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Resumo. A busca de farmacos que possam atuar contra o virus causador da Covid-19 (Sars-Cov-2)
possui extrema relevancia, pois, atualmente, ndo existem medicamentos eficazes contra o virus. Um dos
métodos de prospeccdo de novos farmacos, € o estudo in silico, no qual possui algumas ferramentas
de estudo, tais como as simulacdes com programas computacionais. Sendo assim, decidimos realizar o
estudo experimental in silico e o docking molecular frente a uma proteina do Sars-Cov-2, por meio de
softwares com livre acesso, de dez moléculas andlogas a cumarina, uma vez que essa molécula possui
relatos de atividade antiviral na literatura. Nenhuma molécula violou a regra de Lipinski, além da 4rea
superficial polar. Os valores de pKa dessas cumarinas foram de 3,38 - 48,45 e as cumarinas ionizadas
foram as com os grupos carboxila de 4cido (em pH 7 e 8) e outra com o grupo amina (em pH 2) ligado
ao anel aromadtico. As moléculas apresentaram solubilidade aquosa de -4,10 - 0,00 em pH 2, 7 e 8§,
sendo que a cumarina com a carboxila de dcido apresentou o valor de 0,00 (ndo ideal) em pH 7 e 8.
As cumarinas com 0s grupos nitro e amino apresentaram problemas relacionados a tumorigenicidade e
mutagenicidade, e as que possuem os grupos nitro, éster e tiona apresentaram problemas relacionados ao
sistema reprodutor. O docking molecular mostrou que a molécula com a carboxila de dcido apresentou
o melhor valor de energia ligante/proteina S do Sars-Cov-2 (-23,8871 kcal/mol). Portanto, através da
presente pesquisa, foi possivel realizar a busca de moléculas promissoras no combate ao Sars-Cov-2.

Palavras-chaves: Covid-19. Cumarina. Estudo in silico. Novos farmacos.

PHARMACOLOGICAL EVALUATION IN SILICO AND MOLECULAR
DOCKING OF ANALOGS TO COUMARIN AGAINST SARS-COV-2

Abstract. The search for drugs that can act against the virus that causes Covid-19 (Sars-Cov-2) is ex-
tremely relevant, as there are currently no effective drugs against the virus. One of the methods of
prospecting for new drugs is the in silico study, in which it has some study tools, such as simulations
with computer programs. Therefore, we decided to carry out the experimental in silico study and mo-
lecular docking against a Sars-Cov-2 protein, through free access software, of ten molecules analogous
to coumarin, since this molecule has reports of antiviral activity in literature. No molecules violated
Lipinski’s rule, other than the polar surface area. The pKa values of these coumarins were 3.38 - 48.45
and the ionized coumarins were those with the acid carboxyl groups (at pH 7 and 8) and one with the
amine group (at pH 2) attached to the aromatic ring. The molecules had an aqueous solubility of -4.10
- 0. 00 at pH 2, 7 and 8, and coumarin with the acid carboxyl had a value of 0.00 (not ideal) at pH 7
and 8. Coumarins with nitro and amino groups had problems related to tumorigenicity and mutagenicity,
and those with nitro, ester and thione groups had problems related to the reproductive system. Molecular
docking showed that the molecule with the acid carboxyl had the best binding energy/protein S value of
Sars-Cov-2 (-23.8871 kcal/mol). Therefore, through the present research, it was possible to search for
promising molecules to combat Sars-Cov-2.

Keywords: Covid-19. Coumarin. In silico study. New drugs.
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1 INTRODUGAO

Os coronavirus (SARSr-CoV) sao um grupo de virus
que causam doengas respiratérias, como o Sars-Cov-2,
sendo o causador da COVID-19, a qual se disseminou
pelo mundo em forma de pandemia gerando um surto
de doencas respiratérias. As denominacdes dos corona-
virus CoVs « e 3 sdo os mais suscetiveis a infectar ma-
miferos, sejam esses seres humanos ou animais. Tal do-
enga, inicialmente relatada na regido de Wuhan (China),
foi primeiramente classificada como uma pneumonia e,
mais tarde, por meio de investigacdes, constatou-se que
essa era gerada pelos coronavirus da subfamilia Ortho-
coronaviridae, surgindo em dezembro de 2019, e em
marco de 2020, foi considerada como pandemia (OLI-
VEIRA; MATOS; SIQUEIRA[2020).

Desde o surgimento da pandemia sdo realizados es-
tudos e pesquisas objetivando a producio de uma vacina
e de farmacos que possam combater 0 novo coronavi-
rus (OLIVEIRA; MATOS; SIQUEIRA| 2020). Dessa
forma, este trabalho retrata um estudo in silico feito
com objetivo de validar a possivel atividade farmacol6-
gica de cumarinas (Figura[I)) contra 0 novo coronavirus.

Figura 1: Estrutura da cumarina.
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As cumarinas e seus derivados constituem uma
classe de metabdlitos secunddrios presente em vdrias
espécies vegetais. Elas apresentam em suas estrutu-
ras os grupos fendis e desenvolvem atividade antioxi-
dante, além de possuirem participacdo nas atividades
bioldgicas das plantas. Relatos do potencial da ati-
vidade antiviral das cumarinas sdo disseminados, tal
como anti-HIV, além de estudos que indicam tam-
bém as atividades antibacteriana, antifiingica, antioxi-
dante, anti-inflamatdria, antidiabética, anticoagulante,
anti-neurodegenerativa e anticancer (SOUZA| [2005;
URQUHART et al., [2020).

O estudo in silico é uma técnica feita de forma
computacional, que permite a descoberta de possiveis
farmacos abrangendo o estudo da relacdo estrutura-
atividade (SAR) até estudos que levam em considera-
¢do a farmacocinética de compostos, ou seja, absor-
¢ao, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET), a partir do desenho de protétipos a farma-
cos (MARTINS et al.,[2014; [VIEGAS JUNIOR; BOL-

ZANI; BARREIRO! [2006). Adicionalmente, existe um
método de modelagem molecular, realizado por meio
de programas, que t€m como finalidade prever os com-
plexos formados por moléculas, por meio de uma mo-
delagem estrutural mais préxima da precisao e estabe-
lecendo um progndstico da atividade de um ligante, o
chamado docking molecular (SOUZA|[2012)).

Sendo assim, pela relevincia em buscar novos trata-
mentos contra a Covid-19 aliada as atividades antivirais
das cumarinas reportadas pela literatura, o presente tra-
balho realizou a busca de protétipos candidatos a farma-
cos eficientes no combate ao Sars-Cov-2. Essa pesquisa
foi realizada com moléculas andlogas a cumarina esco-
lhidas aleatoriamente mudando apenas os grupos subs-
tituintes em uma das posi¢des do anel aromatico (1-10,
Figura [2). Foram verificados os parén}etros da: regra
de Lipinski (LIPINSKI et al., 2012), Area Superficial
Polar (do inglés, Polar Surface Area ou PSA), pKa, so-
lubilidade aquosa (log S) e toxicidade. Além disso, foi
feito o estudo das interagdes de 1-10 por meio de doc-
king molecular com o auxilio de softwares computaci-
onais frente a proteina do Sars-Cov-2.

Figura 2: Estruturas dos andlogos a cumarina.

=

G 0 "0
1-G=Cl;
2 -G=Br;
3 - G=NO-;
4 - G= NH5;
5-G=COO0H;
6 - G= COCH3;
7-G=iPr:
8 - G=CN;
9 - G= CO,CHa3;
10 - G= CSCH4

2 METODOLOGIA

Os programas, de livre acesso, utilizados para o refe-
rido estudo das moléculas 1-10 foram os seguintes:

i) Molinspiration =~ Cheminformatics  Software®
(http://www.molinspiration.com) para as andlises
dos valores de log P, massa molar, nimero de
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aceptores e receptores de ligacdo de hidrogénio e
PSA;

ii) MarvinSketch® (https://chemaxon.com/products/
marvin) para as andlises do log P, PSA, log S, pKa
e forma ionizada ou nao ionizada;

iii) Osiris Property Explorer® (SANDER, 2017) para
valores de log P, log S e andlises de riscos de toxi-
cidade das moléculas;

iv) MedusaDock® (YIN et al, 2008)
(https://dokhlab.med.psu.edu/cpi/#/MedusaDock)
para o estudo de docking molecular.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Regra de Lipinski e PSA

A Tabela[T|apresenta os valores da regra de Lipinski e
PSA para 1-10, em que foram analisados os parametros
propostos pela regra de Lipinski: nimero de doadores
de ligacdo de hidrogénio (nOHNH), niimero de recep-
tores de ligacdo de hidrogénio (nON), massa molecular
em Daltons e o log P.

Christopher A. Lipinski e colaboradores realizaram
um estudo com vérios farmacos e, de acordo com esse
estudo, eles puderam criar a chamada regra do cinco
de Lipinski. Essa consiste em regras baseadas em
propriedades fisico-quimicas de suma importancia para
que seja configurado ao fadrmaco um boa solubilidade
aquosa e uma boa permeabilidade intestinal, caracteris-
ticas estas indispensdveis para que este apresente um
bom desempenho. Os pardmetros propostos pela regra
dos cinco de Lipinski sdo: a molécula ndo deve apre-
sentar mais de cinco doadores de ligacdo de hidrogénio
(nOHNH), a molécula nao deve apresentar mais de dez
receptores de ligacdo de hidrogénio (nON), o peso mo-
lecular ndo deve ser maior que 500 Daltons e o log P
nao deve ser maior que 5 (SANDER}[2017).

Analisando os resultados da Tabela [T} observou-se
que nenhuma das moléculas andlogas a cumarina viola-
ram a regra dos cinco. Além disso, em relagdo aos va-
lores da extensdo da regra de Lipinski, PSA, os valores
foram menores que 140 A2 (Entradas 1-10, Tabela ,
podendo conferir um bom desempenho como um far-
maco, através de um melhor desempenho na absor¢do
gastrointestinal e garantindo sua passagem na barreira
hematoencefilica (CRUZ et al.,[2019).

3.2 Forma ionizada ou nao ionizada e pKa

Foram realizadas andlises de pKa nas moléculas e ob-
servadas suas formas ionizada ou ndo ionizada para os
pH 2 (estdbmago), 7 (plasma sanguineo) e 8 (intestino).

Como resultados, temos que os valores de pKa das mo-
léculas foram encontrados em uma ampla faixa de 3,38
a 48,45. Ja em relacdo a forma de ionizagdo, apenas a
molécula 5 (G= -COOH) se apresentou na forma ioni-
zada nos pH 7 e 8. Por outro lado, as demais moléculas
ficaram na forma ndo ionizada nos trés valores de pH.

A capacidade dos farmacos de atravessarem as
membranas, apds sua administragdo, para que possa
ocorrer sua absor¢do, estd relacionada com sua lipofi-
licidade e grau de ionizacdo. Os farmacos sdo, geral-
mente, dcidos ou bases fracas, que podem encontrar-
se no organismo humano em suas formas ionizada, que
possui maior solubilidade aquosa, o que compromete
sua penetracao nas membranas, visto que essas sao for-
madas, em grande parte, por lipidios, ou nio ionizadas,
que possuem maior lipossolubilidade, o que configura
uma melhor penetragcdo nas membranas (CALHEIROS|
2013} MEDEIROS], 2013).

Sendo assim, podemos afirmar que 5 (G= -COOH)
possui uma baixa absor¢do no plasma sanguineo e in-
testino e os demais andlogos a cumarina possuem boa
absorcao nos trés meios: estdmago, plasma sanguineo
e intestino.

3.3 Solubilidade aquosa (log S)

A solubilidade aquosa das moléculas foi analisada
pelos programas Marvin Sketch® e Osiris® em pH 2
(estdbmago), 7 (plasma sanguineo) e 8 (intestino) (Ta-

bela2).

A solubilidade aquosa, ou simplesmente log S (onde
S € a concentragdo em mol/L de um composto), atua
medindo a solubilidade de compostos organicos. Na
pratica, o log S de cerca de 85% dos farmacos esta
entre valores de -1 a -5, onde hd tanto uma polari-
dade que permite uma satisfatdria solubilidade aquosa
quanto a lipofilicidade conveniente para uma boa pas-
sagem por entre as membranas. Caso haja valores de
log S acima de -1, estes serdo configurados a moléculas
com uma maior polaridade, fazendo com que elas se-
jam menos permedveis nas membranas, se ndo houver
transporte ativo, mas ndo representam problemas (PEI-
XOTO, [2010; CALDEIRA| 2015).

Dessa forma, pode-se perceber entdo que, para os
pH 2, 7 e 8, a maioria das moléculas estio dentro do
padrdo log S = -1 a - 5 (Entradas 1-4 e 6-10) (Tabela
3). Porém, a molécula 5 (G= -COOH) apresentou log
S = 0,00 nos pH 7 e 8, no programa Marvin Sketch®
(Entrada 5) (Tabela3)).
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Tabela 1: Resultados da regra de Lipinski e PSA para os andlogos a cumarina

Entrada | Molécula | MM (Da) | logP | nON | nOHNH | PSA (A?%)
2,67 30,21
1 1 180,59 | 2,39° 2 0
b,c
2.10¢ 26,30
a
2,80 30,21
2 2 22504 | 2,55% 2 0
b,c
200 26,30
a
1,95 76,03¢
3 3 191,14 | 1,720 5 0
b,c
163 72,12
1,07% 56,23¢
4 4 161,16 | 0,95° 3 2
b,c
0.82¢ 52,32
a
1,90 67,51¢
5 5 190,15 1,440 4 1
b,c
0.08¢ 63,60
1.89 47,28¢
6 6 188,18 | 1,34° 3 0
b,c
1.37¢ 43,37
a
3,50 30,21
7 7 188,23 | 3,03 2 0
b,c
2 680 26,30
175 54,00%
8 8 171,16 | 1,64° 3 0
b,c
1330 50,09
a
1,54 56,52
9 9 204,18 1,39% 4 0
b,c
.48¢ 52,60
a
271 30,21
10 10 204,25 | 2,23° 2 0
b,c
1.95¢ 26,30

@ Valores encontrados no Molinspiration®.
b Valores encontrados no MarvinSketch®.
¢ Valores encontrados no Osiris®
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Tabela 2: Valores de log S em diferentes meios para os andlogos da
cumarina.

. log S

Entrada | Molécula pH2 | pH7 | pHS
| | -3,37¢ | -3,37¢ | -3,37¢
3,110 | 3,117 | -3,11°

) ) -3,74% | -3,74% | -3,74°
-3,20° 3,0 -3,20°

3 3 -3,04% | -3,04% | -3,04¢
-3,01° [ -3,01° | -3,01°

4 4 -1,03% | -2,43% | -2,43°
2,450 1 -2,45% | -2,45°

5 5 -2,72% | 0,00 | 0,00¢
-2,38% [ 2,387 | -2,38°

6 6 -2,98% | -2,98% | -2,98
-3,05° | -3,05° | -3,05°

7 7 -4,10% | -4,10* | -4,10°
23,240 1 324° 1 3247

3 3 -2,89% | -2,89* | -2,89¢
23,140 | 3,140 | 3,147

9 9 -2,96% | -2,96% | -2,96
2,670 | -2,67° | -2,67°

-3,37¢ | -3,37¢ | -3,37¢

10 10 3,110 | 3,110 | -3,11°

@ Valores encontrados no MarvinSketch®.
b Valores encontrados no Osiris®.

Tabela 3: Resultados do docking molecular de 1-10.

Entrada | Molécula Energia entre ligante/proteina
(kcal/mol)

1 1 -21,2174
2 2 -10,7385
3 3 -17,6499
4 4 -17,053

5 5 -23,8871
6 6 -18,2812
7 7 -11,7307
8 8 -16,7996
9 9 -19,3398
10 10 -20,9667

3.4 Toxicidade

As andlises de toxicidade foram realizadas pelo pro-
grama de livre acesso Osiris e subdivididas em mu-
tagenicidade (Grdfico [3(a)), tumorigenicidade (Gréfico
[B(®)), irritante (Gréfico e efeito reprodutivo (Gra-
fico[3(d)). Essas apresentaram os seguintes resultados:
3 (G= -NOy) apresentou altas probabilidades de muta-
genicidade e efeito reprodutivo e probabilidade inter-
medidria de tumorigenicidade, 4 (G= -NH;) apresen-
tou probabilidade alta de mutagenicidade e tumorige-
nicidade. 9 (G= -CO5CHjs) apresentou alta probabili-
dade de efeito reprodutivo e 10 (G= -CSCH3) apresen-
tou probabilidade intermedidria do efeito reprodutivo.
Por fim, nenhuma molécula se mostrou com probabili-
dade irritante.

3.5 docking molecular

Nesta tultima etapa de pesquisa, foi realizado o es-
tudo, por meio do programa MedusaDock® (Tabela
), de docking molecular de 1-10 frente uma proteina
do tipo S em sua conformacgdo ativada com o cédigo
TDWZ (YAN et al., 2021), cuja estrutura foi obtida atra-
vés do banco de dados de proteinas - Protein Data Bank
(PDB).

Os programas de docking molecular dispdem, para
a realizacdo da técnica, de um algoritmo de posiciona-
mento, o qual realiza a amostragem de todos os modos
de ligacdo entre ligante e alvo, e um sistema de pontua-
¢a0, o qual classifica todas as solug¢des expressadas pelo
algoritmo de posicionamento e aponta o modo de liga-
¢do mais provavel do ligante, ou seja, 0 mais préximo
do experimental e estima a afinidade de liga¢do entre
ligante e alvo, em que quanto mais negativo for o valor,
maior a afinidade entre ligante e alvo (SANTOS, 2021).

Desse modo, a Tabela E] mostra que, dentre todas
as moléculas analisadas, o andlogo 5 (G=-COOH) pos-
suiu a maior afinidade com o alvo, no caso a proteina de
codificagdo 7DWZ, uma vez que apresentou o valor de
energia entre ligante/proteina igual a -23,8871 kcal/mol
(Entrada 5) (Tabela[3). A literatura relata que a Peflo-
xacina e uma molécula andloga a esse farmaco, cujos
apresentam o grupo -COOH em suas estruturas, apre-
sentaram alta afinidade com os residuos de aminoécidos
do SARS-CoV2, inferindo que o grupo carboxila inte-
rage por meio de liga¢des de hidrogé€nio com os resi-
duos de aminodcidos presentes no SARS-CoV2 (ADE-
DIRAN| 2022). A Figura[3]ilustra a interagdo de 5 (G=
-COOH) com proteina de codificagdo 7DWZ.

Por ultimo, outro destaque que pode ser citado, é o
andlogo 1 (G= -Cl), cuja energia entre ligante/proteina
foi igual a -21,2174 kcal/mol (Entrada 1) (Tabela .
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(c) Grau irritante de 1-10.
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(b) Grau de tumorigenicidade de 1-10.
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(d) Grau de efeito reprodutivo de 1-10.
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Figura 3: Interacdo entre 5 (direita) e 7DWZ (esquerda).

4 CONCLUSOES

Por meio deste trabalho, foram obtidos resultados
relacionados ao estudo in silico e docking molecular,
como por exemplo o andlogo 5 (G= -COOH) que ndo
violou a regra de Lipinski e PSA, ndo apresentou proba-
bilidade de ser téxica e mostrou ser a molécula que mais
teve interacdo com a proteina codificada 7DWZ. Entre-
tanto, 5 (G= -COOH) apresentou problemas relaciona-
dos a sua absor¢@o pelo plasma sanguineo e intestino,

confirmado pelo estudo de solubilidade aquosa (log S)
com o programa Marvin Sketch®. Outro andlogo inte-
ressante foi a molécula 1 (G= -Cl), a qual nao violou a
regra dos cinco e PSA, teve boa absor¢do e solubilidade
aquosa nos diferentes meios: estdmago, plasma sangui-
neo e intestino, além de nenhum risco de toxicidade.
Em relacdo ao docking molecular, 1 (G= -Cl) apresen-
tou como a segunda molécula com mais afinidade com a
proteina codificada 7DWZ, com valor bem préximo ao
do andlogo 5 (G=-COOH). Por fim, a presente pesquisa
revelou moléculas que podem ser candidatas a atuarem
como farmacos contra o virus da Covid-19, encorajando
a comunidade cientifica a realizar ensaios in vitro des-
sas moléculas.
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