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RESUMO
A proteína Spike do SARS-CoV-2 possui um sítio de clivagem polibásico (PRRAR↓S) processado pela furina, característica ausente no SARS-CoV-1 que explica sua maior transmissibilidade. Este estudo investigou os detalhes estruturais e energéticos desta interação através de docking molecular, gerando 1000 poses conformacionais. Os resultados revelaram energias de ligação entre -5,879 e -4,803 kcal·mol⁻¹, com conformações otimizadas apresentando distâncias de ~4,4 Å entre a tríade catalítica da furina (His194, Asp153, Ser368) e os resíduos Arg685/Ser686 da Spike, enquanto arranjos desfavoráveis exibiram distâncias >5,0 Å. A análise mostrou distribuição homogênea (DP=0,193 kcal·mol⁻¹) com 75% das poses superando a mediana de afinidade. A estabilidade superior decorreu de interações intermoleculares otimizadas (-8,105 vs -7,889 kcal·mol⁻¹), demonstrando que a eficiência da clivagem está diretamente relacionada à precisão geométrica no sítio ativo. A presença deste mecanismo específico no SARS-CoV-2 representa vantagem evolutiva decisiva, fornecendo bases para intervenções terapêuticas dirigidas.
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I. INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA
A pandemia de COVID-19 destacou a urgência em compreender os mecanismos moleculares do SARS-CoV-2, particularmente a interação entre a furina e o sítio de clivagem polibásico (PRRAR↓S) da proteína Spike (HOFFMANN et al., 2020). Esta característica única, ausente no SARS-CoV-1, confere maior transmissibilidade e eficiência de entrada celular ao vírus (PEACOCK et al., 2021). Este projeto de iniciação científica, inserido na área de Ciências Exatas e da Terra com ênfase em Física Computacional, investigou os detalhes estruturais e energéticos desta interação crítica através de simulações de docking molecular com AutoDock Vina (EBERHARDT et al., 2021). A pesquisa gerou e analisou 1000 poses conformacionais, quantificando energias de ligação, distâncias interatômicas e parâmetros conformacionais essenciais para compreender a eficiência catalítica. A relevância do trabalho manifesta-se tanto no avanço do conhecimento científico sobre patogenicidade viral quanto na formação acadêmica em metodologias computacionais aplicadas à biologia estrutural, seguindo os princípios formativos do PIBIC de integrar pesquisa básica com formação teórica sólida.

II. BASE TEÓRICA
O desenvolvimento desta pesquisa estabeleceu diálogo com autores fundamentais em virologia e modelagem molecular. Para compreensão do SARS-CoV-2 e da proteína Spike, basearam-se os estudos de Zhu et al. (2020) e Hoffmann et al. (2020), enquanto Couture et al. (2022) e Seidah (2022) fundamentaram o estudo da furina. Metodologicamente, Eberhardt et al. (2021) orientaram as simulações de docking, Cournia et al. (2017) subsidiaram a análise energética, e Peacock et al. (2021) e Johnson et al. (2021) embasaram a análise do sítio de clivagem. Wrapp et al. (2020) e Walls et al. (2020) forneceram as estruturas da Spike. A revisão de literatura abrangeu ainda Liu et al. (2022) para contextualização evolutiva viral, permitindo a construção metodológica para investigação das interações moleculares entre furina e a proteína Spike do SARS-CoV-2.

III. OBJETIVOS
Objetivo Geral: Investigar os determinantes estruturais e energéticos da interação entre a enzima furina e o sítio polibásico da proteína Spike do SARS-CoV-2 por meio de simulações computacionais de docking molecular.

Objetivos específicos:
· Caracterizar termodinamicamente a interação entre a tríade catalítica da furina e o motivo de clivagem PRRAR↓S da Spike mediante cálculo de energias de ligação.
· Identificar as conformações moleculares mais estáveis do complexo furina-Spike a partir da análise de 1000 poses geradas por docking molecular.
· Quantificar as distâncias interatômicas críticas entre os resíduos catalíticos da furina e os resíduos alvo da Spike nas conformações mais favoráveis.
· Estabelecer correlações entre parâmetros geométricos e energéticos com a eficiência de clivagem proteolítica.

IV. METODOLOGIA
A pesquisa foi desenvolvida integralmente através de abordagem computacional, utilizando simulações de docking molecular para caracterizar a interação entre a furina e a proteína Spike do SARS-CoV-2. As estruturas tridimensionais foram obtidas do Protein Data Bank (PDB), com foco específico nos resíduos 685-686 que compreendem o sítio de clivagem polibásico PRRAR↓S. O estudo não envolveu participantes humanos ou animais, consistindo exclusivamente em análise in silico. Para o preparo das estruturas utilizou-se o software Open Babel para conversão de formatos, adição de hidrogênios e atribuição de cargas atômicas. O docking molecular foi realizado com o AutoDock Vina, gerando 1000 poses conformacionais para análise estatística. A região do sítio ativo da furina, incluindo a tríade catalítica (His194, Asp153, Ser368), foi definida como alvo do docking. As visualizações estruturais e análises espaciais foram conduzidas nos softwares PyMOL e Chimera, permitindo a medição de distâncias interatômicas críticas e a inspeção detalhada das interações moleculares. Os parâmetros energéticos analisados incluíram energias de ligação (ΔG) e seus componentes intermoleculares e intramoleculares. A análise dos dados baseou-se em estatística descritiva, calculando média, mediana, desvio padrão e percentis para as energias de ligação obtidas. A correlação entre parâmetros energéticos e geométricos foi estabelecida através de análise comparativa das poses mais e menos favoráveis. A validação dos resultados foi realizada por comparação com dados da literatura especializada em interações proteína-proteína e mecanismos catalíticos de serino proteases.

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os experimentos de docking molecular revelaram um continuum de afinidade molecular entre a furina e o sítio polibásico da Spike, com energias de ligação variando entre -5,879 e -4,803 kcal·mol⁻¹. A análise das 1000 poses conformacionais demonstrou significativa variação conformacional, onde conformações com melhor complementaridade estrutural apresentaram distâncias de aproximadamente 4,4 Å entre o sítio catalítico da furina e o resíduo alvo Arg685 da Spike, enquanto arranjos menos favoráveis exibiram distâncias superiores a 5,0 Å. A distribuição estatística das energias mostrou-se homogênea, com média de -5,477 kcal·mol⁻¹, mediana de -5,478 kcal·mol⁻¹ e baixo desvio padrão (0,193 kcal·mol⁻¹), indicando consistência nas interações moleculares. A análise por percentis identificou que 25% das poses apresentaram energia igual ou superior a -5,610 kcal·mol⁻¹, representando o conjunto conformacional biologicamente mais relevante. A superioridade energética das conformações mais estáveis decorreu predominantemente de interações intermoleculares otimizadas (-8,105 vs -7,889 kcal·mol⁻¹ para as poses 69 e 391, respectivamente), sem diferenças significativas na energia conformacional intramolecular. Estes resultados corroboram estudos anteriores que destacam a criticalidade do alinhamento geométrico no sítio ativo para a eficiência catalítica da furina (HOFFMANN et al., 2020). A diferença de aproximadamente 1,1 kcal·mol⁻¹ entre as poses extremas, correspondendo a um aumento de seis vezes na afinidade de ligação pelo modelo de Boltzmann, evidencia a sensibilidade do sistema a variações conformacionais mínimas. A correlação entre distâncias interatômicas e energias de ligação demonstra que variações angstrométricas impactam significativamente a estabilidade do complexo enzima-substrato, fornecendo bases moleculares para compreender a elevada eficiência de clivagem do SARS-CoV-2 em comparação com outros coronavírus.

VI. CONCLUSÃO/CONSIDERAÇÕES FINAIS
O estudo demonstrou que a eficiência da clivagem da proteína Spike pela furina está diretamente correlacionada com a precisão geométrica no sítio ativo. Os resultados comprovaram que variações conformacionais mínimas, da ordem de angstroms, impactam significativamente a estabilidade do complexo enzima-substrato. A pesquisa forneceu parâmetros quantitativos que explicam a vantagem evolutiva do SARS-CoV-2 em relação a outros coronavírus, particularmente pela otimização das interações intermoleculares no sítio polibásico. O trabalho contribuiu significativamente para a formação em metodologias computacionais aplicadas à biologia estrutural, estabelecendo bases para futuras investigações sobre estratégias de intervenção terapêutica direcionadas a este mecanismo crítico de ativação viral.
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