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CARACTERIZACAO DE NOVOS INIBIDORES DA PROTEASE PRINCIPAL (Mpro)
DO SARS-CoV-2 SELECIONADOS POR INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Lorenna Moreira Santos®
Rafael Ferreira Dantas?

RESUMO

A COVID-19, causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria aguda severa 2 (SARS-CoV-2), é responsavel
por milhdes de mortes no mundo. Um dos farmacos usados no tratamento dessa doenca € o Paxlovid
(nirmatrelvir + ritonavir), que apresenta como alvo molecular a protease principal (Mpro), uma enzima essencial
para o ciclo de vida do virus. Contudo, a ocorréncia de variantes mutantes de Mpro menos sensiveis ao
nirmatrelvir e o possivel aparecimento de novas mutaces justificam a busca por novos inibidores dessa enzima.
Anteriormente nosso grupo identificou, a partir modelos de inteligéncia artificial generativos, fragmentos
moleculares inibidores de Mpro. Neste trabalho, iniciou-se a caracterizacdo da atividade inibitoria de um desses
fragmentos, o composto 183. Para isso, foram expressas as formas recombinantes selvagem e mutantes (E166N,
Q192V e H172Y) de Mpro de SARS-CoV-2 na cepa Rosetta 2 (DE3) de Escherichia coli. Em seguida, a verso
selvagem da enzima foi purificada através da técnica de cromatografia de afinidade, apresentando peso
molecular e atividade catalitica compativeis com a Mpro viral. Com a enzima pura, foi realizado um teste de
reversibilidade com o composto 183, permitindo determinar seu perfil de inibicdo como irreversivel, o que esta
de acordo com dados cristalogréaficos obtidos pelo nosso grupo. O préximo passo deste trabalho € finalizar o
processo de purificacdo das mutantes, além de determinar pardmetros cinéticos de inibicdo, como Ki € Kinact, para
melhor caracterizar a interacdo entre a Mpro e o composto 183.

Palavras-chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Mpro. Inibidores. Fragmentos moleculares.
ABSTRACT

COVID-19, caused by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), is responsible for
millions of deaths worldwide. One of the drugs used to treat this disease is Paxlovid (nirmatrelvir + ritonavir),
which targets the main protease (Mpro), an essential enzyme in the viral life cycle. However, the emergence of
Mpro mutant variants that are less sensitive to nirmatrelvir and the potential appearance of new mutations justify
the search for novel inhibitors of this enzyme. Previously, our group identified Mpro-inhibiting molecular
fragments using generative artificial intelligence models. In this study, we initiated the characterization of the
inhibitory activity of one of these fragments, compound 183. For this purpose, the wild-type and mutant forms
(E166N, Q192V, and H172Y) of SARS-CoV-2 Mpro were expressed in Escherichia coli strain Rosetta 2 (DE3).
The wild-type enzyme was then purified by affinity chromatography, exhibiting a molecular weight and catalytic
activity consistent with viral Mpro. Using the purified enzyme, a reversibility assay with compound 183 was
performed, revealing an irreversible inhibition profile, in agreement with crystallographic data obtained by our
group. The next step of this work involves completing the purification of the mutant enzymes and determining
kinetic inhibition parameters, such as Ki and kinat, t0 better characterize the interaction between Mpro and
compound 183.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Mpro. Inhibitors. Molecular fragments.
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1 INTRODUCAO
1.1 A pandemia da COVID-19 e o desenvolvimento de farmacos

A COVID-19 é uma doenca infectocontagiosa causada pelo coronavirus da sindrome
respiratéria aguda severa 2 (SARS-CoV-2), cuja transmissdo ocorre entre pessoas através de
goticulas orais ou nasais contendo o virus (OMS, 2021). A COVID-19 foi inicialmente
detectada na cidade de Wuhan (Republica Popular da China) no final de 2019, se espalhando
rapidamente pelo mundo, até alcancar o status de pandemia pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) em marco de 2020 (Cucinotta e Vanelli, 2020).

A maioria dos pacientes com COVID-19 ¢ assintomatica ou apresenta uma forma leve
da doenca, com sintomas como febre e tosse seca. Contudo, a doenga pode ser mais grave em
individuos acima de 60 anos ou que apresentam alguma comorbidade, levando a sintomas
como dispneia e sindrome do desconforto respiratorio agudo, podendo demandar internagédo
hospitalar ou, em casos extremos, levar a morte (Carabelli et al., 2023; Hu et al., 2021; Long
et al., 2022 ). De acordo com a OMS (11 de maio de 2025), foram notificados 777.825.189
milhdes de casos confirmados de COVID-19 (OMS, 2025). No Brasil, cerca de 716.216
mortes foram associadas a esta doenca até o momento (29 de maio de 2025) desde o inicio da
pandemia (Ministerio da Saude, 2025).

A urgéncia da COVID-19 tem fomentado o desenvolvimento de uma variedade de
terapias, destacando-se, entre elas, as vacinas. Estima-se que 13,72 bilhdes de doses tenham
sido aplicadas até 0 momento no mundo todo (Our World In Data, 2025). A maioria das
vacinas tem como base a proteina S, presente na superficie viral e de essencial importancia
para entrada do virus na célula hospedeira (Mistry et al., 2022) . Contudo, o surgimento de
novas variantes com mutacGes na proteina S representa um risco para a efetividade das
vacinas e a imunidade a longo prazo, demandando um continuo monitoramento (Mistry et al.,
2022).

A administracdo de farmacos tem sido considerada uma outra abordagem terapéutica,
uma vez gue, a principio, seus efeitos ndo seriam alterados por conta de muta¢des na proteina
S, visto que podem atuar sobre outras proteinas (Kneller et al., 2022). Este metodo vem sendo
utilizado no controle de doengas virais que ndo possuem vacinas efetivas, tais como: AIDS e
hepatite C. Para ser considerado um farmaco ideal, ele deve apresentar as seguintes
caracteristicas: ser administrado por via oral, prevenir a progressdo da doenca para condi¢des
mais severas, ter baixo custo e facil acesso para residentes de paises de baixa renda e atuar

sobre diferentes variantes do virus e potencialmente sobre virus relacionados, como o da



sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e o da sindrome respiratéria do Oriente
Medio (MERS-CoV) (Kim, 2022).

1.2 O virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA fita simples sentido positivo e envelopado,
pertencente a familia Coronaviridae e ao género betacoronavirus. Por meio da microscopia
eletronica foi revelado que o virion SARS-CoV-2 possui um diametro de 60 a 140 nm, além
de um aspecto esférico ou pleomdrfico, contendo espiculas (proteina S) de 9-12 nm em sua
superficie que se assemelham a coroa solar, por isso o termo coronavirus (Senger et al., 2020).
A proteina S é responsavel pelo reconhecimento da célula hospedeira pelo virus, processo que

marca o inicio do seu ciclo replicativo (Figura 1).

Figura 1: Ciclo de vida do virus SARS-CoV-2
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A infecgdo viral se inicia a partir da ligacdo da proteina S do virus com os receptores da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECAZ2). Ap6s a fusdo entre as membranas do virus e da célula, o RNA genémico viral e liberado
no citoplasma é traduzido nas poliproteinas ppla e pplab. Apds serem sintetizadas, ppla/pplab sdo clivadas
extensivamente pelas proteases virais em proteinas ndo estruturais (NSPs), como a RdRP, que replica o RNA
gendmico viral. As NSPs podem formar os complexos de replica¢do e transcri¢cdo (RTC) que utilizam os RNAmM
subgendmicos do virus como molde para gerar as proteinas estruturais do virus (exemplo: S, M, E e N). As
proteinas estruturais em conjunto com o RNA gendmico se associam no reticulo endoplasmatico para a formagéo
dos virions que posteriormente sdo liberados da célula por exocitose

Fonte: Adaptado de H. Yang e Rao, 2021
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O SARS-CoV-2 possui um genoma que compreende cerca de 30.000 nucleotideos,
contendo um numero variavel de open reading frames (ORFs). ORFla e ORF1b representam
mais de 2/3 de todo genoma e codificam duas poliproteinas sobrepostas — ppla (440-500
kDa) e pplab (740-810 kDa), as quais originam proteinas necessarias para iniciar o processo
de formacéo da particula viral. O genoma deste virus compartilha cerca de 82% de identidade
na sequéncia com os dois betacoronavirus responsaveis pelos surtos de doencas respiratorias
que ocorreram em 2002-2003 (SARS-CoV) e 2012 (MERS-CoV) (da Costa et al., 2020;
Naqvi et al., 2020).

1.3 Protease principal do SARS-CoV-2 (Mpro)

A clivagem das poliproteinas ppla e pplab virais é realizada predominantemente pela
protease principal (Mpro) (também conhecida como protease do tipo 3C ou 3CLPro). A Mpro
€ uma cisteina protease que atua em pelo menos 11 sitios conservados da ppla/pplab com
sequéncias de aminoacidos que geralmente seguem o padrdo Leu-GIn*(Ser, Ala, Gly) (*
marca o ponto de clivagem). Para que isto ocorra e necessario que primeiro a propria Mpro
sofra uma clivagem autolitica para sua liberacdo das poliproteinas (Senger et al., 2020).

Foram realizados estudos cristalograficos que revelaram que a Mpro é um
homodimero (306 aa) (Figura 2A). Cada protdomero (33,8 kDa) consiste em trés dominios:
dominio | (residuos 8-101), dominio Il (residuos 102-184) e dominio Il (residuos 201-303)
(Figura 2B). Entre os dominios | e Il, encontra-se o sitio ativo da enzima (Figura 2C). Esse,
por sua vez, pode ser dividido em 4 subsitios principais (S1, S1°, S2 e S4), 0s quais
participam em interagdes de alta afinidade com fragmentos especificos (P1, P1°, P2 e P3) de
inibidores. Nessa regido encontra-se a diade Cys145 — His41, responsavel pela sua atividade
catalitica (Figura 2D) Yang et al., 2024). A reacdo catalisada pela Mpro esta representada na

Figura 3.
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Figura 2: Estrutura tridimensional da protease principal do SARS-CoV-2
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(A) Um protémero do dimero é mostrado em azul claro, o outro em laranja. Os residuos de aminoacidos do sitio
catalitico sdo indicados como esferas amarelas para Cys 145 e esferas azuis para His 41. Asteriscos marcam os
residuos do protdmero identificado pela cor laranja. (B) Identificagdo dos dominios I, Il e Il na estrutura de um
dos protdbmeros da proteina. As porgdes N-terminal e C-terminal da cadeia do protdmero estéo identificadas
como NT e CT, respectivamente. (C) Estrutura da cavidade de ligacdo do substrato da Mpro mostrando as
regides dos subsitios S1, S1°, S2 e S4. (D) Diade catalitica formada por Cys145 e His41 e outros residuos
importantes para a catalise.Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2020; Yang, et al., 2024; Q. Hu et al., 2022
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Figura 3: Mecanismo da reacao de hidrolise catalisada pela Mpro.
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0]

Ry
NH

R,NH,

Substrato N-terminal
Enzima livre ‘?\

R,COOH

Substrato C-terminal

(Etapa 1) desprotonacdo do grupo -SH da Cys145 pela His41, levando a formag&o do ion tiolato ativado. (Etapa
2) Em seguida, hd um ataque nucleofilico pelo ion tiolato no carbono da carbonila do substrato, resultando na
formacdo de um aduto tetraédrico. (Etapa 3) Liberacdo do produto peptidico hidrolisado com o N-terminal livre
e regeneracdo da His41 catalitica. (Etapa 4) Hidrdlise da ligacdo tioéster, resultando na liberacdo do fragmento
de peptideo remanescente com o C-terminal livre.Fonte: Atatreh et al., 2025.

1.4 A protease principal como alvo terapéutico contra a COVID-19

A Mpro de SARS-CoV-2 apresenta varias caracteristicas que a tornam um potencial
alvo molecular para o desenvolvimento de novos farmacos contra a COVID-19. Dentre elas
incluem o fato de ser essencial para o ciclo da vida do virus (alvo molecular validado), além
de ndo existir nenhuma proteina homologa em humanos, logo, as chances de aparecimento de
efeitos colaterais sdo reduzidas. Ainda é possivel citar a disponibilidade da enzima
recombinante pura e sua estrutura cristalografica resolvida, tornando possivel realizar estudos
de docking molecular (Senger et al., 2020).

No final de 2021, a aplicacdo da Mpro como alvo terapéutico foi comprovada com o
lancamento do medicamento PAXLOVID™ (Pfizer), um inibidor covalente reversivel desta
enzima usado no tratamento de COVID-19 leve a moderada (U.S. Food and Drug
Administration, 2022). O medicamento é uma combinacdo do nirmatrelvir, agente que tem
como alvo a enzima Mpro do SARS-CoV-2, e ritonavir, que vai atuar como inibidor do
citocromo P450 3A4, diminuindo o metabolismo do nirmatrelvir e aumentando seus niveis

séricos (Najjar-Debbiny et al., 2023). Posteriormente, outros inibidores de Mpro foram
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aprovados para uso clinico, mas seu uso por enquanto ainda e restrito a poucos paises (Figura
4) (Y.Yang et al., 2024).

Figura 4: Inibidores de Mpro usados na clinica para o tratamento de COVID-19.
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Fonte: Adaptado de Y. Yang et al., 2024.

Na literatura ja existem relatos de Mpro que apresentam mutacdes em residuos que
participam na interacdo da enzima com o nirmaltrevir, reduzindo a atividade inibitoria do
composto (Huang et al., 2023). Como resultado, as cepas virais que abrigam essas mutacdes
podem ser mais resistentes ao farmaco, permitindo que continuem a se replicar e se
disseminar no hospedeiro humano. Até o momento foram descritas mais de 20 Mpro mutantes
com menor sensibilidade ao nirmatrelvir. As Mpro mutantes E166N, Q192V e H172Y, por
exemplo, apresentam valores de 1Cso para o farmaco 336, 25 e 31 vezes superiores que a
Mpro selvagem, respectivamente (Huang et al., 2023).

Na figura 5 é mostrado o sitio de ligagdo do nirmatrelvir a Mpro destacando 0s
residuos associados as mutacBes E166N, Q192V e H172Y. A forma como as mutaches
E166N, Q192V e H172Y interferem na funcdo da Mpro € variada. O residuo E166, localizado
no subsitio S1, possui um oxigénio na cadeia lateral que forma uma ligacdo de hidrogénio
crucial com o anel lactdmico do nirmatrelvir. A substituicdo desse residuo por asparagina

(E166N) compromete essa interacdo, reduzindo a afinidade pelo inibidor (Huang et al., 2023).
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A mutacdo H172Y, por sua vez, altera a conformacdo N-terminal do protbmero adjacente no
dimero bioldgico, que estd proximo ao sitio ativo. A substituicdo de histidina por tirosina
reduz a atividade enzimatica. Por fim, o residuo Q192, localizado no bolso S4, forma uma
interacdo hidrofébica com o grupamento trifluorometil do nirmatrelvir. Sua mutagdo por
valina (Q192V) resulta numa diminuicdo no grau de estabilizacdo proteica (Y. Hu et al.,
2022) . Tais mutacdes representam um desafio terapéutico para o tratamento da COVID-19,
justificando a busca por novos inibidores de Mpro, além da necessidade de se estar preparado

para futuras cepas do virus.

Figura 5: Estrutura tridimensional da Mpro de SARS-CoV-2 ligada ao composto nirmatrelvir.

Os residuos da proteina localizados a 6 A do sitio de ligagdo do nirmatrelvir estfo representados como bastdes na
cor bege, enquanto o composto na cor azul. Os residuos associados as mutaces E166N, Q192V e H172Y estdo
identificados pela cor vermelha, enquanto os demais pela cor preta. As linhas azuis pontilhadas indicam a
formacéo de ligagdes de hidrogénio. O modelo foi gerado com o programa Chimera X (Meg et al., 2023). Fonte:
Adaptado de Hu et al., 2023 e Duan et al., 2023.
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1.5 Abordagens experimentais e computacionais para a descoberta de novos inibidores
da Mpro

Diversas técnicas experimentais e computacionais tém sido usadas na identificacdo de
novos inibidores de Mpro (Song et al., 2024). Dentre as abordagens experimentais destaca-se
a triagem em alta vazdo (High-throughput screenning - HTS) na qual um grande numero de
compostos (normalmente na ordem de milhares) sdo testados de forma automatizada sobre a
atividade de Mpro (Jin et al., 2020). De forma semelhante, a triagem virtual (Virtual
Screening — VS) avalia grandes bibliotecas quimicas virtuais com o objetivo de identificar
potenciais compostos ativos sobre a Mpro que posteriormente podem ser sintetizados e
testados sobre o alvo bioldgico. Desta forma, € possivel priorizar quais compostos serdo
avaliados experimentalmente, diminuindo o tempo e custo. Existem dois tipos principais de
VS: um baseado no alvo molecular (Structure-Based Virtual Screening — SBVS) e outro
baseado no ligante (Ligand-Based Virtual Screening — LBVS). O SBVS requer a estrutura
tridimensional da proteina-alvo, e a triagem é realizada, em geral, por meio de docking
molecular (abordagem que prevé a posicao e orientacdo de ligacdo de pequenas moleculas a
proteinas) (de Souza Neto et al., 2020; Clyde et al., 2022). Ja a LBVS identifica potenciais
compostos ativos tendo como base sua similaridade a ligantes conhecidos da proteina. Essa
abordagem tem sido implementada principalmente por meio de algoritmos de aprendizado de
maquina (Ferreira et al., 2011;Alves et al., 2021).

Além das abordagens citadas anteriormente, outras duas técnicas recentes tambem tém
se destacado na descoberta de novos farmacos, inclusive inibidores de Mpro. Uma delas € a
modelagem generativa baseada em redes neurais profundas (deep learning) (Gangwal e
Lavecchia, 2024) . Ela utiliza diferentes tipos de redes neurais para propor novos dados a
partir de um processo de treinamento que aprende os padrfes presentes em conjuntos de
dados ja existentes. Essa tecnica ja possibilitou a geracdo de novas moleculas que se
mostraram de fato inibidoras de Mpro (Sun et al., 2025).

Outra estratégia que vem sendo explorada € a descoberta de farmacos baseada em
fragmentos moleculares. Estes apresentam algumas caracteristicas especificas que 0s
diferenciam de farmacos ou moleculas semelhantes a farmacos (drug-like) como: baixo peso
molecular (< 300 Da), presenca de até 3 grupos doadores de hidrogénio e 3 aceptores, ClogP
menor que 3 e a area de superficie polar (PSA) menor que 60 A2 (Congreve et al., 2003) .
Nessa técnica, uma biblioteca de fragmentos € utilizada para identificar aqueles que se ligam
com o alvo. Uma de suas vantagens é que, quando comparado com o tamanho de compostos

drug-like, os fragmentos sdo menores, 0 que torna mais favoradvel a realizacGes de
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modificag¢fes na sua estrutura quimica (Teli et al., 2022). Além disso, em comparagao com 0S
milhares ou milhdes de compostos que podem ser triados em campanhas de HTS, as
bibliotecas de fragmentos apresentam geralmente um numero inferior a 1.000 fragmentos (de
Souza Neto et al., 2020).

1.6 Classificagéo dos inibidores de Mpro

Os inibidores de Mpro identificados até o momento tém sido classificados de diferentes
formas. Dentre elas incluem o tipo de cinetica de ligacdo, a origem (naturais ou sinteticos) e a
estrutura quimica (peptidomimeticos ou pequenas moleculas) (Zagdrska et al., 2024; Shawky
et al., 2024).

Em relacdo a cinetica de ligacdo, os inibidores demonstram se ligar a Mpro de maneira
ndo covalente, covalente irreversivel ou covalente reversivel (Figura 6). Os inibidores nao
covalentes ligam-se de forma reversivel a enzima atraves de ligacbes de hidrogénio e
interacbes ndo polares, podendo ligar-se e dissociar-se da enzima diversas vezes. Tais
interacdes podem gerar distor¢des nos sub-bolsos do sitio de ligagdo do substrato ocasionando
0 deslocamento de moleculas de agua essenciais, e finalmente bloqueando o acesso ao sitio
catalitico. O farmaco ensitrelvir € um exemplo de inibidor de Mpro que apresenta este tipo de
mecanismo de inibicdo. Para os inibidores covalentes, a interacdo ocorre em duas etapas:
primeiro, ha uma interacdo reversivel entre a enzima e o inibidor, em seguida, o grupo tiol (-
SH) da Mpro ataca um atomo de carbono do inibidor, resultando numa nova ligacdo que, a
depender de sua forca, podera ser reversivel ou irreversivel. Neste Gltimo caso, inibidores
covalentes irreversiveis vao formar uma ligacdo covalente com a enzima alvo, inativando
permanentemente a atividade da enzima. Como exemplo, inibidores como cinanserina, GRL-
1720 e ebselen demonstraram inibicdo da Mpro por meio de ligacdo covalente irreversivel ao
residuo de cisteina catalitica. Ha ainda aqueles que formam uma ligacdo covalente com a
enzima alvo, mas que sob certas condi¢cdes, pode ser quebrada, permitindo a recuperacdo da
atividade enzimatica (inibidor covalente reversivel), como o boceprevir e o lufotrelvir
(Zagorska et al., 2024).
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Figura 6: Principais tipos de mecanismos de inibi¢do de compostos ativos sobre a Mpro de SARS-CoV-2.
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(A) Interagdo de um inibidor reversivel ndo covalente com uma enzima. Interacdo de inibidores covalentes
irreversiveis ( B) e reversiveis ( C ) com uma enzima. A direita da imagem estdo representadas as estruturas
quimicas dos compostos referentes a cada classe de inibidores. Fonte: Adaptado de Zagdrska et al., 2024.

Anteriormente nosso grupo implementou uma tecnica de modelagem generativa por
inteligéncia artificial (aprendizado profundo) para gerar novas moleculas com potencial
inibitério da Mpro de SARS-CoV-2 (Santana e Silva-Jr, 2021). Recentemente o protocolo foi
adaptado para gerar apenas moleculas com caracteristicas de fragmento com o intuito de
facilitar sua aquisicdo por fontes comerciais. Parte dessas moleculas ja foi comprada da
empresa Molport (https://www.molport.com/) e testada sobre a atividade de Mpro
recombinante na concentragao de 100 uM. No total, 5 de 36 compostos foram capazes de
inibir a atividade enzimatica em mais de 30%. Posteriormente, seus valores de ICso
(concentracdo do composto que inibe 50 % da atividade enzimatica), foram calculados.
Dentre eles, o composto MolPort-000-145-183 (Figura 7) apresentou um ICso para a Mpro de
116,8 uM. Além de ser ativo sobre a enzima, tal composto também foi capaz de reduzir a taxa
replicativa viral em modelos celulares de infec¢do por SARS-CoV-2, sugerindo seu potencial

farmacoldgico para o tratamento da COVID-19 (Saramago et al., 2023).


http://www.molport.com/)
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Figura 7: Estrutura molecular do composto MolPort-000-145-183
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Fonte: Saramago et al., 2023.

Este projeto tem como objetivo caracterizar os efeitos inibitorios de compostos ativos sobre a
Mpro do SARS-CoV-2 selecionados por inteligéncia artificial, tendo como foco a interacdo da
proteina com o composto MolPort-000-145-183. Para isso sera necessario expressar e purificar a
Mpro recombinante de SARS-CoV-2 em Escherichia coli. Também temos como objetivo expressar e
purificar as versdes mutantes (E166N, Q192V e H172Y). Com a obtencdo da proteina pura, sera
realizado um teste de reversibilidade com o composto 183 para determinar se 0 composto teste € um
inibidor do tipo reversivel ou irreversivel. Esperamos que os resultados gerados neste trabalho nos
auxiliem no desenvolvimento de novos inibidores de Mpro e suas variantes mutantes com potencial

farmacoldgico para 0 tratamento da COVID-19.
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2 MATERIAIS E METODOS
O trabalho foi realizado em vérias etapas que estdo ilustradas na Figura 8. Cada uma
delas seré detalhada nos topicos seguintes.

Figura 8: Fluxo de trabalho para a obtencédo da proteina Mpro de SARS-CoV-2.
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(1) incorporacdo do plamideo recombinante contendo o gene da Mpro em cepas de E. coli e (2) selecdo das
celulas bacterianas que sofreram a transformacdo. (3) Posteriormente, houve inducdo da expressdo de Mpro por
IPTG. (4) Em seguida, as células bacterianas foram lisadas e, ap6s a centrifugacdo da suspensdo, o sobrenadante
contendo a Mpro foi coletado. (5) A proteina foi isolada do sobrenadante ap6s duas etapas de cromatografia de
afinidade: uma convencional e outra reversa. Por fim, a proteina selvagem pura foi utilizada para a realizacéo de
testes enzimaticos (6).

2.1 Compostos quimicos

Neste trabalho foi avaliado 1 dos 5 fragmentos previamente preditos como inibidores da
Mpro de SARS-CoV-2 por um modelo de inteligéncia artificial (Saramago et al., 2023) . Ele
foi adquirido da empresa Molport (https://www.molport.com/shop/index) e possui 0 codigo
MolPort-000-145-183. Ao longo do texto ele serd identificado como 183. O composto foi
solubilizado em 100% de dimetilsulféxido (DMSO) e armazenado a -30°C na concentracao

estoque de 10 mM.

2.2 Expressao e purificacdo da Mpro
2.2.1 Construcdo do plasmideo recombinante contendo os genes de Mpro selvagem e
mutantes (H172Y, Q192V e E166N)

A sequéncia do plasmideo pGEX-4T-1 foi obtida primeiramente no sitio eletrdnico
eletrbnico https://www.addgene.org/vector-database, que contem uma base de dados de
vetores de DNA (Vector Database). Posteriormente a sequéncia da Mpro de SARS-CoV-2 foi
obtida no GeneBAnk (nimero de acesso: NC _045512). Os cddons da sequéncia da Mpro

selvagem e mutantes (H172Y, Q192V ou E166N) foram analisados e otimizados no software


http://www.molport.com/shop/index)
http://www.addgene.org/vector-database
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Snap Gene e posteriormente verificamos o mapa de restricio no sitio eletronico
https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis. Para a construcéo do vetor
foram inseridos os sitios de BamHI e Xhol na por¢do 5’ e 3’ da sequéncia da Mpro,
respectivamente. Uma sequéncia de auto clivagem foi inserida na por¢do 5°, para obtengao da
Mpro auténtica durante o processo de expressdao. Com o intuito de facilitar a purificacdo
tambem foi inserida uma cauda de histidina (CACCACCACCACCACCAC) ap6s um sitio de
clivagem da protease 3C do rhinovirus humano (Figura 9).


http://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis
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Figura 9: Mapa do plasmideo pGEX-4T-1 contendo o gene de Mpro de SARS-CoV-2.
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Mapa do plasmideo pGEX-4T-1 contendo o gene de Mpro de SARS-CoV-2. Mutantes (H172Y: 1.470 — 1.472
pb; Q192V: 1.530 — 1.532 pb; E166N: 1.452 — 1.454 pb). A construcdo do plasmideo, incluindo suas mutacdes e
anélise dos sitios de restricdo foram feitos no software SnapGene.

2.2.2 Transformacao bacteriana com o plasmideo contendo o gene da Mpro (selvagem e

mutante)

A insercdo do plasmideo recombinante foi realizada por choque térmico (Lessard,
2023) em duas cepas de Escherichia coli: a Rosetta 2(DE3), utilizada para expressdo de
proteinas que possuem cddons raramente usados em E. coli, e a cepa DH5a, utilizada para
aplicacGes gerais de clonagem e subclonagem. O plasmideo pGEX-4T-1 possui um gene de
resisténcia a ampicilina, enguanto a cepa Rosetta 2 (DE3) contem um plasmideo
complementar que contém, um gene de resisténcia ao cloranfenicol. As cepas foram
cultivadas a 37°C em meio Luria-Bertani (LB) s6lido contendo 100 pg/mL de ampicilina
(Rosetta 2 (DE3) ¢ DH5a) ¢ 34 ug/mL de cloranfenicol (Rosetta 2 (DE3)).

2.2.3 Expressao da Mpro

Na expressdo em larga escala da Mpro na cepa Rosetta 2 (DE3), quando as culturas
atingiram uma absorbancia em 600 nm de 0,8-1,0, foi adicionado 0,5 mM de isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), a temperatura de incubagéo foi alterada para 18 °C e o cultivo

foi realizado overnight (12-16 h). Entdo, as células bacterianas foram coletadas por
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centrifugacdo e ressuspendidas em tampdo de lavagem contendo Tris 50 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 25 mM, pH 8,0 (10 g de células: 30 mL de tampao) e 1:10 uL de lisozima (10
mg/mL). As células foram mantidas a 4 °C, lisadas em um homogeneizador ultrassénico (5
ciclos, 30 kpsi, 30 segundos com 1 minuto de intervalo a 4 °C) e centrifugadas a 50.000 x ¢
por 60 minutos. Subsequentemente, o sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de
0,45 um.

2.2.4 Purificagdo da Mpro

Para a purificacdo, o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de cromatografia de
afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) HisTrap HP Ni Superflow previamente
equilibrada com tampao de ligagdo no sistema de FPLC GE AKTA Purifier 100. Apds esse
processo, a coluna foi lavada com 50 mL (10x volume da coluna) de tampdo de lavagem
contendo Tris 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 25mM, pH 8,0. A proteina selvagem foi eluida
com tampdo de eluicdo Tris 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM pH 8,0, até que a
proteina ndo fosse mais detectada nas fracOes eluidas. Ja para as mutantes foi utilizada apenas
uma concentracao (500 mM) de Imidazol. A protease 3C (1 mg de 3C protease: 10 mg Mpro)
foi adicionada as fracdes eluidas, as quais foram entdo dialisadas usando uma membrana de
3500 MWCO durante a noite a 4°C contra 2 L de tampdo de filtracdo em gel: pH 8,0 Tris 50
mM tampédo NaCl 300 mM + 0,5 mM TCEP ( tris(2-carboxietil)fosfina). No dia seguinte, a
purificacdo reversa foi realizada usando a mesma coluna IMAC. A proteina foi concentrada
com filtros de 10 kDa MWCO Amicon em um volume de 5 mL e entdo aplicada na coluna
S200 16/60, a uma vazdo de 0,75 mL/min, previamente equilibrada com o tampao de filtracdo
em gel. Para o0s experimentos, o pico foi concentrado novamente usando um filtro Amicon 10
kDa MWCO. A concentracdo de proteinas foi determinada a partir de sua absorbancia a 280
nm usando um coeficiente de extincdo molar (33640 M cm™). Todas as etapas de purificacdo
foram monitoradas por SDS-PAGE com geis contendo 15% de acrilamida e corados com azul

de Coomassie.

2.3 Ensaio da atividade enzimatica de Mpro

A atividade enzimatica da Mpro de SARS-CoV-2 foi mensurada em microplacas
atraves de um ensaio FRET (Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia) com
0 substrato fluorogénico MCA-AVLQSGFR-Lys(Dnp)-Lys-NH2 que foi sintetizado tendo
como base a sequéncia de autoclivagem N-terminal da protease viral (GENEONE, cédigo:
SML2973) (Quan et al., 2022) (Jin et al., 2020) (Figura 10). Inicialmente o meio reacional foi
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formado pela Mpro recombinante (0,2 pM) e o composto teste (ou DMSO, veiculo) em
solucdo tampédo de Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3. Apds 10 min de incubacdo a
30 °C a reacdo enzimatica foi iniciada adicionando-se 20 uM de substrato. A fluorescéncia
emitida pelo produto da hidrélise do substrato foi monitorada continuamente no leitor de
microplacas FlexStation 3 da Molecular Devices (Aex = 320 nm, Aem = 405 nm) da Plataforma

de Bioensaios e Triagem de Farmacos do 10C.

Figura 10: Ensaio FRET com o substrato fluorogénico MCA-AVLQSGFR-Lys(Dnp)-Lys- NH2.
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Ensaio realizado para avaliar a atividade de Mpro. A barra vermelha representa a regido do substrato onde ocorre a clivagem
mediada pela enzima. Fonte: Adaptado de Quan et al., 2022.

2.4 Teste de reversibilidade

Para determinar se o inibidor se liga a enzima de forma reversivel ou irreversivel foi
realizado um ensaio de reversibilidade (Copeland, 2005) . Inicialmente 0 meio reacional foi
composto pela Mpro, numa concentracdo 100 vezes acima daquela usada na etapa de triagem
(i.e. 20 uM) e inibidor (ou DMSO), numa concentracdo 10 vezes superior ao seu valor de 1Cso
(1,168 mM). Apds 20 min de incubacdo a 30 °C, a reagdo enzimatica foi iniciada com a

adicao
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de solucdo tampao contendo 20 uM de substrato num volume suficiente para diluir o meio
reacional em 100 vezes. A leitura de fluorescéncia do produto foi realizada conforme descrito
no topico 2.3. (Quan et al., 2022). O progresso da curva de formagdo de produto foi entdo
comparado entre 0s ensaios realizados na presenca e na auséncia do inibidor. Ao comparar 0
formato da curva e a taxa de formagdo do produto foi possivel determinar se 0 composto 183

apresentava um perfil de inibidor reversivel, reversivel lento ou irreversivel (Figura 11).

Figura 11: Representacdo dos tipos de curvas de progressao da reagao para cada perfil de inibicdo obtidos ap6s o teste de
reversibilidade.
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O eixo x representa 0 tempo em minutos e o eixo y a quantidade de produto formado. (a) controle (DMSO),(b) inibidor
reversivel, (c) inibidor reversivel lento e (d) inibidor irreversivel. Fonte: Adaptado de Copeland, 2005.
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3 RESULTADOS

3.1 Produgéo de Mpro recombinante de SARS-CoV-2
O processo para a expressao e purificacdo de proteinas envolve um grande nimero de
etapas experimentais. Abaixo estdo descritos os resultados alcancados a partir de etapas que

consideramos as mais relevantes.
3.1.1 Expressdo da proteina e purificacdo

Apobs realizarmos a etapa de expressdo do gene da Mpro em bactérias (Rosetta
2(DEJ)), iniciamos o processo de purificacdo da proteina. Na figura 12, é mostrado o
cromatograma gerado ap0s a realizagdo da cromatografia de afinidade das amostras
processadas contendo a Mpro selvagem expressa pelas bacterias. Nota-se um aumento da D.O
(linha azul, Aabs= 280 nm), apds injecdes da amostra (linha tracejada rosa), o que indica a
presenca da proteina total. As proteinas que foram retidas na coluna foram eluidas utilizando
um gradiente de Imidazol (linha verde), que foi aplicado quando a D.O retornou ao seu valor
inicial. Durante a eluicéo, observou-se um pico de D.O em 280 nm (indicado pela seta preta)
referente as proteinas coletadas nas fragdes 55 a 80. A andlise desta regido demonstrou um
volume de retencéo de proteina de 157,45 mL. O maior valor de D.O foi encontrado na fracéo
69. Os cromatogramas gerados com as versdes mutantes da Mpro foram semelhantes ao

obtido com a versao selvagem (Figuras A1, A2 e A3 no anexo).
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Figura 12: Cromatograma gerado apds cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados com a Mpro

selvagem.
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As linhas azul, vermelha e rosa representam respectivamente a absorbancia em 280, 254 e 215 nm. A linha verde
representa o gradiente de imidazol aplicado (0-100%). As linhas rosas tracejadas representam as injecGes da
amostra (5 no total). A seta preta representa o pico de absorbancia a 280 nm apo6s a elui¢do da coluna com o

imidazol.

A purificacdo foi monitorada por eletroforese em condi¢es desnaturantes (SDS-
PAGE), sendo possivel observar uma banda intensa correspondente a um tamanho de
aproximadamente 35 kDa (Figura 13). Resultado semelhante foi encontrado para as proteinas
mutantes (Figuras A4, A5 e A6 no anexo). A fracdo 69 apresentou a maior absorbéncia a 280
nm e foi utilizada no teste enzimatico para medir a atividade especifica da Mpro selvagem.

NGs observamos uma atividade especifica de 42.103 U/mg.
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Figura 13: Eletroforese em gel (SDS-PAGE) das fragdes 68-79 coletadas apds cromatografia de afinidade por
fons metalicos imobilizados com a Mpro selvagem.
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As bandas do padrdo de peso molecular (P.P) estdo representadas em kDa a esquerda da imagem.

Para a obtencdo da proteina selvagem pura, as fracbes do pico coletadas foram
dialisadas e subsequentemente incubadas com a protease 3C, com o objetivo de clivar a cauda
de histidina adicionada na constru¢cdo da Mpro. Em seguida, realizou-se a cromatografia de
afinidade reversa (Figura 14) onde foi possivel observar a eluicdo da Mpro (A) apos a adigédo
do tampdo A que contem pouco imidazol na sua composi¢do (25 mM). Neste cromatograma
tambem foi possivel observar um outro pico (B) apos a lavagem com o tampdo de eluicdo
(500 mM de imidazol). Esta etapa de purificacdo também foi monitorada por eletroforese em
SDS-PAGE. As fracbes do primeiro pico A (volume de retencao de 8,15 mL) foram aplicadas
no gel e observou-se a presenca de uma banda majoritaria com tamanho um pouco inferior a
35 kDa (Figura 15). A cromatografia reversa ndo foi realizada com as versdes mutantes, pois
ndo foi possivel clivar a cauda de histidina das proteinas obtidas apds a primeira etapa da

cromatografia de afinidade.
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Figura 14: Cromatograma indicando a elui¢do da Mpro selvagem por cromatografia de afinidade reversa.
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A purificaco foi realizada no equipamento AKTA pure. As linhas azul, vermelha e rosa representam
respectivamente a absorbancia em 280, 254 e 215 nm. A- aplicacdo do tampé&o de lavagem contendo 25 mM de
Imidazol. B- aplicacdo de tampéo de eluicdo contendo 500 mM de imidazol. A linha verde representa Imidazol

aplicado (500 mM). A linha tracejada rosa representa a inje¢do da amostra (1 no total).

Figura 15: Eletroforese em Gel (SDS-PAGE) das fragdes coletadas ap6s a primeira etapa de eluicdo (aplicagio
do tampdo A) da cromatografia de afinidade reversa.

~35 kDa

As bandas do padrdo de peso molecular (P.P.) estdo representadas em kDa.



3.2 - Teste enzimatico de reversibilidade com o composto 183

A Mpro selvagem recombinante foi usada para realizar um teste
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de reversibilidade

com o composto 183. Apés a etapa de rapida diluicdo do ensaio, a Mpro incubada com o

composto apresentou uma baixa taxa de formagdo do produto, sendo
observada no grupo controle (DMSO) (Figura 16).

Figura 16:Teste de reversibilidade com o composto 183.
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No gréfico e mostrado o progresso das curvas de atividade da Mpro ao longo do tempo de
DMSO (controle) e composto 183. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

reacao na presenca de
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho foi realizada a expresséo e purificacdo da Mpro selvagem recombinante de
SARS-CoV-2. Uma vez com a enzima pura, foi possivel caracterizar o tipo de inibicdo do
composto 183, um fragmento molecular selecionado previamente por inteligéncia artificial.
Alem da versdo selvagem, tambem foram expressas e parcialmente purificadas trés variantes
mutantes da enzima (E166N, Q192V e H172Y), escolhidas em funcdo de sua menor
sensibilidade ao nirmatrelvir. Desta forma, futuramente poderemos avaliar a poténcia e
seletividade dos nossos compostos frente as diferentes versdes da enzima.

O sistema bacteriano utilizado neste trabalho (Escherichia coli), € amplamente utilizado
como hospedeiro para expressar proteinas recombinantes devido ao seu crescimento rapido,
baixo custo e facil manipulacdo (Jia e Jeon, 2016). De fato, este sistema possibilitou a
obtencdo de uma quantidade de proteina suficiente para seguirmos com as proximas etapas do
trabalho.

Devido a adi¢do da cauda de histidina na estrutura da Mpro, o processo de purificacao foi
simplificado, uma vez que foram necessarias apenas duas etapas numa mesma coluna de
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), uma convencional e a
outra reversa, para eluir a proteina. Ao compararmos 0s geis obtidos antes (Figura 13) e
depois (Figura 15) da adicao da protease 3C, a banda que foi observada na purificacdo reversa
parece ter menor peso molecular do que aquela observada antes da incubacdo com a protease,
0 que poderia ser explicado pela remoc¢do da cauda de histidina. Essa hipotese tambem é
corroborada pelo fato de que na cromatografia reversa nds encontramos a proteina no pico
inicial, o que s6 ocorre para aquelas que estdo sem a cauda de histidina (Figura 14). Em
conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho, indicam que os sistemas utilizados na
expressao e purificacdo de Mpro se demonstraram adequados, uma vez que obtivemos uma
proteina que apresenta ndo s6 um peso molecular compativel com a Mpro viral (~33,8 kDa),
como tambem atividade catalitica sobre o substrato especifico.

Durante a producdo de alguns lotes da enzima observamos que ao incubarmos a
amostra com a protease 3C, a clivagem da cauda de histidina ndo foi bem-sucedida. Isto
acabou impossibilitando a realizacdo da cromatografia reversa com as versfes mutantes da
Mpro, assim como a producdo de mais enzimas selvagens. Diante disso, recentemente foi
realizado um teste com o kit da prdpria protease, a fim de testar diferentes concentragdes da
enzima e avaliar sua atividade. Apds padronizacdo, conseguimos definir a concentracédo ideal

para obter a versdo selvagem da Mpro sem a cauda de histidina (dados ndo mostrados).
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Possivelmente, parte das enzimas presentes no kit degradou desde a ultima produgdo de Mpro,
sendo entdo necessario aumentar a concentracdo da protease para obter o mesmo nivel de

atividade de antes. O teste sobre as Mpro mutantes ainda esta em andamento.

Com a proteina selvagem pura apresentando atividade, o proximo passo foi determinar
cineticamente o modo de ligacdo do composto 183 com a Mpro. Para isso, foi realizado um
teste de reversibilidade. Neste ensaio, e possivel distinguir o0 modo de inibicdo de um
composto com base no perfil da curva de progressao da reacdo enzimatica (concentracdo do
produto em funcdo do tempo). Na figura 16 é possivel observar que a curva gerada apés a
incubagdo da Mpro com o composto 183 apresentou baixa inclinacdo, indicando uma baixa
atividade enzimética, um comportamento associado a inibidores irreversiveis (Figura 12)
(Copeland, 2005). Este resultado esta de acordo com dados de cristalografia de raios-X
gerados pelo nosso grupo que revelaram que esse composto se liga de forma covalente a Mpro
(dados ndo mostrados). A ligacdo se da entre a cisteina do sitio catalitico da enzima e o
grupamento clorometilcetona do composto 183. A clorometilcetona € um grupo reativo

classico (‘warhead') para inibicdo covalente de cisteino proteases (Saramago et al., 2023).

Uma importante caracteristica dos inibidores irreversiveis ¢ a formagcdo de uma
ligacdo covalente com a proteina alvo. Isso resulta em um tempo de ligacdo mais longo, o que
pode reduzir a frequéncia de administracdo do medicamento pelo paciente. No entanto, o0 uso
desse tipo de inibidor pode estar associado a riscos de toxicidade imprevisivel, devido a sua
interacdo permanente com o alvo. Diversos inibidores covalentes da Mpro ja foram descritos
na literatura, como GRL-1720, N3 e SIMR-2418, que atuam de forma semelhante ao
composto 183 (Yang et al., 2024; Zagorska et al., 2024).

O proximo passo deste trabalho é determinar o valor de parametros cineticos de inibicéo
que caracterizem melhor a interacdo entre a Mpro selvagem e o composto 183, como a
constante de inibicdo (Ki) e a Kinat, Uma constante de velocidade que descreve a etapa de
inativacao irreversivel de uma enzima por um inibidor covalente. A mesma analise sera
realizada com as versdes mutantes da enzima quando ja estiverem disponiveis. Uma vez que
possuimos dados cristalograficos, que mostram como o composto 183 se liga a Mpro, tambem
e possivel realizar o design racional de novos inibidores a partir da estrutura deste composto.
Existem vérias tecnicas usadas na otimizacdo de fragmentos que podem ser empregadas para
obter moleculas com maior poténcia e/ou seletividade (Yoo et al., 2025). Por fim, as

diferentes versdes de Mpro serdo usadas na triagem e caracterizacdo da atividade inibitoria de
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outras bibliotecas quimicas na tentativa de encontrar novos inibidores de Mpro com potencial
farmacolégico contra a COVID-19.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizada a a purificacdo da Mpro selvagem expressa na cepa Rosetta
2(DE3) de Escherichia coli. Alem da versdo selvagem, tambem foram expressas e
parcialmente purificadas as variantes mutantes (H172Y, E166N e Q192V) que possuem
menor sensibilidade ao nirmatrelvir. A Mpro selvagem pura apresentou um peso molecular
semelhante a do virus (33,8 kDa por protdmero), além de demostrar atividade catalitica sobre
0 substrato especifico para Mpro. Apds um ensaio de reversibilidade, foi possivel concluir
que o fragmento molecular 183, previamente selecionado por inteligéncia artificial, e um
inibidor irreversivel da Mpro selvagem. Novos experimentos sdo necessarios para finalizar o
processo de purificacdo das versdes mutantes da proteina, assim como para determinar
parametros cineticos de inibicdo de forma melhor caracterizar a ligacdo entre enzimas e

inibidores.
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ANEXO
Figura A1 — Cromatograma gerado apds cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados com a
Mpro Q192V
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As linhas azul, vermelha e rosa representam respectivamente a absorbancia em 280, 254 e 215 nm. A linha verde
representa o imidazol (500 mM) aplicado. A linha tracejada rosa representa 0 momento de inje¢do da amostra. A
seta preta representa o pico de absorbancia a 280 nm ap6s a eluicéo da coluna com o imidazol.
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Figura A2 - Cromatograma gerado apds cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados com a Mpro

E166N
Msnual run 5:10_UV1 280nm Manusl run 5:10 UV2 254nm Msnuslrun 6:10 UV3 215nm —— Manusl run 5:10 Flow
— -Manusl run 5:10 Fractions — - Manual run 5:10 Injsct — - Manual run 5:10 Logbook
1400 ‘
0y NW‘WVMW S N/M %‘J"«'\ww {M;MM-MMM AR
ot s eeon 4 el i A AANARRR A
1000
1300
«—
2600
2400
200
2000
1800 i
\
1600 ‘
1400 ‘
\
1200 ‘
\
1000 ‘
\
800 ‘
\
eoo {1
\
400 ‘
\
200
\
o ‘ » L T T S A R 1 . |
| b hikakakdhuhhRuRaRARRRANGRGRANS] bt ]
420 ado 480 430 sdo 520 sdo 560 sd0 edo mi

As linhas azul, vermelha e rosa representam respectivamente a absorbancia em 280, 254 e 215 nm. A linha
verde representa o imidazol (500 mM) aplicado. A linha tracejada rosa representa 0 momento de injegao da
amostra. A seta preta representa o pico de absorbancia a 280 nm ap06s a elui¢do da coluna com o imidazol.
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Figura A3 - Cromatograma gerado apds cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados com a Mpro
H172Y.
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As linhas azul, vermelha e rosa representam respectivamente a absorbancia em 280, 254 e 215 nm. A linha
verde representa o imidazol (500 mM) aplicado. A linha tracejada rosa representa 0 momento de injegéo da
amostra. A seta preta representa o pico de absorbancia a 280 nm ap6s a eluigéo da coluna com o imidazol.
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Figura A4 — Eletroforese em gel (SDS-PAGE) das fragfes 9-12 da Mpro Q192V coletadas apds cromatografia
de afinidade por ions metalicos imobilizados
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Figura A5 — Eletroforese em gel (SDS-PAGE) das fragGes 27-30 da Mpro E166N coletadas ap6s cromatografia
de afinidade por ions metalicos imobilizados.
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As bandas do padrao de peso molecular (P.P) estdo representadas em kDa a esquerda da imagem.
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Figura A6- Eletroforese em gel (SDS-PAGE) das fragfes 7-10 da Mpro H172Y coletadas apds cromatografia
de afinidade por ions metalicos imobilizados
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As bandas do padrdo de peso molecular (P.P) estdo representadas em kDa a esquerda da imagem.
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