica com onze aminoécidos (tabela 02).

Tabela 02: Pardmetros de afinidade molecular dos diuréticos com a proteina Spike fechada (6VYB) no sitio ativo 01

(SAO01) do novo coronavirus COVID-19.

Diuréticos AGbina® KiP Aminoacidos que Aminoacidos que interagiram por
(kcal/mol) (uM) interagiram por ponte ligacao hidrofébica ¢
de hidrogénio ¢
Amiloride -4.51 498.3  Asp428(A); Phe515(A); Phe464(A); Phe429(A); Pro426(A).
5 Ser514(A); Thr430(A)

Bendroflumethiazide -6.21 28.05  Ser514(A); Thr430(A). Asp428(A); Glu516(A); Leu517(A);
Phed429(A); Phe464(A) Phe515(A);

Pro426(A); Tyr396(A).
Bumetanide -6.23 27.19 Asp428(A); Glu516(A); Leu517(A);
- Phed429(A); Phed464(A); Phe515(A);
Pro426(A); Ser514(A); Thr430(A);

Tyr396(A).

Chlorothiazide -6.42 19.74  Asp428(A); Phe515(A); Glu516(A); Phe429(A); Phe464(A);
Ser514(A). Pro426(A); Thr430(A); Tyr396(A).
Chlorthalidone -6.8 10.36  Leu517(A); Phe515(A); Asn394(A); Glu516(A); Phed64(A);
Ser514(A). Thr430(A); Tyr200(A); Tyr396(A).
Furosemide -6.3 2421  Arg355(A); Tyr200(A). Phed464(A); Tyr396(A); Ser514(A);
Glu516(A); Asn196(A); Lis202(A).
Hidrochorothiazide -6.32 23.48 Ser514(A); Thr430(A); Asp428(A); Phed429(A); Phed64(A);

Leu517(A). Phe515(A); Prod26(A).
Torsemide -7.25 4.85 Phe515(A); Ser514(A). Asn394(A); Asp428(A); GluS16(A);

Leu518(A); Leu517(A); Phed429(A);
Phe464(A); Prod26(A); Thrd30(A);
Tyr200(A); Tyr396(A).

2 Energia na melhor conformacio; ® Constante de inibicdo na melhor conformacio; € obtido com o Ligplot+

software

Na sequéncia foram analisados 04 farmacos diuréticos também com a proteina spike

fechada 6VYB, mas no sitio ativo 02 (SA02) do novo coronavirus covid-19, onde foram obtidos

os seguintes resultados (tabela 03).

A afinidade molecular do Amiloride com a proteina spike fechada SA02 do novo

coronavirus covid-19 apresentou o valor de -4.88 kcal/mol de energia de ligacao e constante de

inibicdo de 264.92uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminoacidos Phe377,

Cys379, Gly 413, Asp985 e por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Lys378, Pro987,
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Pro384, Glu988, Ser383 (tabela 03). O Bendroflumethiazide apresentou o valor de -6.18
kcal/mol e constante de inibi¢ao de 29.72uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os
aminodcidos Thr430, Ser514 e por ligacdo hidrofébica com oito aminodcidos (tabela 03).

O Bumetanide com a proteina spike fechada SA02 apresentou o valor de -5.77 kcal/mol
e constante de inibi¢do de 58.55uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminoacidos
Cys379, Argd08, Thr376, Phe377 e por ligacdo hidrofébica com cinco aminoécidos (tabela 03).
E o Chlorothiazide apresentou energia de ligacdo no valor de -6.6 kcal/mol e constante de
inibicdo de 14.58uM, interagindo por ponte de hidrogénio com os aminodcidos Gln414,
Arg408, Thr415, Cys379, Ser38 e por ligagao hidrofébica com os aminodcidos Glu988, Pro384,
Val 382 (tabela 03).

Tabela 03: Parametros de afinidade molecular dos diuréticos com a proteina spike fechada (6VYB) no sitio ativo 02

(SA02) do novo coronavirus COVID-19.

Diuréticos AGbind ? Ki? Aminoacidos que Aminoacidos que interagiram por

(kcal/mo) (uM) interagiram por ponte de ligacao hidrofébica ©
hidrogénio ¢

Amiloride -4.88 264.9 Asp985(A); Cys379(A); Glu988(A); Lys378(A); Pro384(A)

2 Phe377(A); Gly 413(A). Pro987(A); Ser383(A).

Bendroflumethiazide -6.18 29.72 Ser514(A); Thr430(A).

Asp428(A); Glu516(A); Leu517(A);
Phe429(A); Phe464(A); Phe515(A);
Pro426(A); Tyr396(A).

Bumetanide 5.77 58.55  Arg408(A); Cys379(A); GIn413(A); Gly414(A); Glu988(A);
Phe377(A); Thr376(A). Lys378(A); Pro384(A).
Chlorothiazide 6.6 1456 Arg408(A); Cys379(A);

GInd14(A); Ser383(A);
Thrd15(A).

Glu988(A); Pro384(A); Val382(A).

2 Energia na melhor conformagio; ® Constante de inibi¢io na melhor conformagio; © obtido com o Ligplot+

software

Foram analisados 13 farmacos diuréticos com as proteinas Spike (S), ECA2, complexo

ECA2/Spike e proteina mPRO do novo conoravirus, que estdo representadas na Tabela 04,

esses procedimentos foram realizados através do programa Autodock Tools VINA.

A partir dos resultados, observou-se que o diurético Espirolactona obteve a maior

afinidade com a proteina Spike em relagdo aos outros compostos analisados, apresentando

energia de liga¢do no valor de -8.1kcal/mol. como observa-se na tabela 04 abaixo.

Com a proteina ECA2, nota-se que o diurético Bendrolumethiazide apresentou maior

afinidade molecular, com energia de ligacdo igual a -7.0 kcal/mol, apds as analises dos
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parametros de afinidade molecular dos diuréticos com a proteina ECA2 do novo coronavirus
COVID-19 obtidos na terceira coluna.

Testou-se também a afinidade molecular dos diuréticos selecionados com o complexo
das proteinas ECA2/Spike e por meio dos resultados obtidos percebe-se que o diurético
Chlorthalidone destacou-se como o ligante de maior afinidade molecular com as proteinas,
revelando um valor de -7.1 kcal/mol de energia de ligacdo

Além disso, observa-se também que a partir da interagdo dos diuréticos com a proteina
mPRO do virus, o Espirolactona, destacou-se mais uma vez como o ligante de maior afinidade,

apresentando energia de ligac@o no valor de -7.4 kcal/mol.

Tabela 04: Parametros de afinidade molecular pelo método vina em AGping (kcal/mol) entre os diuréticos com a proteina
S, proteina ECA2, complexo ECA2/S e proteina mPRO do novo coronavirus Covid-19.

Diuréticos Proteina Proteina Complexo Proteina mPRO
Spike ECA2 ECA2/Spike

Amiloride -7.0 -5.4 -6.2 -5.7
Bendrolumethiazide -7.9 -7.0 -6.9 -7.0
Bumetanide -6.1 -5.5 -6.3 -6.6
Chlorthalidone -7.4 -6.2 -7.1 -6.7
Chorthalizide -6.5 -6.8 -5.9 -6.1
Espirolactona -8.1 -6.8 -7.0 -1.4
Ethacrynic acid -6.2 -5.6 -5.9 -5.8
Furosemide -6.8 -6.3 -6.7 7.1
Hydrochlorothiazide -6.3 -5.9 -6.2 -6.3
Indapamide -1.5 -6.7 -6.7 -7.1
Metolazone -1.2 -6.7 -6.8 -6.8
Torsemide -7.1 -6.2 -7.0 -7.1
Triamterene -6.6 -6.2 -7.0 -6.6

Um dos métodos que estd sendo utilizado atualmente e que estd tornando-se mais rapidos
para a identificacdo de drogas potentes para COVID-19 tem sido o reposicionamento de drogas
aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA), visando enzimas essenciais para o ciclo
de vida do SARS-CoV-2 e sua replicagdo (Zhou et al., 2020). Vale ressaltar que o uso de
reposicionamento de medicamentos diminui o custo da producdo, reduz o tempo e também
diminui o risco de falha, sendo crucial no atual cendrio (Pushpakom et al., 2019; Sharp; Dange,

2020), método esse que fora utilizado para a realizacdo deste trabalho.
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Segundo Ernst (et al.,2010) os diuréticos mais vulgarmente utilizados na pratica clinica
sdo as tiazidas e seus andlogos (hidroclorotiazida, Chlorthalidone e Indapamida), os diuréticos
de ansa (Furosemida) e os poupadores de potassio (Espironolactona, Amilorida e Triantereno).
Apés andlises e a obtengdo dos resultados, observou-se que os diuréticos Espirolactona,
Bendrolumethiazide e Chlorthalidone destacaram-se ao serem analisados com as proteinas
Spike, ECA2, ECA2/Spike e com a proteina mPRO do virus, destacando-se mais de uma vez o
diurético Espirolactona que obteve maior afinidade molecular, com uma energia de ligacao
significativa em duas proteinas analisadas. Alguns colaboradores explicam que a proteina Spike
tem duas subunidades funcionais, S1 e S2 e € utilizada para entrar na célula, a partir de sua
ligacdo com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA?2), presente na membrana celular de
alguns 6rgaos do hospedeiro (Shibata et al., 2020). Por essa razdo, a proteina spike tem sido
alvo de muitos estudos em todo o mundo, buscando formas de neutralizar a infec¢do por
SARSCoV-2, impedindo sua entrada na célula (Souza et al., 2020; Walls et al., 2020).

Nos resultados obtidos o diurético Espirolactona teve a maior afinidade com a proteina
Spike e com a proteina mPRO do virus, segundo Germed (et al., 2015) a Espironolactona é
indicado na prevencdo da hipopotassemia (diminui¢do dos niveis sanguineos de potdssio) e
hipomagnesemia (diminuicdo dos niveis sanguineos de magnésio) em pacientes tomando
diuréticos, indicada para o diagndstico e tratamento do hiperaldosteronismo primdrio (aumento
dos niveis sanguineos de aldosterona — hormodnio renal — sem causa aparente) e tratamento pré-
operatério de pacientes com hiperaldosteronismo primadrio.

Os estudos sobre o papel fisiologico da ECA2 comegaram por volta da década de 40
com Silva, Beraldo e Rosenfeld (1949). Até este momento s6 havia evidéncias sobre a enzima
conversora da angiotensina (ECA), um componente chave do sistema renina-angiotensina
(RAS), atuando na clivagem da angiotensina I em angiotensina II (Skeggs Jr; Kahn; Shumway,
1956; Nicolau; Magalhaes; Vale, 2020). Alguns anos se passaram, foram feitas novas pesquisas
com novos pesquisadores e conseguintemente novas teorias sobre a mesma surgiram, onde
ressaltaram que homdloga da enzima conversora da angiotensina seria responsavel pela
inativagdo da angiotensina II pela liberacdo de fenilalanina, diferindo da ECA no que diz
respeito a clivagem de aminoécidos nas angiotensinas (Lentz et al., 1956; Tipnis et al., 2000;
Donoghue et al., 2000; Nicolau; Magalhaes; Vale, 2020). Ao analisarmos com a proteina
ECAZ2, destacou-se que o diurético Bendrolumethiazide apresentou maior afinidade molecular,
o mesmo ¢ um diurético da familia das tiazidas e como tal age sobre 0 mecanismo tubular renal
de absor¢do de eletrdlitos. Inibe a reabsor¢ao de sédio no nefro distal, aumenta a excrecdo

urindria de sédio e cloreto em niveis aproximadamente iguais e também aumenta a excrecio
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urindria de potéssio. E usado como agente anti-hipertensivo, sem que o mecanismo de agio
tenha sido ainda explicado. A bendroflumetiazida ndo afeta a pressdo arterial normal, mas
diminui os valores elevados.

Testou-se também a afinidade molecular dos diuréticos selecionados com o complexo
das proteinas ECA2/Spike e por meio dos resultados obtidos, percebe-se que o diurético
Chlorthalidone destacou-se como o ligante de maior afinidade molecular com as proteinas,
revelando um valor de -7.1 kcal/mol de energia de ligacdo, segundo a outros estudos, apds
testarem o diurético Chlorthalidone com outro diurético, 0 mesmo mostrou-se mais eficaz na
prevencdo de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e na prevencdo do infarto agudo do
miocdrdio fatal.

Logo abaixo, na figura 02, destaca-se a Interacio molecular do firmaco diurético
Espirolactona (azul) com a proteina spike (bege) onde o mesmo apresentou melhores resultados
com as protefnas analisadas. Ao lado, a) sitio ativo do acoplamento ligante-proteina em 3d, b)
local da interac@o da espirolacotona com os aminoacidos em 3d e c) interagdes hidrofébicas e
por ponte de hidrogénio da espirolacotona em 2d. Posteriormente, na figura 03, ressalta a
Interacdo molecular do farmaco Chlorthalidone com as proteinas spike (azul) e ECA
(vermelho). a) sitio ativo do acoplamento ligante-proteina em 3d, b) local da interacdo do
Chlorthalidone com os aminodcidos (laranja) em 3d e ¢) intera¢des hidrofébicas e por ponte de

hidrogénio do Chlorthalidone em 2d.
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Figura 02: Interacdo molecular do farmaco diurético Espirolactona (azul) com a proteina spike (bege).
a) sitio ativo do acoplamento ligante-proteina em 3d, b) local da interacdo da espirolacotona com os
aminoécidos em 3d e ¢) intera¢des hidrofébicas e por ponte de hidrogénio da espirolacotona em 2d.
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Figura 03: Interacdo molecular do farmaco Chlorthalidone com as proteinas spike (azul) e ECA
(vermelho). a) sitio ativo do acoplamento ligante-proteina em 3d, b) local da interagdo do Chlorthalidone

com os aminodcidos (laranja) em 3d e c) interagdes hidrofébicas e por ponte de hidrogénio do
Chlorthalidone em 2d.
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6. CONCLUSAO

A pandemia ocasionada pelo novo coronavirus (COVID-19) afetou o mundo todo,
consequentemente, trouxe efeitos gravissimos em todos os paises e para a populacdo. O rapido
aumento do nimero de pacientes infectados em todo o mundo fez a Organizacao Mundial da
Saide (OMS) declarar um estado de emergéncia de satde global para coordenar os esforcos
cientificos e médicos e desenvolver rapidamente uma cura para os pacientes (TON et al., 2020).

Apesar de usarem alguns agentes antivirais especificos aprovados, os mesmos, nao
produzem uma cura completa. Pensando nisso, a busca por um firmaco que contribua
positivamente para ajudar no combate do novo coronavirus estd sendo alvo de muitas pesquisas.
Assim, a presente pesquisa trouxe a testes a interagdo molecular entre fArmacos diuréticos e as
proteinas selecionadas no banco de dados do novo coronavirus.

A partir dos resultados obtidos diante deste trabalho conclui-se que os diuréticos
Metolazone, Torsemide, Chlorthalidone, Bendroflumethiazide e Espirolactona apresentaram
maiores afinidades com as proteinas selecionadas, apresentando valores de energia de ligacio
abaixo de -7.0 kcal/mol, o que esta de acordo com os objetivos desta pesquisa, apds compara-
los com trabalhos anteriores e observa-se resultados satisfatérios e eficazes ao serem utilizado
para outros fins, espera-se que apos uma andlise mais detalhada com os diuréticos selecionados,
os resultados futuros possam ser ainda melhores que os anteriores.

Portanto, o reposicionamento dos diuréticos analisados pode ser uma alternativa para o
tratamento da Covid-19, pois a afinidade molecular dos farmacos diuréticos com as proteinas
do virus obteve resultados satisfatorios. Apds os resultados obtidos com estudos in vitro com
as proteinas, as respectivas futuras sdo que os diuréticos que obtiveram melhores resultados

possam ser estudados e analisados de uma forma mais detalhada em ensaios clinicos.
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