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Resumo

A COVID-19 é uma doenca provocada pelo virus SARS-CoV-2 e é responsavel por uma
pandemia ja ocasionou mais de 4,8 milhGes de 6bitos. Apesar de ja existirem vacinas eficazes
no controle a doenca, ainda ha a necessidade de desenvolver medicamentos especificos contra
0 SARS-CoV-2. Alguns estudos in vitro apontam moléculas promissoras para 0 combate ao
virus, no entanto, nao esclarecem os padrbes de reconhecimento molecular para a modulagéo
da resposta biologica. Assim, o objetivo desse trabalho foi identificar o possivel padrdo de
reconhecimento molecular de inibidores previamente estudados. Os estudos de acoplamento
molecular foram realizados com o programa Autodock vina®, sendo escolhidas as moléculas
com melhores resultados para a realizacdo da andlise das interacBes intermoleculares. As
interacdes encontradas nesse trabalho para os complexos estudados (M-pro e hexaclorofeno,
Pl-pro e osajin, proteina S e oxiclozanida e Nspl5 com a niclosamida) coincidiram com
resultados apresentados na literatura e, portanto, os resultados obtidos contribuem para futuros
estudos de dinamica molecular e testes in vivo para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas para controle da COVID-19.

Palavras chave: SARS-CoV-2, COVID-19, acoplamento molecular, candidatos a farmacos.
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Abstract

COVID-19 is a disease caused by the SARS-CoV-2 virus and is responsible for a pandemic that
has caused more than 4.8 million deaths. Although there are already effective vaccines to
control the disease, there is still a need to develop specific drugs against SARS-CoV-2. Some
in vitro studies point to promising molecules for combating the virus, however, they do not
clarify the molecular recognition patterns for the modulation of the biological response. Thus,
the aim of this study was to identify the possible pattern of molecular recognition of previously
studied inhibitors. Molecular coupling studies were carried out with the Autodock vina®
program, and the molecules with the best results were chosen for the analysis of intermolecular
interactions. The interactions found in this work for the studied complexes (M-pro and
hexachlorophene, Pl-pro and osajin, protein S and oxyclozanide and Nsp15 with niclosamide)
coincided with results presented in the literature and, therefore, the results obtained contribute
to future studies of molecular dynamics and in vivo tests for the development of therapeutic
approaches to control COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, molecular docking, drug candidates.

1. Introducéo

Por volta do més de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, China, surgiram casos de
pneumonia atipica de etiologia desconhecida. Posteriormente, foi descoberto que se tratava de
um novo patégeno da familia do coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria aguda
severa coronavirus 2), responsavel por uma pandemia (OMS, 2020) com sintomas como tosse,
febre, cefaleia, hiposmia, hipogeusia e, em casos mais graves, pneumonia (CDC, 2020).

Em todo o mundo, ja sdo mais de 235 milhdes de casos de pessoas confirmadas com a
COVID-19 e cerca de 4,8 milhdes de 6bitos, representando uma taxa de letalidade de 2% (OMS,
2021). No Brasil, os nimeros ultrapassam 21 milhdes de casos confirmados, com mais de 597
mil 6bitos, representando 2,8% de letalidade (BRASIL, 2021). O risco de mortalidade varia,
principalmente pelo fator idade, mas também € maior nos casos em que o individuo infectado
apresenta alguma comorbidade (Hemmer et al., 2020).

Ja existem vacinas eficazes (BRASIL, 2021) para a COVID-19, mas ainda ndo ha
medicamentos especificos, amplamente aceitos para o controle da doenca (Tarighi et al., 2021).
Atualmente o tratamento é sintomatico, ou seja, busca o controle das complicacGes
desencadeadas ap0s a contaminagdo e, para 0S casos Mais graves que necessitaram de

hospitalizacdo, estdo sendo seguidas as estratégias de médicos e especialistas em terapia
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intensiva, desenvolvidas durante epidemias anteriores de SARS e MERS (Wax et al., 2020).

Estudos recentes indicam que o tratamento com dexametasona reduz a mortalidade em
pacientes que requerem oxigénio suplementar em comparagdo com o tratamento usual, porém
ainda ha a necessidade de mais medicamentos com melhor eficiéncia na inibi¢do do virus.
Nesse sentido, o reposicionamento de farmacos, a busca por novos farmacos e até mesmo
candidatos a farmacos que sejam eficientes no combate ao coronavirus ainda sdo alguns dos
focos de estudos dos pesquisadores no mundo todo (Vardhan et al., 2020).

Nessa perspectiva, estudos ja realizados (Weston et al., 2020; Jeon et al., 2020; Ellinger et

al., 2020) apontam moléculas promissoras com dados bioldgicos de inibicdo para 0 SARS-CoV-
2, com farmacos ja disponiveis no mercado e compostos em estudos clinicos e pré-clinicos,
como por exemplo a niclosamida (IC50 = 0.28 uM) que é um medicamento anti-helmintico
(Jeon et al., 2020). No entanto, esses estudos ndo esclarecem quais 0s padrGes de
reconhecimento molecular para a modulacdo da resposta bioldgica. Diante disso, € necessario
estudar os possiveis modos de ligacdo dessas moléculas para contribuir com o processo de
desenvolvimento de abordagens terapéuticas para o tratamento da COVID-19.
Uma forma de se propor um possivel padrdo de reconhecimento molecular de candidatos a
farmacos é utilizar estratégias computacionais (estudos in silico), como o acoplamento
molecular. A técnica busca realizar as simulagdes das interaces entre as estruturas dos
complexos receptor-ligante ou até receptor-proteina (Barreiro, 2014).

Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi identificar o possivel padrdo de reconhecimento
molecular de inibidores previamente estudados e com dados de atividade bioldgica frente ao

SARS-CoV-2.

2. Material e Métodos
Organizacao do banco de moléculas e alvos do SARS-CoV-2

Para a realizacdo desse estudo foi organizado um banco de moléculas com dados de
atividade biologica (ensaios in vitro frente a0 SARS-CoV-2), obtidas na literatura (Weston et

al., 2020; Jeon et al., 2020; Ellinger et al., 2020), com IC50 < 5 uM, sendo excluidas as

moléculas que ja haviam sido relatadas em estudos in silico, também, frente ao SARS-CoV-2.
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Em seguida, foi realizada uma categorizacao dessas moléculas de acordo com a poténcia e
foram selecionadas para os estudos de acoplamento molecular as moléculas mais potentes da
série (IC50 variando de 0,28 uM a 3,87 uM).

A busca dos alvos macromoleculares essenciais ao SARS-CoV-2 foi realizada no banco de
estruturas macromoleculares PDB (do inglés, Protein Data Bank) (Berman, 2000) e a selecédo
foi baseada no método de obtenc&o (difracdo de raios x), no fator de resolucdo < 2,5 A e na
presenca de um ligante co-cristalizado com a proteina, sendo obtidas as estruturas 5R82 (M-

pro), 6MO0J (Proteina S), 6WLC (Nsp 15) e 6WX4 (PI-pro).
Preparacéo dos ligantes

As moléculas foram obtidas a partir da plataforma ChEMBL e PUBCHEM e a conversao
para a representacdo 3D foi feita por meio do programa MarvinSketch versdo 6.0.1 (Chemaxon,
2013). Os sais conjugados foram removidos e, por fim, os ligantes foram salvos em formato

“pdbqt” por meio do programa Autodock Tools 1.5.6 (Morris et al., 2009).
Acoplamento molecular

O acoplamento molecular foi realizado com o programa AutoDock Vina© 1.1.2 (Trott &
Olson, 2010). O preparo das estruturas cristalograficas foi realizado com auxilio do mddulo
Chimera 1.10.1 (Pettersen et al., 2004), no qual foram removidas as moléculas de adgua do
arquivo original e demais artefatos de cristalizacdo. O processo de conversao das proteinas para
o formato “pdbqt”, adicdo dos 4&tomos de hidrogénio e delimitacdo do espago de busca foi feito
pelo programa Autodock tools 1.5.6 (Morris et al., 2009). Por fim, foram adicionadas cargas
atdbmicas parciais Gasteiger-Huckel aos residuos das estruturas macromoleculares.

A fim de avaliar a capacidade de predicdo correta do programa, foi feita uma avaliacéo
baseada no RMSD (do inglés, Root-Mean-Square Deviation), calculado pelo programa visual
molecular dynamics (VMD) 1.9.3 (Humphrey et al., 1996), entre as coordenadas do ligante
cristalogréfico e a conformacao considerada como a melhor solucéo pela funcéo de pontuacéo.

Para a estrutura PDB 6M0J n&o foi possivel fazer essa avaliagdo, uma vez que ndo havia

estrutura cristalografica disponivel em complexo com ligantes.
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Avaliacéo das interacoes intermoleculares

No intuito de analisar as interacfes intermoleculares, entre as moléculas estudadas e 0s
residuos do sitio ortostérico dos alvos selecionados do SARS-CoV-2, os complexos gerados, a
partir da conformacdo melhor pontuada pela funcdo de pontuacdo, foram submetidos ao

servidor online PLIP (Salentin et al., 2015).

3. Resultados e discussao

Apds o levantamento de moléculas com atividade bioldgica conhecida frente ao SARS-
CoV-2, foram selecionadas aquelas com melhores valores de ICso e que ndo possuiam estudos
in silico, j& publicados na literatura, para realizacdo dos estudos de acoplamento. As moléculas,

assim como suas estruturas quimicas séo apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Moléculas selecionadas para o estudo, categorizadas de acordo com os valores de
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OXICLOZANIDA

cl

HO Cl

1C5=3,71 uM

LUSUTROMBOPAG

1C50= 3,78 uM

OSAJIN

1C50= 3,87 uM

“ICs0: Concentragéo inibitoria para 50% da amostra; “uM: Micromolar.

Para avaliar a qualidade da funcio de pontuacéo do programa AutoDock Vina® 1.1.2 para

0s sistemas em estudo, a avaliacdo do desvio médio quadratico (RMSD) foi realizada através

do programa visual molecular dynamics (VMD) versdao 1.9.3 (Humphrey et al., 1996). Os

resultados podem ser acompanhados no quadro 2.

Quadro 2. Representacdo em varetas das conformacdes do ligante cristalografico (ciano) dos
alvos estudados e das melhores conformacdes dos seus respectivos ligantes (verde) geradas

pelo AutoDock Vina® 1.1.2.

PDB ID RMSD (A)* SOBREPOSICAO DAS CONFORMAGCOES
5R82 0,82
6WLC 0,83
BWX4 0,67
* A: angstrom.
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Os valores de RMSD encontrados foram inferiores a 1 A e, de acordo com a literatura, um
resultado de RMSD inferior a 2 A indica bom desempenho da rotina de acoplamento molecular
(Brozell et al., 2012).

Apo6s a avaliagdo, prosseguiu-se para os estudos de acoplamento com as moléculas
selecionadas, sendo identificada a melhor conformacéo de cada molécula avaliada, definida por
critérios energéticos (energia de afinidade) para, posteriormente, ser analisada aquela com
melhor perfil de interacdo com os alvos farmacologicos do SARS-CoV-2 testados. Esses

resultados foram compilados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 dos itens subsequentes.
Protease principal (M-pro ou 3cl-pro) e hexaclorofeno

O hexaclorofeno, molécula melhor classificada de acordo com a energia de afinidade (-1,8
Kcal/mol) (tabela 1) é um farmaco antisséptico com acdo bacteriostatica contra organismos
Gram-positivos, porém com pouca acdo contra organismos Gram-negativos. Usado
principalmente em sabonetes e cremes, mas também como um ingrediente de varias
preparacdes usadas para doencas de pele (Drugbank, 2021), no entanto foi considerado toxico
para uso interno, segundo o estudo de Dashiell et al. (1984), cujo o objetivo era avaliar os efeitos

de toxicidade aguda de 9 produtos quimicos em ratos.

Tabela 1. Valores de energia de afinidade da série de moléculas testada frente a enzima M-pro

(PDB 5R82).
Farmacos Afinidade (Kcal/mol)
Hexaclorofeno -1,8
Niclosamida -0,3
Oxiclozanida 4.8
Bazedoxifeno 24,8
Osimertinibe 40,3
Isoosajin 84,2
Osajin 118,3
Lusutrombopag ND*
Tetrandrina ND

*ND: Sem resultado.
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A molécula trata-se de uma estrutura organoclorada que possui dois grupamentos
fenilmetano, em que cada um dos grupos fenil é substituido por cloro nas posicdes 2, 3 e 5, e
por um grupo hidroxi na posi¢édo 6. No complexo entre o hexaclorofeno e 5R82 (figura 1), pode-
se notar uma interacdo hidrofobica, na qual o carbono 4 do grupamento fenilmetano interage
com o residuo de aminoacido MET165 com uma distancia de 3,40 A e uma interacdo de
hidrogénio que acontece entre o grupamento hidroxila e o residuo ASN142 com 3,78 A de

distancia.

ASN-142

MET-165

Figura 1. InteracOes intermoleculares entre a estrutura da M-pro e o hexaclorofeno. Linha em
azul: interacdo de hidrogénio; tracejado em cinza: interacdo hidrofobica.

InteracBes semelhantes entres esses residuos envolvidos (MET165 e ASN142) foram
notadas em estudos como o de Douangamath et al. (2020), em que um fragmento do ligante
cristalografico (2219104216) também obteve uma interacdo hidrofobica com MET165 e o
fragmento PCM-0102389 formou a interacdo de hidrogénio com 0 ASN142. Em outro estudo
no qual foi sintetizado dois compostos (11a e 11b) direcionados a M-pro e exibiram excelente
atividade inibitoria (100% para 11a e 96% para 11b a 1 uM), também foram identificadas
interacdo hidrofobica e interacdo de hidrogénio entre os residuos MET165 e ASN142 com o

composto 11a (Dai et al., 2020).
Protease semelhante a papaina (PI-pro) e osajin

Entre os compostos avaliados para esse alvo, a molécula osajin obteve o a melhor

classificacdo de acordo com os critérios energéticos (tabela 2). A molécula foi, originalmente,
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isolada e identificada a partir dos frutos da Maclura pomifera, conhecida como laranjeira-de-
osage (do inglés, Osage orange), abundante no sul dos Estados Unidos (Kim, 2017).

Sendo osajin, o principal isoflavonoide bioativo presente na fruta e, por se tratar de uma
classe de compostos fenolicos, demonstram exibir vérias funcgbes biologicas, incluindo
potencial antioxidante, anti-inflamatorio, antialérgico e atividades antivirais (Santos et al.,
2017). Demonstrou, ainda, atividade cardioprotetora (Florian et al., 2006) e atividade in vitro

contra o cancer de prostata (Huang et al., 2019).

Tabela 2. Valores de energia de afinidade da série de moléculas testada frente a enzima PI-pro

(PDB 6WX4).
Farmacos Afinidade (Kcal/mol)
Osajin -7.2
Hexaclorofeno -7.0
Oxiclozanida -6.4
Niclosamida -6.2
Bazedoxifeno -55
Osimertinibe -4.7
Lusutrombopag -1.8
Isoosajin -3.4
Tetrandrina 39.6

O osajin em complexo com a protease Pl-pro (figura 2), mostrou formar interacdes de
hidrogénio e interac@es hidrofobicas em diversos sitios. Os residuos de aminoacidos envolvidos
foram: GLU161D, LEU162D, PRO248D, TYR264D, TYR268D. Os carbonos 3 e 2 do
grupamento fenol formam interacGes hidrofébicas com os residuos GLU161 e LEU162, a
hidroxila do mesmo grupamento, ainda forma duas interagdes de hidrogénio com os mesmos
residuos. As interacdes hidrofdbicas estdo a uma distancia de 3,96 A e 3,67 A, enquanto as
interacdes de hidrogénio estdo a 2,9 A e 2,99 A, respectivamente.

TYR268, TYR264 e PRO248 também interagem por meio de intera¢des hidrofobicas,
porém com os atomos finais da cadeia carbonica (metilbutano). O residuo TYR264 ainda realiza

uma interacéo de hidrogénio (3,48 A) com o grupamento fenol entre os diidropiranos.
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: PRO-248

TYR-268

LEU-162

GLU-161

Figura 2. InteracOes intermoleculares entre a estrutura da Pl-pro e osajin. Linhas em azul:
interagdes de hidrogénio; tracejados em cinza: interagOes hidrofobicas.

Em comparacdo com o ligante cristalografico, alguns resultados semelhantes podem ser
observados, como na preferéncia dos residuos PRO248, TYR264 e TYR268 em realizar
interacdes hidrofobicas. No entanto, ndo foram identificadas interacbes de hidrogénio
envolvendo os residuos GLU161 e LEU162 (Rut et al., 2020). Em outros estudos, interacdes
de hidrogénio apenas foram relatadas em residuos semelhantes, como GLU160 (Kandeel et al.,

2020) e LEU163 (Welker et al., 2021).
Proteina S (spike) e oxiclozanida

A infeccdo do SARS-CoV-2 a uma célula depende da ligacdo da proteina S ao receptor da
superficie celular (enzima conversora da angiotensina 2 ou ECA2). A proteina S do SARS-
CoV-2 contém 1273 aminoacidos de comprimento e consiste, estruturalmente, em dois
dominios: o dominio S1 do N-terminal e o dominio S2 do C-terminal, ambos ainda,
apresentando subdominios importantes, atuando desde a mediacdo para ligacdo ao receptor
celular, até a fusdo com a membrana. E o dominio de ligacdo ao receptor (RBD do inglés
receptor-binding domain) que consiste em subdominios centrais e externos responsaveis pela
formacéo do trimero de glicoproteina (Wrapp, 2020).

Desde entdo, seis residuos do RBD demonstraram ser essenciais para a interacdo da
proteina S com a ECA2: LEU445; PHE486; GLN493; SER494; ASN501; TYR505 (Hussain et
al., 2020).

A oxiclozanida, um medicamento amplamente utilizado no meio veterinario, é uma

salicilanilida anti-helmintica que atua, principalmente, desacoplando a fosforilacdo oxidativa.
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Como uma molécula anti-helmintica de amplo espectro, a oxiclozanida tem sido utilizada no
tratamento de infec¢Bes oriundas da Fasciola gigantica, F. hepatica, Paramphistomum leydeni
e Calicophoron daubneyi, bem como outros trematodeos intestinais e nematddeos
gastrointestinais (Zhang, 2019).

Estudos como o de Jeon et al, (2020), mostraram inibic&o in vitro contra 0 SARS-CoV-2
(IC50 = 3,71 uM), frente a proteina S (PDB: 6M0J), a oxiclozanida foi a melhor classificada

(tabela 3), obtendo um valor de energia de afinidade de -3,4 Kcal/mol.

Tabela 3. Valores de energia de afinidade da série de moléculas testada frente a proteina S (PDB

6MO0J).

Farmacos Afinidade (kcal/mol)
Oxiclozanida -3,4
Hexaclorofeno -2,9
Niclosamida 0,3
Bazedoxifeno 3,6
Osimertinibe 4.4
Osajin 11,3
Isoosajin 14,7
Lusutrombopag 24
Tetrandrina 163,4

O complexo formado pela oxiclozanida e a proteina 6MO0J (figura 3), apresenta interacdes
de hidrogénio entre o grupamento amida da cadeia central e a hidroxila do triclorofenol com o
residuo de aminoacido GLN493E. A distancia entre cada interacdo é de 3,17 A e 2,60 A,

respectivamente.
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GLN-493

Figura 13. Interacdes intermoleculares entre a estrutura da proteina S e a oxiclozanida. Linha
em azul: interagOes de hidrogénio.

Pode-se notar que a molécula interage através de interacfes de hidrogénio com o residuo
de glutamina (GLN493), assim como no estudo de Lan et al. (2020), no qual foram analisadas
as interacdes entre 0 RBD da proteina S e a ECA2. Notou-se que na posicao GLN493/ASN479,
GLN493 da SARS-CoV-2 interage com LYS31, HIS34 e GLU35 da ECA2 formando uma
ligacdo de hidrogénio. GLN493 também é notado no complexo proteina S/ECAZ2, realizado por
Wan et al. (2020) e ainda, destacado como um dos residuos de amino&cidos essenciais para uma

interacdo favoravel com a enzima.
Endoribonuclease (Nsp15) e niclosamida

A niclosamida pertencente a classe das salicilanilidas (assim como a oxiclozanida), foi
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) como um anti-helmintico usado no
tratamento de infec¢bes por vermes intestinais (Drugbank, 2021) e recentemente demonstrou
ter atividades anticancer, antibacteriana e antidiabética (Pic et al., 2019). Em um estudo in vitro
cujo o objetivo foi avaliar um conjunto de 48 medicamentos aprovados pela FDA contra o
SARS-CoV-2 que foram pre-selecionados por um ensaio de SARS-CoV, apresentou valor de
ICs0 = 0,9 uM (Jeon et al., 2020). No presente estudo, a niclosamida foi a molécula com maior

afinidade frente ao sitio de ligacdo da endoribonuclease, como demonstrado na tabela 4.

Tabela 4. Valores de energia de afinidade da série de moléculas testada frente a enzima Nsp15
(PDB 6WLC).
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Farmacos Afinidade (kcal/mol)

Niclosamida -6,4
Hexaclorofeno -5,6
Oxiclozanida -5,6
Osimertinibe -2,4
Bazedoxifeno -0,4

Osajin 1,5

Isoosajin 4
Lusutrombopag 44,1
Tetrandrina 122,2

A niclosamida interage com a endoribonuclease (PDB: 6WLC) (figura 4), por meio de
interagdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e empilhamento m, em que as interacdes de
hidrogénio ocorrem entre a hidroxila do grupamento amida e do grupamento clorofenol com os
residuos de aminoacido HIS250 e LYS290 a uma distancia de 3,43 A e 3,07 A. O residuo
TYR343 realiza um empilhamento m, de tipo paralelo, com o grupamento para-
nitroclorobenzeno a uma distancia de 4,43 A, com uma angulacéo de 25,6°. E as interacdes
hidrofobicas ocorreram entre o carbono 5 do nitroclorobenzeno e o carbono 6 do clorofenol

com os residuos de VAL292 e TYR343, com distancias de 3,90 e 3,74 A, respectivamente.

HIS-250

VAL-292

LYS-290

TYR-343

Figura 4.2 InteragOes intermoleculares entre a estrutura da endoribonuclease e niclosamida.
Linha em azul: interagdes de hidrogénio; tracejado em cinza: interacGes hidrofobicas; tracejado
em verde: empilhamento .

Assim como no presente estudo, o complexo entre enzima 6WLC com o ligante

cristalogréafico (Uridine-5-Monophosphate (5'UMP)) apresenta interacbes de hidrogénio
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envolvendo os residuos de HIS250 e LY S290 e também entre os residuos de VAL292 e TYR343.
Porém ndo foi observado empilhamento © e nem interagdes hidrofobicas evolvendo os mesmos
residuos (TYR343, VAL292 e TYR343) no complexo 6WLC/5'UMP (Kim et al., 2021).
Apenas na literatura pdde ser observado interagdes hidrofébicas contendo TYR343, no
complexo nspl5/remdesivir (Shalayel et al., 2020), e contendo VAL292 nos complexos

nsp15/Sibutramina, nspl5/irinotecano e nspl5/elbasvir (Lopez & Martinez, 2021).

4. Consideracdes finais

A utilizagéo do programa Autodock vina® 1.1.2 mostrou bom desempenho na qualidade da
rotina de acoplamento molecular para os sistemas analisados, uma vez que os resultados de
RMSD foram inferiores a 1 A. Apesar de n&o ser possivel a avaliagdo do RMSD para a proteina
S, um dos residuos de aminoacidos encontrados no complexo do presente estudo foi apontado
na literatura como um residuo importante para uma interacéo favoravel com a célula receptora
do hospedeiro, a ECA2.

As moléculas com melhores resultados foram: osajin (-7,2 kcal/mol) e niclosamida (-6,4
kcal/mol). Seus complexos apresentaram, principalmente, interacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, envolvendo, em sua maioria, residuos de aminoacidos j& descritos na literatura,
revelando-se candidatas promissoras para estudos in vivo e simula¢fes de dinamica molecular.

Por fim, os resultados contribuem para o desenvolvimento das propriedades
farmacoldgicas e possiveis otimizagdes moleculares, a fim de se obter um novo medicamento para o

combate & infec¢do por SARS-CoV?2.
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