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RESUMO

As proteases de virus sao alvos interessantes para o tratamento de doengas,
como do HIV e Hepatite C. A protease principal do virus SARS-CoV-2 possui um
residuo de cisteina, que pode S-nitrosilada na presenca de oOxido nitrico (NO), a
modificagao do grupo tiol (SH) leva a inativagdo da protease, que € responsavel pelo
processamento das poliproteinas que estdo envolvidas na replicagao viral. Compostos
doadores de NO possuem a habilidade de liberal o radical, in vivo, para que a reagao
de S-nitrosilagao ocorra. Alguns doadores ja sdo conhecidos, como nitratos organicos
e NONOatos. Uma nova classe que esta ganhando visibilidade sdo os S-nitrosotiois,
que possuem potencial para agirem como inibidores de cisteino-proteases. Em 2020,
foi declarada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a pandemia global de
COVID-19. Essa doenca € causada pelo virus SARS-CoV-2, uma nova espécie de
coronavirus. As proteases virais do novo coronavirus possuem residuos de cisteina
livres que s&o essenciais na replicacdo do RNA do genoma viral no organismo, apos
a reacao de S-nitrosilacdo essa agao fica comprometida. O NO também tem a
capacidade de diminuir a superprodugao de interleucinas, TNF-a (Fator de necrose

tumoral alfa) e dimeros-D.

Palavras-Chaves: Doadores de NO; S-nitrosotiois; inibicao de protease; SARS-
CoV-2.



ABSTRACT

Virus proteases are interesting targets for the treatment of diseases such as HIV
and Hepatitis C. The main protease of the SARS-CoV-2 virus has a cysteine residue,
which can be S-nitrosylated in the presence of nitric oxide (NO), modification of the
thiol group (SH) leads to inactivation of the protease, which is responsible for
processing the polyproteins that are involved in viral replication. NO donor compounds
have the ability to free the radical, in vivo, for the S-nitrosylation reaction to occur.
Some donors are already known, such as organic nitrates and NONOates. A new class
that is gaining visibility are the S-nitrosothiols, which have the potential to act as
inhibitors of cysteine proteases. In 2020, the World Health Organization (WHO)
declared the global pandemic of COVID-19. This disease is caused by the SARS-CoV-
2 virus, a new species of coronavirus. The viral proteases of the new coronavirus have
free cysteine residues that are essential in the replication of the RNA of the viral
genome in the body, after the S-nitrosylation reaction this action is compromised. NO
also has the ability to decrease the overproduction of interleukins, TNF-a (Tumor

Necrosis Factor alpha) and D-dimers.

Keywords: NO donors; S-nitrosothiols; protease inhibition; SARS-CoV-2.
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1. INTRODUGAO

1.1 Proteases

As enzimas proteoliticas, peptidases ou proteases, constituem a maior familia
de enzimas conhecida. Tais enzimas catalisam a clivagem hidrolitica das ligagbes
peptidicas. Algumas proteases clivam apenas uma ligagdo peptidica especifica de
determinados residuos de aminoacidos e, portanto, fragmentam uma cadeia
polipeptidica de uma maneira previsivel e reproduzivel. As proteases também sao
essenciais para replicagao e transmissao de virus, parasitas e bactérias que causam
doencas infecciosas (ABBENANTE; FAIRLIE, 2006).

Endoproteases sdo enzimas que quebram ligagdes internas da cadeia
polipeptidica. Elas sao classificadas de acordo com o mecanismo catalitico e suas
familias, sendo estas: aspartato, serino, cisteino e proteases metalicas. (CARELLI et
al., 2020).

Cisteino-protease € uma das classes de enzimas proteoliticas bem conhecida.
Entre as classes de protease de cisteina podemos destacar a papaina e as caspases.
Algumas sao lisossomais, entdo sao mais ativas em pH acido, como as catepsinas.
Também sdo reconhecidas como enzimas multifuncionais, pois agem no
processamento hormonal, na degradagdo de proteinas para apresentacdo de
antigeno e reabsorcao de tecido. (CARELLI et al., 2020)

A acdo dessas proteases € controlada, in vivo, por diversos mecanismos:
regulagdo da expressao génica e bloqueio por inibidores endégenos em lisossomos,
mitocdndrias e membranas apicais (por¢ado da célula epitelial voltada para o meio
externo ou cavidade (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017)). Também atuam na inibicao
da atividade dessas proteases modificagdes pods-transcricdo, como glicosilagao,
ligacdo a metais, pontes dissulfetos e protedlise. Mas, além disso, existem os
inibidores de protease, que sao proteinas que agem no controle da agao catalitica das
enzimas proteoliticas (CARELLI et al., 2020).
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1.2 Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico (NO) tem diversas fungdes fisiopatoldgicas e fisiologicas, como
segundo-mensageiro, ativando ou inibindo moléculas de controle imunologico da
relagcdo patogeno-hospedeiro. NO ndo € armazenado in vivo, mas sintetizado
conforme a necessidade do organismo estendendo-se até o sitio de agéo. O sistema
imunoldgico produz quantidades significativas de NO durante o processo inflamatério
por macréfagos e outras células que expressam a NO sintase. O NO entéo produzido,
causa danos oxidativos letais as células alvos de virus e bactérias (BARRETO;
CORREIA; MUSCARA, 2005).

A interagdo do NO com moléculas e enzimas que possuem um grupo sulfidrila
tem mostrado importancia. Basicamente, qualquer proteina com uma porg¢ao tiol livre
pode ser S-nitrosilada, ou seja, ocorre o acoplamento de um grupo NO a o sitio reativo
tiol de residuos de cisteina (porém, a nitrosagdo endégena se mostra mais seletiva).
Entre os varios compostos doadores de NO, com variados estados redox, os S-
nitrosotiois tem se destacado. Sao doadores de 6xido nitrico, cujo mecanismo ocorre
através da liberacao do cation nitrosénio (NO™), que tem uma vida relativamente curta,
e se adiciona diretamente a grupos sulfidrila de cisteinas (MIERSCH; MUTUS, 2005;
MIYAMOTO et al., 2000). Possuem a férmula geral RSNO, onde R geralmente é uma
proteina, peptideo ou aminoacido (FERRO, 2012). Entre os RSNOs enddgenos
podemos destacar a S-nitrosoalbumina (SNO-albumina), S-nitrosoglutationa (GSNO)
e S-nitrosocisteina (SNO-cisteina).

A porcao tiol das cisteinas sao os residuos de proteinas mais faceis de serem
oxidados, resultando em reticulacdo de proteinas intermoleculares e inativacdo de
enzimas. A modificacdo da cisteina afeta a atividade de proteinas citosdlicas e de
membrana de bactérias e virus (SEHAJPAL et al., 1999; XIAN et al., 2000).
Formalmente, a S-nitrosacdo ocorre tanto pela reagdo de oxidagdo do NO com a
porcao tiol da cisteina na presenga de um aceptor de elétrons (metal de transicéo ou
O2) ou pela transferéncia de NO* de S-nitrosotidis doadores (FOSTER; FORRESTER,;
STAMLER, 2009).

O o6xido nitrico de S-nitrosotiois € liberado facilmente na presenga de grupos
tidis, via ataque nucleofilico do nitrogénio da por¢ao S-NO pelo anion tiolato. A S-

nitrosagao de proteinas ocorre em residuos de cisteina e regula a fung¢ao, a atividade
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e a estabilidade proteica (DERAKHSHAN; WILLE; GROSS, 2007). A Figura 1 ilustra

a oxidacao da porg¢ao tiol da cisteina pelo 6xido nitrico com formacao de RSNO.

o] 0
£ NO \
HS OH N 0P s OH
NH, H e NH
Cisteina reduzida Cisteina S-nitrosilada

Figura 1: Esquema simplificado da oxidag&o de cisteinas por 6xido nitrico (NO) para
formacao de S-nitrosotidis, onde ocorre o ataque do anion tiolato (RS-) ao nitrogénio a
(reproduzido de BIGNON et al., 2018).

Uma reacgao ja reportada na literatura €, por exemplo, a nitrosilagao do sitio
ativo de residuo de cisteina da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), uma
enzima glicolitica que é inativada e também tem sua afinidade pela membrana dos
glébulos vermelhos reduzida. Também é conhecida a S-nitrosilacédo da Cys215 da
proteina tirosina fosfatase (PTP) por compostos doadores de NO (como N-
nitrosoanilinas), causando sua inibicdo. Estudos feitos com a papaina, uma cisteino-
protease, indicam que a inibicdo de sua atividade acontece a partir da S-nitrosilagao

da porcao tiol livre do residuo de um residuo de cisteina (WANG et al., 2012)

1.2.1 Caracteristicas do NO e 6xido nitrico sintases (NOS)

O o6xido nitrico (NO), € uma molécula diatdmica endégena que desempenha
um papel regulador em muitos processos fisioldgicos e patolégicos. O radical livre
afeta diferentes fungdes fisiologicas e celulares e participa de muitas fungdes
regulatorias, que vao desde a mudanga do sistema cardiovascular até a regulagao
das funcdes neuronais (YANG; HUANG; LI, 2021).

12



Figura 2: Estrutura de Lewis do 6xido Nitrico. Estdo destacados os elétrons de valencia tanto do
nitrogénio quanto do oxigénio. Devido aos elétrons desemparelhados do nitrogénio, o NO é radical

muito reativo (reprodugao autoral).

NO possui um par de elétrons desemparelhado que desempenha papel
importante como neurotransmissor. Por ser um radical, a espécie € muito reativa e
rapidamente eliminada e por ser pequena, se locomove pelos vasos sanguineos
(ATKINS; JONES, 2010). A configuragdo eletronica da molécula de NO é: (s2s)?
(s2s*)? (s2pz)? (p2p)* (p2p*)', na figura abaixo é apresentado o orbital molecular do
NO, devido ao elétron desemparelhado a molécula € paramagnética, caracteristica
importante para as interagdes com NO, ja que ocorrem pela estabilizacdo desse
elétron (QUEIROZ; BATISTA, 1999).

O2P

Figura 3: Orbital molecular do Oxido Nitrico, onde é possivel ver os elétrons dos &tomos de
nitrogénio (a esquerda) de oxigénio (a direita) que participam da ligacéo e o elétron desemparelhado
no orbital 21*. (Retirado e adaptado de Atkins, et al.)

NO celular é gerado a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina, gerando o
radical NO- e L-citrulina. Esse processo ocorre sob acdo enzimatica da éxido nitrico
sintase (NOS) e precisa de NADPH e O2 (WANG et al., 2002). O par de elétrons

isolado do radical NO- permite que o mesmo oxide a NO™ ou seja reduzido a NO~. A
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espécie também pode reagir com o anion Oz e gerar peroxinitrito, ONOO- (HUERTA,;
CHILKA; BONAVIDA, 2008).

O NO tem a capacidade de ativar a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que
faz parte da familia de enzimas ciclizantes de nucleotideos, e sdao enzimas de
transducgéo de sinal que catalisam a conversao de guanosina trifosfato (GTP) (figura
5) em monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) (figura 5). A guanilato ciclase soluvel

(sCG) é um receptor intracelular para ligantes gasosos, como NO.

GTP cGMP

P10
“0—P—0—P—0—P—0—CH, 0
o~ o0 O >

Figura 4: estruturas do GTP (a esquerda) e cGMP (a direita). (Retirados de Lehninger, et al.)

Essa enzima € um heterodimero composto por subunidades a e 3 e, essa
ultima, possui um amino-terminal de ligagdo heme. O sCG €& ativado por
concentragdes nanomolar de NO na presenca da por¢cdo heme reduzida Fe?*. A
ativacdo da sCG induz a formacao de cGMP, fosforilagdo da proteina G, proteina
quinase A, as enzimas fosfodiesterase e canais de ions dependentes de nucleotideos
ciclicos e fosfodiesterase. Esse caminho leva a broncodilatacdo e vasodilatacéo
(DUPONT et al., 2014; HUERTA; CHILKA; BONAVIDA, 2008).
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Figura 5: formacéo do NO a partir da L-arginina. (a) esquema simplificado da cascata de reacao
causada pela formagao de NO. (b) estruturas das moléculas participantes da formagao de NO.
(Retirado e adaptado de: HUERTA, et al; DUSSE, et al)

Isoenzimas sao proteinas diferentes que catalisam a mesma reacao, elas
podem ter sequéncias de aminoacidos parecidas, mas nao iguais (NELSON; COX,
2019). Existem trés isoenzimas das NOS: NOS-I (nNOS); NOS-II (iNOS) e NOS-III
(eNOS). A primeira isoforma esta presente no cérebro e sua principal fungao é
neurotransmissao. A presencga de nNOS ja foi detectada também em tecidos como o
muscular estriado esquelético e células epiteliais do pulmdo (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).
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As enzimas iINOS s&o capazes de produzir NO por muito tempo e, por causa
disso, estdo envolvidas em varios processos patologicos. Essa isoforma de NOS é
induzida em macrofagos e outras células por agéao de lipopolissacarideos. Esse tipo
de molécula se encontra abundantemente na membrana externa das bactérias gram-
negativas e amplificam reag¢des inflamatérias (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).
E, por fim, as eNOS sao expressas nas células endoteliais e participam do controle
do tébnus muscular e formagdo da angiogénese (HUERTA; CHILKA; BONAVIDA,
2008).

Essas enzimas também dependem de calcio para ativagéo. O ion Ca?* se liga
a uma proteina citoplasmatica chamada calmodulina e forma o complexo
Ca?*/calmodulina, que regula as atividades enzimaticas intracelulares. Quando a
concentragdo de Ca?* diminui, o complexo é desfeito e a enzima, inativada. nNO e
eNO sao dependentes do Ca?* para poderem se ligar a proteina calmodulina, mas a
enzima iNO n&o é, devido a uma estrutura de aminoacidos diferente do local de
ligagdo da calmodulina (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; FORSTERMANN;
SESSA, 2012).

O NO pode participar de vias de sinalizagdo celular que regulam a fungéo e
atividades das células. A priori, achava-se que servia apenas para ativacdo da
Guanilato Ciclase para formar Monofosfato Ciclico de Guanosina (GMPc) através da
ligacdo direta do NO ao grupo heme da enzima Guanilato Ciclase. Mas,
posteriormente, foi mostrado que a molécula tem como alvo proteinas com grupos
tiois e formam S-nitrosotiois, que regula suas atividades (ASTIER et al., 2011;
FOSTER; MCMAHON; STAMLER, 2003; HESS et al., 2001; NAKAMURA; LIPTON,
2013).

1.3 Coronavirus e as proteases virais

Em 11 de margo de 2020, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) declarou a
pandemia global causada pelo virus Sars-CoV-2, pertencente ao género
Betacoronavirus, causador da doenga COVID-19 (coronavirus disease). Essa doenga
€ altamente transmissivel por meio de secreg¢des contaminadas, a partir de goticulas
respiratorias ou contato com superficies contaminadas. Até 11 de Julho de 2022 foram
confirmados pela OMS 552.504.629 casos de COVID-19 no mundo, incluindo
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6.347.816 mortes. S6 no Brasil, foram confirmados 32.687.680 casos e 672.790
mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

E urgente, entdo, o desenvolvimento de um tratamento para pacientes
sintomaticos e que possam inibir a transmiss&o do virus. As proteases virais tém se
mostrado alvos interessantes para inibicdo da replicacdo de diversas familias virus,
como Coronaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Picornaviridae. Por exemplo,
compostos inibidores de proteases sdo altamente efetivos no tratamento de HIV e
hepatitie C (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Existem cerca de 29 proteinas na estrutura do SARS-CoV-2, mas as principais
sdo a proteina S (glicoproteina de pico ou proteina spike) e a proteina N, do
nucleopsideo viral, que € responsavel pelo processo de replicagao do virus. A proteina
S é responsavel pela entrada do virus na célula hospedeira através da ligagao ao
receptor celular proteico ACE2, € quando essas duas proteinas se ligam que o virus
consegue invadir a célula hospedeira (UZUNIAN, 2020). A membrana do virus €&
composta pela proteina S, a proteina de membrana M e pela proteina hidrofébica,
chamada de proteina do envelope E, que envolve a estrutura do virus (PAUL et al.,

2021). A estrutura do virus esta representada na figura abaixo.

o ® o _ _
o Pt Spike (S) protein
e _J Nucleocapsid (N) protein
P, -
§ ; 4-.—— Membrane (M) protein
» -
- . -
° e RNA
o ®

Envelope (E) protein

Figura 6: Estrutura do virus SARS-CoV-2. (Retirado de: A. Paul et al.)

Os coronasvirus (CoVs) sao virus de RNA de cadeia positiva e expressam
longas poliproteinas, pp1a e ppl1ab, que sdo processadas por duas proteases: a
protease principal, quimiotripsina-like, MPRO (também chamada 3CLPRO) e a protease
papaina-like, PLPRO. Dezesseis proteinas n&o estruturais maduras (NSPs) surgem do
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processamento das poliproteinas. A PLPRO cliva a poliproteina em 3 locais na porgéo
do terminal N, enquanto a MPRO faz clivagem em 11 locais das poliproteinas no
terminal C (BHOWMIK et al., 2021). Essas NSPs participam de diferentes fungdes
virais, incluindo a formag¢ao do complexo replicase transcriptase, que replica o RNA
do genoma viral. Devido esse papel importante, as proteases sédo consideradas alvos
promissores para drogas no tratamento da doenga (MICHELON, 2020; WELKER et
al., 2021).

As proteases MPRO e PLPRO possuem residuos de cisteina, que atuam como
nucleofilos, e histidina, que pode agir como acido-base. Como explicado antes, as
porcoes tidis sdo passiveis de S-nitrosilagdo e residuos de cisteina também sao
abundantes no envelope viral do SARS-CoV-2, o que o0 mantém estruturado através
da formacéao de pontes dissulfeto que favorecem a interagdo com células saudaveis e
a transferéncia do material RNA viral (GHOSH et al., 2007; GONCALVES et al., 2020).

Na figura 3 pode-se ver uma cadeia unica da estrutura cristalina da protease
principal MPRO do coronavirus indicando os sitios ativos de residuos cataliticos,
Cys145 e His41 (DAS et al., 2021).

HS OH

NH,

Cisteina

<} OH

Histidina

Figura 7: Estrutura cristalina de uma Unica cadeia da MPRO destacando os residuos de cisteina e
histidina. (Retirado de DAS et al., 2021)
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O FDA (Food and Drug Administration) autorizou o uso emergencial do
PAXLOVID, produzido pelo laboratério Pfizer, para o tratamento de COVID-19, em
casos de leve a moderados. A administracao foi autorizada em pacientes maiores de
12 anos, com pelo menos 40 kG e em quem a doenga esteja progredindo rapidamente
incluindo hospitalizagdo e risco de morte. Trata-se de um medicamento ainda em
estudo, existem informag¢des limitadas a respeito da eficacia e seguranga no
tratamento de pacientes com COVID-19 (PFIZER, 2022).

A composigao do medicamento conta com Nirmatrelvir, um inibidor da protease
principal do virus SARS-CoV-2, a MPRO, e com Ritonavir, inibidor da protease do
HIV-1 e do CYP3A (isoenzima do citocromo P-450, sua presenga no intestino delgado
diminui a biodisponibilidade de muitos medicamentos ingeridos (SHANNON;
BORRON; BURNS, 2007)). Devido ao uso do ritonavir, existe o risco do
desenvolvimento de resisténcia aos inibidores do HIV em pacientes infectados (FDA,
2022).

O nirmatrelvir € um inibidor peptidomimético (pequena cadeia parecida com
proteina feita para imitar um peptideo) da MPRO, a inibicao dessa protease impede o
processamento das poliproteinas responsaveis pela replicagao viral. Segundo o FDA,
em um estudo bioquimico realizado, o composto teve um Kl de 3,1 nM (Kl é a
constante de equilibrio da ligagéo do inibidor a enzima) e valor de IC50 de 19,2 nM
(concentragdo necessaria do farmaco para 50% de inibigdo). Foi verificado por
cristalografia de raio-x que o nirmatrelvir se liga diretamente ao sitio ativo da protease
MPRO. O ritonavir ndo é ativo contra a protease do SARS-CoV-2, sua funcao é
impedir o metabolismo do nirmatrelvir mediado pela isoenzima do citocromo P-45,
CYP3A, resultando em concentragbes plasmaticas maiores do nirmatrelvir (FDA,
2022)
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Figura 8: estrutura do nirmatrelvir (a esquerda) e do ritonavir (a direita) (retirado de

MedChemExpress e ChemicalBook)

2. OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo desse trabalho é fazer uma revisdo na literatura dos principais
doadores de 6xido nitrico (NO) e como € sua agao no organismo, assim como sobre
as estruturas e as reagdes que sao suscetiveis. Também é abordado nesse trabalho
como a modificagdo no sitio de cisteina das proteases virais a partir da reacao de S-
nitrosilagdo afetam a replicacdo no hospedeiro e como isso pode ser aplicado na
protease principal do SARS-CoV-2, a MPRO, como potencial tratamento da doenca
COVID-19. Para complementar a pesquisa também foi acrescentado quais sao os
beneficios do uso de NO no tratamento da doenca além da reacédo de S-nitrosilacédo
com os residuos de cisteina.

Pretende-se, com este estudo, propor futuramente o desenho de S-nitrosotidis
de estruturas similares, visando a potencial inibicdo da protease viral através de

reacao de S-nitrosilagao.

3. METODOLOGIA

Essa revisdo da literatura foi realizada com base em artigos cientificos
publicados entre os anos de 2000 e 2022, com o objetivo de buscar doadores de 6xido
nitrico e qual a atividade do NO em reacbes de S-nitrosilagcdo. A modificagdo de
proteases pode alterar a atividade dos virus levando a sua inativagdo. Também foi
revisado o uso de doadores de NO como possiveis inibidores do novo coronavirus,
SARS-CoV-2, causador da doenga COVID-19.

O fluxograma abaixo representa como foi o processo de selegcdo dos artigos
para essa revisao bibliografica, quais os principais topicos e os principais topicos de
cada um. Também esta demonstrado as palavras-chaves usadas nas pesquisas de

cada passo.
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Bancos de dados usados

SciFinder;

Portal Periodicos CAPES;
Web of Science;
PubMed;

Sc1ELO;

ScienceDirsct (Elsevier).

Topicos

/

Principais doadores
de NO conhecidos e
sua agao no
Organismo

Aszsuntos

!

Mecanismo de acdo dos
doadores de NO e suas
estruturas; reacdo de S-
nitrosilacio, estrutura e
funcio de S-nitrosotiois

Palavras-chaves

!

“NOT, “nitric oxde”;
“NO-donors™,
“nitrosating agents™;
“S-mitrosothiols™.

Topicos

l

Proteases com sitio
de cisteina € como
530 suscetivels a
reagdes com NO

Aszsuntos

!

Acdo do NO frente as
cisteino-proteases

Palavras-chaves

!

“s-nitrosylation of
proteins™ “Inhibition
by S-Nitrosothiols™;

“cysteine protease

wnhibitor”™; “Proteimn S-
nitrosation™.

Topicos

\

Estudos sobre o novo
coronavims, o SARS-
CoV-2, causador da
Covid-19

Aszsuntos

!

Estrutura do SARS-
CoV-2 (protease

principal, MEPRO ) uso
do NO no tratamento da
Covid-19 e beneficios.

Palavras-chaves

!

“SARS-CoV-2 Mpro™;
“coronavirus’;
“Coronavirus
protease”™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Doadores de NO

O uso terapéutico de NO gasoso é muito limitado, pois NO gasoso tem um
periodo de meia-vida muito curto in vivo, difunde muito rapido e dificiimente se
acumula nas células alvos (YANG; HUANG,; LI, 2021). Portanto componentes capazes
de doar NO sao usados como agentes terapéuticos e farmacolégicos (IGNARRO;
NAPOLI; LOSCALZO, 2002).

4.1.1 Nitratos organicos

Os nitratos organicos compdem a mais antiga classe de doadores de NO
utilizada. Sao genericamente representados como RONO: e sao ésteres derivados de
alcoois. Os componentes mais conhecidos sdo a nitroglicerina e tetranitrato de
pentaeritrina (Figura 5) (WANG et al., 2002).

.\'itroglicerina Tetranitrato de pentaeritrina

Figura 9: estruturas da nitroglicerina e do tetranitrato de pentaeritrina.

Os farmacos desse tipo sao rapidamente absorvidos oralmente. Os nitratos
organicos precisam ser biologicamente ativados para liberar NO por vias enzimaticas
ou nao-enzimaticas. A primeira via depende da atividade da enzima aldeido
desidrogenase, que converte em nitrito e metabdlito desnitrado. E as vias nao-
enzimaticas dependem da reacdo com o grupo tiol de cisteina e seus derivados ou
com ascorbato, que promove a liberagdo de NO. Nessa via, grupos sulfidrila agem
como redutores e formam seus respectivos dissulfetos (RSSR) e o anion NO% é

liberado como principal metabolito nitrogenado. A cisteina e a N-acetil-cisteina sao

22



capazes de liberar concomitantemente o radical NO+ (FRANCA-SILVA et al., 2014;
WANG et al., 2002).

4.1.2 Diazenodiolatos: NONOates

Os diazenodiolatos sdo interessantes pela sua habilidade de liberar NO em
meios neutros (RANGEL-GALVAN et al., 2019). Eles possuem a férmula geral X-
[N(O)NOQ], que pode ser visto como um complexo de bases de Lewis (X)) com um
acido de Lewis (N202, que € um dimero de NO). A estrutura do dimero de NO,

mostrado na Figura 6, explica a estabilidade do composto todo.

Figura 10: A forma anidnica existe em ressonancia (retirado de: Rivera-Tirado, ef al.)

A ligacao N-N pertencente a parte ONNO é muito fraca, mas a adigdo de um
par de elétrons aumenta drasticamente a estabilidade do ion resultante ONNO". Esse
par de elétrons pode ser oriundo da porcao X'. Geralmente ,trata-se de um carbanion
ou anion amida, mas também é conhecido com X= 0% (Sais de Angelis) (SHAIKH;
VALIEV; LYMAR, 2014).

A forma mais conhecida e utilizada de diazenodiolatos € composto com grupos
aminas, onde X= R1R2N-, e podem liberar NO em meios neutros. Alguns exemplos
sao apresentados na Figura 7 (SHAIKH; VALIEV; LYMAR, 2014).
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Figura 11: Exemplos de NONOates: (A) Sal de Angelis; (B) DEA NONOate; (C) DETA NONOate; (D)
PAPA NONOate. (Retirado e adaptado de Shaik, et al)

A decomposicdo dos diazenodiolatos pode ser ocasionada por fotoexcitagédo
ou adicdo de um aceptor de par de elétrons, como um préton (H*). Porém, o
mecanismo molecular dessas reagdes ainda nao foi elucidado (RIVERA-TIRADO;
LOPEZ-CASILLAS; WESDEMIOTIS, 2011; SHAIKH; VALIEV; LYMAR, 2014).
Miranda et al, estudou o mecanismo de decomposi¢cdo em situagdes anaerdbicas e
os calculos quanticos suportam a ideia de que para a decomposi¢cao do sal ocorre a
protonacéao do di-anion, seguida de tautomerizagao e clivagem heterolitica da ligagéo
N-N para produzir HNO e nitrito, como na figura abaixo (MIRANDA et al., 2005):

Q +0 W HQ +0
N=N_ —_— N=N_ —_—
o g slow
Q. +0
H,N—N% —> HNO + NO2" (6)

Figura 12: Decomposicdo do Sal de Angelis (retirado de Miranda, et al).
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Os N-diazenodiolatos tém a vantagem de liberar NO e o correspondente grupo
amino em meios neutros, a temperatura ambiente, como mostrado na Figura 9
(FITZHUGH; KEEFER, 2000).

+ 7 pH 7.4
X—N ——— X +2NO

N—O"

4

Figura 13: Decomposicdo de N-diazenodiolatos a pH neutro, onde X= grupo amino (retirado de:
Fitzhugh, et al.)

Essa reagao possui uma boa taxa de reprodutibilidade e um rendimento de NO
alto, mantendo o pH constante e acontece espontaneamente. Esses compostos
também tém a vantagem de uma meia vida alta: DEA NONOate de 2min; PAPA
NONOate de 15 min; e DETA NONOate de 20h. Os demais diazenodiolatos, como o
sal de Angelis, sdo uma boa fonte de ions como NOz2", NO-, NO2, NO* etc (FITZHUGH;
KEEFER, 2000).

4.1.3 S-nitrosotiodis

A reagao de S-nitrosilagdo de grupos tiois € amplamente debatido e n&do tem
um mecanismo esclarecido. Tal formagao nao é tdo simples, pois a reagao direta entre
um oOxido nitrico e um tiol € extremamente lenta, o que resulta na formacdo de um

dissulfeto e &nion NO- (equacgéo 1).

NO + 2RSH — RSSR + 2 NO- + H* (equacéo 1)

Como NO nao é capaz de oxidar diretamente o grupo tiol, na presenca de
oxigénio o oxido nitrico é oxidado a N20s3, que € um bom agente nitrosilante (equagéao
2) (WOLHUTER; EATON, 2017). Em situagdes in vivo é possivel que as membranas
aumentem o rendimento da nitrosilagdo do grupo tiol, pois a reacao entre éxido nitrico
e oxigénio é mais rapida em meios hidrofébicos (lipideos, proteinas etc) (FOSTER,;
MCMAHON; STAMLER, 2003; HOGG, 2002; WOLHUTER; EATON, 2017).

25



2 NO + 72 02 — N203+ RSH — RSNO + 2NO2" + 2H* (equagéo 2)

S-nitrosotidis podem ser sintetizados em laboratério a partir da reagao entre
tidis e acido nitroso (equacédo 3). Essa rota é mais adequada para tidis de baixo peso
molecular, como a S-NO-cisteina e a S-NO-glutationa. Ndo € recomendada para
proteinas, pois 0 meio acido causa desnaturagao, essa reagcédo necessita de um meio
acido, com pH <~ 3 (HOGG, 2002).

HNO2 + RSH — RSNO + H20 (equacéo 3)

Os compostos RSNOs agem através do ataque nucleofilico do tiol, tanto no
atomo de Nitrogénio quanto no Enxofre do grupo —SNO. O ataque ao N leva a
transnitrosilagao pela troca de NO* e o ataque ao S resulta na formagao de uma ponte
dissulfeto e HNO. A primeira reacao é majoritaria (RICHARDSON; BENJAMIN, 2002).

Os S-nitrosotiois podem ser decompostos por calor, luz UV, em pH <2 e liberam
NO e o dissulfeto correspondente como mostrado abaixo (equacédo 4).
(RICHARDSON; BENJAMIN, 2002).

2RSNO — RSSR + 2 NO (equacéo 4)

A transnitrosilacdo ocorre através de um ataque nucleofilico do anion tiolato
(RS") ao nitrogénio do S-nitrosotiol. Os produtos obtidos sao um tiol e um RSNO, como
descrito abaixo (equacgao 5) (RICHARDSON; BENJAMIN, 2002).

RSNO + R'SH = RSH + R’'SNO (equacgao 5)

REACAO DE TRANSNITROSILACAO
Esse tipo de reacdo se mostrou uma maneira efetiva de transferir radicais NO-
entre espécies dentro das células e controlar a atividade de proteinas (AL-SA’DONI;
FERRO, 2012; RICHARDSON; BENJAMIN, 2002).
Os S-nitrosotidis de baixo peso molecular, como os derivados de cisteina e

glutationa, agem como doadores de NO para outras proteinas celulares sob condigdes
fisiologicas (NAKAMURA,; LIPTON, 2013).
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4.1.3.1 Estrutura e estabilidade dos S-nitrosotiois

Os S-nitrosotiois (RSNO) podem se diferenciam dependendo dos substituintes
do carbono-a em relagdo ao enxofre: o0 SNAP é terciario e o NACNO é primario. Os
primarios e secundarios favorecem a conformacao cis, e os terciarios, a conformagao
trans em relac&o ao grupo RS-NO. Alguns exemplos que valem ser mencionados s&o:
S-nitrosoglutationa  (GSNO), S-nitrosoacetilpenicilamina  (SNAP) e  S-
nitrosoacetilcisteina (NACNO) e estdo apresentados na Figura 10. (MEYER et al.,
2016).

Figura 14: Estruturas de S-nitrosotidis: GSNO, SNAP e NACNO (Fonte autoral).

A estabilidade desses compostos depende de suas estruturas. Os RSNO
geralmente exibem um carater de ligagcao dupla S-N consideravel, e apresentam duas
conformacgaoes, cis e trans, que estao representados na Figura 11. A ligagédo S-N é
alongada (1.8 A), fraca (energia de dissociagéo: 25-30 kcal/mol) e a rotagdo em torno
dessa ligagdo nao ¢é livre (existe uma barreira de rotacado = 10
kcal/mol)(TIMERGHAZIN; PESLHERBE; ENGLISH, 2007). O fato da ligagdo S-N ser
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fraca € o que permite a liberagdo do radical NO+ (TIMERGHAZIN; PESLHERBE;
ENGLISH, 2008).

sCIS STRANS

Figura 15: Estruturas sCis e sTrans de S-nitrosotiois (Retirado de Timerghazin, et al.)

A forma planar da estrutura sugere uma ligacao dupla entre S e N. Timerghazin

et al, prop0s a estrutura eletronica dos RSNOs como uma combinagao de trés hibridos

de ressonéncia (figura 12).

Figura 16: S é referente a estrutura neutra; D, zwitteridnico, a dupla ligacdo S=N; e |, ao par ibnico

que existe devido a fraqueza da ligacdo S-N (retirado de Timerghazin et al).

4.2 Inibigao da atividade de proteinas por S-nitrosilagao

A atividade de uma proteina com grupo tiol pode ser regulada com a reagao de
S-nitrosilagdo. Por exemplo, cisteino-proteases possuem residuos de grupo tiol que
podem reagir reversivelmente com NO e formar uma ligagdo S-NO. Essa reacao
regula a atividade da proteina alostericamente ou por modificagao direta do sitio ativo
da proteina. A modificacdo covalente no sitio ativo da protease leva a sua inativacao
(NAKAMURA,; LIPTON, 2013; XIAN et al., 2000).

A transnitrosilagéo entre proteinas, geralmente, ocorre quando duas proteinas
estao interagindo diretamente e possuem o potencial redox apropriado para permitir a
troca de elétrons. A proteina com maior potencial de reducédo recebe os elétrons e
perde a porgdo NO e a proteina com menor potencial de redugdo contendo uma
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porcgao tiol livre € S-nitrosilada, levando a formagao de novas proteinas S-nitrosiladas
que regulam as vias de sinalizacdo (NAKAMURA,; LIPTON, 2013).

Uma condi¢cao que favorece a reacado de S-nitrosilacdo, por exemplo, € por
formacgao do anion tiolato (RS"), que é mais suscetivel a oxidagao. Vizinhangas com
pKa baixos também facilitam a reagdo. A parte hidrofébica das proteinas podem
concentrar NO e O:2 e, portanto, facilitam a formacdo de agentes S-nitrosilantes.
(ASTIER et al., 2011; HESS et al., 2001; NAKAMURA,; LIPTON, 2013).

A regulacdo reversivel da fungcdo da proteina por S-nitrosilacdo levou a
proposta de que os S-nitrosotidis funcionam como modificagbes pods-traducionais,
analogas as criadas por fosforilagao ou acetilagdo. Trata-se de uma reagao reversivel
pois a ligacdo S-NO formada € muito labil e sensivel a mudancga redox e, entao, essa
ligacao pode ser desfeita na presenga de um agente redutor como, por exemplo, o
GSH, ascorbato e ions metalicos (ASTIER et al., 2011).

4.3 SARS-CoV-2: estrutura e protease

O virus da SARS-CoV-2 é da familia SARS, sigla que vem do inglés e significa
Sindrome Respiratoria Aguda Grave. Os coronavirus sdo virus de RNA e podem ser
divididos em 4 géneros: alpha-coronavirus, beta-coronavirus, gama-coronavirus e
delta-coronavirus. O virus SARS-CoV-2 pertence ao género beta-coronavirus. Novos
tipos de coronavirus podem surgir periodicamente em humanos, devido a ampla
distribuicdo dos virus, a diversidade genética e recombinagao frequente (HASOKSUZ;
KILIC; SARAC, 2020; WU et al., 2020).

O genoma viral trata-se de um RNA positivo de fita simples, com cerca de
30.000 nucleotideos e tem 82% de similaridade com o virus SARS-CoV. Os beta-
coronavirus possuem em seu genoma a proteina estrutural Spike (S), que é
responsavel pela fixacdo do virus na célula hospedeira e induz o sistema imune do
hospedeiro, e proteinas nao estruturais (BANERJEE; PERERA; TILLEKERATNE,
2021). A sequéncia do genoma revelou a presenga dass protease 3 CLPRC, ou SARS-
CoV 3 CLPRO, ou MPRO_ O sitio ativo da protease é composto pela His41 e Cys145,
que é muito semelhante ao arranjo encontrado em outros coronavirus (BACHA et al.,
2004; NOSKE et al., 2021).

A principal protease do novo coronavirus é responsavel pela maturagcéo das

poliproteinas pp1a e pp1ab, que sdo responsaveis pela replicagéo viral e transcri¢ao,
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em até 11 sitios, que sao responsaveis pela atividade e dimerizagao. Para entrar nas
células hospedeiras, o coronavirus primeiro se liga a um receptor na superficie da
célula, entram nos endosomos e eventualmente fundem as membranas virais e
lisossdmicas (SHANG et al., 2020). Noske e colaboradores (2021) descreveu o
mecanismo molecular pelo qual a protease 3 CLPRO se autoprocessa, tornando-se
ativa para replicar o RNA dentro da célula hospedeira. O grupo chegou a concluséo
que a protease precisa ser dimérica, isso significa que é necessario um par de copias
da protease para que ela possa cortar a si mesma e as outras proteinas responsaveis
pelo metabolismo do virus (NOSKE et al., 2021). Enzimas essenciais para replicagao,
como a polimerase de RNA RNA-dependente (RdRp) e a NTPase/helicase (nsp13),
nao funcionam sem liberagdo proteolitica prévia, portanto a protease MPRC é uma
enzima chave no ciclo de replicagao viral. A sua inibicdo pode impedir a producao de
particulas virais infecciosas e alivia os sintomas da doenga causada pelo virus.
(ULLRICH; NITSCHE, 2020).

4.4 A replicagao do SARS-CoV-2

A glicoproteina S (spike ou proteina S) é desempenha papel fundamental no
ciclo de reprodugéo do virus na célula hospedeira. Essa proteina é ligada a célula
através da Enzima Conversora de Angiotensina Il (ACE2), que é abundante nos
pulmdes, por isso 0 aparecimento dos sintomas respiratérios. Para essa ligacao, €
preciso de uma serina protease chamada TMPRSS2, que cliva e ativa a proteina S e
promove a ligagdo ao ACE2. Apds a ligagéo, ocorre uma modificagdo no formato da
proteina que permite a fusdao do virus na membrana celular ou endossomatica
(MERCES et al., 2020; UZUNIAN, 2020).

Apo6s o RNA ser depositado na célula hospedeira ocorre a tradugao dos genes
ORF1a e ORF1b, que sao responsaveis pela produgdo das replicases virais
poliproteinas pp1a e pp1ab. Essas poliproteinas sédo processadas em proteinas nao
estruturais que formam o complexo de replicagao e transcrigcdo viral. Esses NSPs
participam de diferentes fungdes virais, incluindo a formagao do complexo replicase-
transcriptase. As proteinas estruturais traduzidas sdo deslocadas para as membranas
do reticulo endoplasmatico e transitam através do compartimento intermediario do

reticulo para o complexo de Golgi. A parte gendmica restante do virus codifica o
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MRNA que produz as proteinas estruturais. Por fim, os virus replicados sao expelidos
da célula por meio de excitose (V'KOVSKI et al., 2021).

4.5 Inibigcao da protease principal do SARS-CoV-2

Ja é conhecido que as proteases virais sdo alvos de medicamentos. Por
exemplo, o virus da Imunodeficiéncia Humana tem uma aspartil-protease em sua
estrutura, e o virus da Hepatite C possui uma serino-protease. Ambas sao alvos dos
farmacos que compdem o tratamento (ULLRICH; NITSCHE, 2020).

Diversas pesquisas ja foram realizadas visando o desenvolvimento de um
medicamento que tenha como alvo a protease do novo coronavirus. Para atingir uma
ligacao covalente entre o inibidor e o sitio catalitico cisteina da protease, diversos tipos
de inibidores peptidicos foram sintetizados com diferentes grupos funcionais
eletrofilicos, como halometilcetonas, epoxicetonas e nitrilas. Todos esses grupos
inibiram a replicacédo do virus com sucesso. Jin et al observou que adicdo de Michael
no sitio catalitico Cys145 ao inibidor, resultou numa inibigao irreversivel (BANERJEE;
PERERA; TILLEKERATNE, 2021).

Diversos grupos de pesquisa estdo chegando em resultados favoraveis em
relagdo a inibicdo da protease principal do novo coronavirus e de como evitar sua

replicagao viral nas células dos hospedeiros.

4.6 O NO no tratamento de Covid-19: uso e beneficios

A doenca da Covid-19 também esta associada a “tempestade de citocinas”, que
€ uma superproducéo das interlucinas IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IFN a/b, fator de necrose
alfa (TNF-a), quimiocina CC dos tipos CCL3, CCL5 e CCL2. (BEN MOFTAH;
ESWAYAH, 2022; ORONSKY et al.,, 2020; SAFAEE FAKHR et al., 2021). Outro
biomarcador importante para o progndstico da Covid-19 é o aumento no nivel de D-
dimeros, que esta relacionado a eventos trombodticos em pacientes hospitalizados,
que é formado a partir de fibrinas (BEN MOFTAH; ESWAYAH, 2022). Outra
consequéncia dessa doenca é a disfungcao endotelial, levando a diminuicado de NO
enddgeno, que resulta em respostas vasoconstritoras, inabilidade de neutralizar
espécies reativas de oxigénio e maiores danos endoteliais (BEN MOFTAH;

ESWAYAH, 2022).
31



Oronsky e colaboradores (2020) estudaram o uso de RRx-001 (N-bromoacetil-
3,3-dinitroazetidina) no tratamento da Covid-19. Trata-se de uma molécula doadora
de NO que se acopla as hemacias e media as fungdes protetoras, antitumorais e
antipatogénicas da molécula. E

Em outros estudos ja foi mostrado sua atividade contra malaria, ebola,
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X

Figura 17: Molécula do RRx-001, doador de NO (retirado de Oronsky, et al.)

turbeculose e leishmaniose.

O grupo se baseou nas evidéncias de que a molécula em questao tem potencial
para aliviar doengcas no pulmdo, como pneumonia e sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), o que levou ao interesse em utilizar esse farmaco para
tratar os sintomas pulmonares causados pela Covid-19, que vao desde infecgao no
trato respiratorio superior até pneumonia hipoxémica. O RRx-001 se liga ao residuo
da hemoglobina chamado beta-cisteina 93, que aumenta a conversédo enzimatica de
nitrito em NO e leva a sua superproducgao e liberagdo sob condi¢des hipdxicas. Essa
producao de NO é seletivamente direcionada a tecidos isquémicos. Outra funcao de
interesse dessa molécula € a habilidade de ativar a Nrf2 (fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2), que € um regulador de resposta antioxidativa e induz genes
que reduzem espécies reativas de oxigénio. O NO também trabalha para inibir a NF-
kB (fator nuclear kappa-B), um fator de transcricdo, e esses tipos de proteinas
coordenam onde e como os genes serao transcritos. A NF-kB € um heterodimero que
produz citocinas pro-inflamatéria e enzimas como IL-1B, TNF-a, COX-2, IL-6 e induz
lesdo pulmonar. Portanto, a RRx-001 ajuda a proteger a parénquima pulmonar
induzindo o Nrf2. O uso dessa molécula foi avaliado e bem aceito num estudo feito
com mais de 300 pacientes com cancer (ORONSKY et al., 2020).

A hidroxiureia (HU) tem capacidade de sofrer conversao in vivo e liberar NO,
além de estimular a producédo de hemoglobina fetal (HbF) (Figura 14). A administragéo

de NO em pacientes mostrou beneficios pulmonares e cardiovasculares, além do
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oxido nitrico atuar na inibicdo da replicacdo do SARS-CoV-2. A hidroxiureia é um
medicamento bem tolerado, sem registros de dano crénico aos 6rgéos, tem excelente
biodisponibilidade oral e volume de distribuicdo. O metabolismo dessa molécula é

hepatico e renal, sendo um dos produtos final do mecanismo de eliminagao a ureia.
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Figura 18: Férmula estrutural da Hidroxiureia. (Fonte autoral)

Um estudo clinico em pacientes que sofriam de anemia falciforme mostrou que
a administragdo de HU proporcionou um aumento na producéo de HbF causado por
um aumento de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). Esses altos niveis de
cGMP séo estimulados pela geragdo de NO no organismo e pela ativagéo da proteina
quinase que induz a produgdo de HbF. O efeito antiviral de HU foi mostrado no
tratamento da hepatite C e, portanto, tem potencial para o tratamento também de
doencas causadas por virus de RNA. Também ja foi constatado que pacientes com
Talassemia que foram tratados com HU, tiveram uma grande diminuigdo nos niveis
de dimero D, tendo potencial para protecdo contra eventos trombéticos. Assim,
concluiu-se que o farmaco poderia ter o mesmo efeito no tratamento da Covid-19 (BEN
MOFTAH; ESWAYAH, 2022).

O composto furoxano (1,2,5-oxadiol-2-oxido) e seus derivados sdo capazes de
liberar NO na presencga de tiois, assim como sob agédo enzimatica em tecidos de
processo complexo que envolvem mais que redugado para formacéo de NO (Figura
15) (AL-SEHEMI et al., 2020).
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Figura 19: Estrutura do nucleo do furoxano. (Fonte autoral).

Varios compostos séo estudados para o bloqueio da agao da ACE2, que é o
alvo terapéutico de novas drogas em estudos in silico. Os estudos abrangem
simulacdo computacional, onde é analisada a energia de afinidade da protease
principal do SARS-CoV-2 MPRO com potenciais inibidores no calculo da energia livre.
E também é investigado as propriedades estruturais e mudangas na conformacao da
MPRO e padrdo de interagdo virus-membrana e virus-inibidor. E por fim, s&o
monitoradas as propriedades termodinémicas da interagao dos derivados de furoxano
com o virus da SARS-CoV-2 na presencga e auséncia de inibidores antivirais. Com
essas informacgdes € possivel desenvolver ou até mesmo usar drogas ja existentes
para o tratamento da Covid-19. Al-Sehemi et al (2020) focou seus estudos no uso de
furoxanos como possiveis farmacos que tem como alvo a protease do SARS-CoV-2,
usando docagem molecular. O grupo utilizou 28 estruturas diferentes de furoxano
doadores de 6xido nitrico acoplados com benzidril-piperazina e espiro-isoquinolino-
piperidina, que sao estruturas parecidas com peptideos. A docagem indicou que o
anel espiro-isoquinolino-piperidina é responsavel pelo encaixe da molécula no sitio de
ligacdo de modo que o resto da molécula figue perpendicular ao mesmo, que é a
chave para a interagdo com a MPRO, Os derivados de furoxano tém estrutura
semelhante a peptideos e podem ser comparados com a ja conhecida carboxamida
de imidazol, X77, para explorar o potencial de ligagdo com a MPRO_ Dentre todas as
estruturas estudadas, os compostos 22 e 26, foram os que tiveram melhor
desempenho nas simulagdes por dindmica celular, que comprovou a estabilidade da
ligagdo de derivados de furoxano com a protease principal do SARS-CoV-2. (Figuras
16 e 17) Esses complexos foram comparados com um inibidor de MPRC X77 (AL-

SEHEMI et al., 2020).
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Figura 20: a) Composto 22; b) Compostos 26. (Retirado de AL-SEHEMI et al.)

Figura 21: inibidor de MPRO carboxamida de imidazol, X77 (Fonte autoral)

O composto 22 tem energia de afinidade de -9,6 kcal/mol, com score da
docagem de -90,93 e uma importante interagdo de hidrogénio com o residuo de
cisteina CYS145, SER144, HIS41 e HIS163. O composto 26 mostrou afinidade de
ligacao de -9,8 kcal/mol e score da docagem de -90,91 em comparacéo ao 22. Os
valores de RMSD para MPRO-22 foi de 0,20 nm, para MPRO-26, de 0,28 nm. O grupo
controle desse estudo foi a interagdo da MPRO com o antiviral X77, que teve RMSD de
0,18nm. Os resultados encontrados de RMSF indicam que o comportamento da MPRO
frente as moléculas 22 e 26 ¢ igual ao grupo controle, MPRO-X77. O sitio ativo de

35



residuos da MPRO interagindo com as moléculas 22 e 26 mostraram valores baixos de
flutuagéo, indicando uma estavel interagcdo de hidrogénio com os aromaticos dos
residuos com os inibidores. Os estudos de MD estavam de acordo com o grupo
controle, indicando potencial inibidor para as moléculas. Em relagdo a energia de
ligacdo (DELTA G lig), o grupo controle teve um valor de -130,014 e para MPRO-22, -
183,860 e para MPRO-26, de -171,972, entdo os derivados de furoxano se mostraram
mais eficazes interagindo com a MPRO que o inibidor X77. O grupo concluiu que a
afinidade de ligagao entre os derivados de furoxano e a MPRO se mostrou mais eficaz
que o inibidor conhecido X77. Isso indica que os derivados de furoxano tém potencial
para agir contra o virus da SARS-CoV-2 (AL-SEHEMI et al., 2020).

O NO gasoso para inalagdao € um vasodilatador pulmonar seletivo que foi
aprovado pelo FDA em 1999 em tratamento de recém-nascidos com hipoxia
respiratoria devido a hipertensao pulmonar. Esse tratamento é utilizado para aumentar
a oxigenagao em pacientes ventilados mecanicamente que sofrem de Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo (SARA) (PIERETTI et al., 2021; SAFAEE FAKHR et
al., 2021). Inalacéo de NO foi testado em pacientes infectados com MERS-CoV e os
resultados foram satisfatérios mostrando que o uso de NO para o tratamento é positivo
e sem efeitos colaterais (PIERETTI et al., 2021)

Fakhr et al (2021) desenvolveu uma mascara facial para inalagdo do gas em
pacientes que nao foram intubados e entao foi possivel fornecer até 250 ppm de NO.
Em outros estudos realizados em 2020 o grupo administrou 160-200 ppm de NO
gasoso em pacientes com insuficiéncia respiratdria aguda e em 6 gravidas em estado
grave de pneumonia causado pela Covid 19. O NO inalado melhorou a oxigenagao,
reduziu a frequéncia respiratéria e diminuiu os niveis plasmaticos de marcadores
inflamatorios (SAFAEE FAKHR et al., 2021).

Em 2021, o mesmo grupo realizou um ensaio clinico envolvendo paciente que
tiveram infeccdo por SARS-CoV-2 confirmada por ensaio de rt-PCR e tiveram
presenca de sintomas de COVID-19 como tosse ou taquipneia, com uma frequéncia
respiratoria = 24 respiracbes/minuto. Para o estudo, 160 ppm de NO gasoso foi
administrado por 30 minutos, duas vezes por dia, durante 14 dias. Durante a aplicacao
do NO, pacientes que sofriam taquipneia tiveram a taxa de respiracdo diminuida,
mostrando o papel do NO gasoso em aliviar doencas respiratorias. Na pesquisa os
pacientes sofreram de infecgao sistémica com elevado nivel de IL-6, proteina C reativa
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e D-dimeros no plasma enquanto as contagens de células brancas estavam dentro da
meédia normal. Os pacientes que foram tratados com NO gasoso nao retornaram ao
hospital apds alta. Nenhum evento adverso foi observado apés o tratamento e o grupo,
entdo, concluiu que altas doses de NO inalado (160 ppm) podem ser seguramente
administrados em pacientes com Covid-19 n&o-entubados (SAFAEE FAKHR et al.,
2021).

Estudos indicam que a associagdo de doadores de NO com nanomateriais
aumenta a estabilidade do NO e permite liberagdo controlada e direcionadas nas
concentragdes desejadas, que € essencial para a bioagado do NO. Ja foi estudado que
o NO liberado pelas Oxido Nitrico Sintases (INOS) inibe o ciclo de replicagdo do
SARS-CoV. A associacdo de SNAP com CuNPs habilitou a liberagao de NO do SNAP
através da catalizagdo com CuNPs. Um estudo clinico foi feito por 2 centros: Boston
e Xi’'na, onde foram administrados NO gasoso em duas situagdes: altas doses do gas,
na concentracdo de 180 ppm por curto periodos de tempos, de 20 a 30 minutos, e
baixa doses de gas, na concentragao de 80 ppm durante 48h. O NO se mostrou com
potencial alto para o tratamento de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 nas duas
condigbes propostas, aumentando a oxigenagdo, o mecanismo antiviral e na
prevencao do agravamento da doenga (PIERETTI et al., 2021).

Existem outras formas de obter NO para o organismo pela ingestédo de frutas e
vegetais que estdo presentes no consumo diario dos seres humanos e s&o ricos em
nitratos, que podem ser convertidos em NO. Maca tem propriedades anti-inflamatérias
no pulmdao humano e células epiteliais da traqueia, aliviando as citocinas pro-
inflamatorias e a sinalizagdo de quimiocinas. A uva protege o pulm&o de lesdes
inibindo IL-8 e TNF-a, consequéncias da Covid-19. Frutas citricas sédo ricas em
vitamina C, que aumenta a biodisponibilidade de NO de outras fontes e inibe a
ativagdo de NF-kB por IL-1, TNF-a e bloqueia a produgédo de IL-8. A laranjas possuem
cerca de 0,8 mg de nitrato e 0,02 mg de nitrito. Cenouras e rabanetes s&o ricos em L-
arginina, que é o precursor da producao de NO no organismo. Altas concentragdes de
nitrito e nitratos foram encontradas no espinafre (0,27 mg e 926 mg) (SWATHI
KRISHNA; THENNAVAN; KANTHLAL, 2022).

Akaberi e colaboradores (2021) estudaram a mitigacao da replicagdo do SARS-
CoV-2 tratado com oOxido nitrico in vitro. A metodologia utilizada pelo grupo contou

com o uso de S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) e a versao nao-nitrosilada, NAP.
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Células Vero E6 foram inoculadas com 0,005 multiplicidade de infec¢édo (MOI) de
SARS-CoV-2. A células foram tratadas com 200 uM ou 400 uM de SNAP. Os
experimentos foram feitos em ftriplicatas e foram analisados o desenvolvimento de
efeitos citopaticos (ECP) e cinética de replicacao viral, 72h apés a infeccdo das
células. O genoma viral foi quantificado por RT-qPCR. Os resultados encontrados pelo
grupo mostraram que as células tratadas com SNAP tiveram uma redu¢do do RNA
viral do SARS-CoV-2, o que mostra o efeito inibitério que o 6xido nitrico tem no virus,
enquanto o NAP ndao mostrou o mesmo efeito. Além disso, também foi feito um ensaio
FRET para determinar se a inibicdo do virus acontece a partir da reacdo de S-
nitrosilagdo da cisteina que se encontra na MPRO_ Os resultados obtidos mostraram
que a reducao da fluorescéncia maxima detectada, juntamente com o perfil das curvas
observadas nas reagdes enzimaticas onde o SNAP foi adicionado, foi consistente com
a inibicdo covalente da protease (AKABERI et al., 2020).

A MPRO ¢ passivel de inativacdo por outras moléculas, além do NO.
Amporndanai, et al (2021) estudou a possibilidade de utilizar o organoseleneto
Ebselen e seus derivados como inibidores da protease principal do SARS-CoV-2
(Figura 18). O grupo de pesquisa mostrou, cristalograficamente, que o composto
Ebselen e o seu derivado, MR6-31-2, se ligam ao sitio catalitico da enzima MPRO ao
doar um atomo de selénio, formando uma ligacdo covalente e bloqueando a diade
His-Cis catalitica. Seus dados de IC50 e EC50 mostram que esses compostos tém
grande poder inibidor do SARS-CoV-2 e potencial para desenvolver farmacos para o
tratamento da Covid-19 (AMPORNDANAI et al., 2021).

)
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Figura 22: estrutura do Ebselen. (Fonte autoral)
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5. CONCLUSAO

Desde 2020 o mundo sofre com a pandemia da doenca Covid-19, causada pelo
virus SARS-CoV-2 e se fez importante a busca por um tratamento efetivo contra esse
mal que causou milhares de mortes ao redor do globo. O SARS-CoV-2 faz parte da
familia de virus de SARS-CoV, que ja € bem conhecido, portanto pode-se utilizar o
conhecimento ja obtido desses virus para o desenvolvimento de um farmaco para o
tratamento da doenca.

Usando como base a estrutura da protease principal, MPRO, do virus foi
proposto o uso de 6xido nitrico (NO) como potencial inibidor do virus. Pelas pesquisas
conclui-se que o NO tem potencial para inibir e diminuir replicacdo do virus no
hospedeiro, mas também pode-se acrescentar outros beneficios do uso de NO inalado
no tratamento, como diminuigdo na superproducao de interleucinas, TNF-a (Fator de
necrose tumoral alfa) e dimeros-D, que estdo relacionados a eventos trombaticos.
Além da melhora na taxa de respirag¢ao por ser um dilatador de brénquios.

Existem varias opgdes de farmacos que podem ser facilmente desenvolvidos
com doadores de NO, sendo o mais interessante deles os S-nitrosotiois, que ja é
usado em tratamentos de outros virus, por exemplo na inibicado do HIV-protease. Por
tanto, o uso de NO no tratamento da Covid-19 é viavel e ja € objeto de estudo da
comunidade cientifica que avanca cada dia mais para encontrar um método

terapéutico para cura dessa doenca.
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