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CAPITULO 1
ANALISE DA AFINIDADE MOLECULAR DO MEDICAMENTO ATAZANAVIR FRENTE A

PROTEINA-CHAVE 3CLPRO DO SARS-COV-2

ANALYSIS OF THE MOLECULAR AFFINITY OF THE DRUG ATAZANAVIR AGAINST THE KEY PROTEIN 3CLPRrO
OF SARS-COV-2

Joabe Lima Araujo!

Alice de Oliveira Sousa?
Lucas Aires de Sousa3
Gardénia Taveira Santos*

RESUMO: Em Wuhan, China, ocorreu um surto de pneumonia decorrente de infecgdes por SARS-
CoV-2, que até o dia 28 de junho de 2020 ja infectou cerca de 10.012.244 pessoas, levando
499.342 a 6bito. Diante disso, ainda ndo existe tratamento para essa doenga. Assim, este estudo
teve como objetivo elucidar a melhor orientagdo de ajuste de encaixe e afinidade molecular do
medicamento atazanavir frente & proteina-chave 3CLP° do SARS-CoV-2. O acoplamento foi
realizado pelo software Autodock Tools. A proteina 3CLPe foi considerada rigida e o atazanavir
flexivel. O algoritmo genético lamarckiano com busca global e pseudo-Solis e Wets com busca
local foram adotados para este estudo. Foi elucidado forte afinidade do atazanavir ao se ligar a
proteina 3CLP, apresentando energia livre de ligagdo de -6,47 Kcal.mol! e constante de inibigdo
de 18,2 uM. Mostrando possuir potencial biologico, sendo necessaria anélise in vitro para elucidar
sua ac¢do inibitoria frente a células do SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, acoplamento molecular, pandemia.

ABSTRACT: In Wuhan, China, there was an outbreak of pneumonia due to SARS-CoV2
infections, which by June 28, 2020 had already infected about 10,012,244 people, leading to
499,342 deaths. Therefore, there is still no treatment for this disease. Thus, this study aimed to
elucidate the best fit adjustment and molecular affinity orientation of the drug atazanavir against the
key protein 3CLP from SARS-CoV-2. The coupling was performed using the Autodock Tools
software. The 3CLP™ protein was considered rigid and atazanavir flexible. The Lamarckian genetic
algorithm with global search and pseudo-Solis and Wets with local search were adopted for this
study. A strong affinity of atazanavir when binding to the 3CLP protein was elucidated, presenting
a free binding energy of -6.47 Kcal.mol! and an inhibition constant of 18.2 uM. Showing to have
biological potential, being necessary an in vitro analysis to elucidate its inhibitory action against
SARS-CoV-2 cells.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus, molecular docking, pandemic.

INTRODUGAO

Em dezembro de 2019 em Wuhan, na China, ocorreu um surto de pneumonia aguda
grave decorrente de infecgdes pelo novo coronavirus denominado de SARS-CoV-2, que se
disseminou por todo 0 mundo (Zhu et al., 2020). Posteriormente em 11 de Margo de 2020 a
Organizagé@o Mundial da Saude (OMS) classificou o problema sanitario como pandemia (Neher et
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al., 2020). De acordo com o painel do Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas (CCES)
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html) da Universidade Johns Hopkins (UJH), o virus ja infectou

cerca de 10.012.244 pessoas até o dia 28 de junho de 2020 e, levou a morte de aproximadamente
499.342 pessoas.

O SARS-CoV-2 faz parte da espécie de coronavirus WV1 do tipo SARS, um coronavirus
com 125 nm apresentando-se maior do que os virus influenza, SARS e MERS. Esta nova cepa
partilha 79,5% da sequéncia genética do SARS-CoV e 96,2% de correlagdo com coronavirus
especificos em morcegos, apontando uma provavel descendéncia do virus Rhinolophus (Del &
Malani, 2020). Os aspectos clinicos e radiolégicos comumente encontrados nos pacientes
infectados s&o: febre, tosse, dispnéia, mialgia, confuséo, cefaléia, inflamag¢do na garganta,
rinorreia, dor no peito, diarréia, perda do olfato e paladar, nauseas, vomitos e opacidade
radiolégica do pulm&o em vidro fosco em casos mais graves (Corman et al., 2019).

A transmissdo pode ocorrer pela proximidade e o contato entre pessoas desprotegidas
com a presenca de secre¢des ou excregdes, principalmente através de goticulas salivares (Del &
Malani, 2020). A transmisséo do COVID-19 através de outros fluidos corporais ainda no foi
elucidada, entretanto, sdo tomadas medidas preventivas pelos profissionais da saude levando em
considerag&o o risco de serem infectados ao ter contato desprotegido com sangue, fezes, vomitos
e urina de pacientes, sendo obrigatorio o uso de equipamento de protecdo individual (EPI) no
enfrentamento da doenga (Schwartz et al., 2020).

Até o presente momento, ndo ha tratamentos efetivos para o SARS-CoV-2, sendo
prioridade para cientistas descobrirem uma alternativa eficaz de tratamento (Pacheco et al., 2020).
Associado a isso, a técnica de reposicionamento de farmacos se torna atrativo em estudos de
atividade biologica contra 0 SARS-CoV-2, por obter resultados preliminares a curto e médio prazo
(Araujo et al., 2020a). Nas pesquisas efetuadas por Xing et al. (2020) e Beck et al. (2020), foi
utilizado uma abordagem computacional que buscou identificar medicamentos com potencial
biolégico para tratar o0 SARS-CoV-2. Dentre os medicamentos recomendados, o atazanavir foi
apontado como possivel alternativa de enfrentamento ao COVID-19.

Dessa forma, temos como hipétese que o medicamento atazanavir possa apresentar
afinidade molecular frente a proteina 3-quimotripsina (3CLP©) que é responsavel por mediar a
replicagao e transcrigdo viral do SARS-CoV-2. Assim, este estudo tem como objetivo elucidar a
melhor orientacéo de ajuste de encaixe e afinidade molecular do medicamento atazanavir frente a
proteina-chave 3CLP© do SARS-CoV-2.

METODOLOGIA
Obtencao da geometria molecular do atazanavir empregando-se de célculos DFT.

A estrutura quimica do atazanavir foi projetada utilizando o software GaussView 5.0
(Araujo et al., 2020b), gerando as matrizes de coordenadas cartesianas. Apos, foi submetido a
calculos quanticos pelo software Gaussian 09W (Araujo et al., 2019) utilizando o método DFT e o
conjunto de bases 6-311++(d,p) de forma a obter a estrutura quimica tridimensional do
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medicamento para realizagdo do acoplamento molecular, conforme apresentado no protocolo de
Araujo et al. (2020c).
Interagao molecular entre o atazanavir e a proteina-chave 3CLr° do SARS-CoV-2 por
Docking molecular.

A proteina-alvo 3CLPo foi obtida por meio do banco de dados do Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) (Kirchner & Guntert, 2011). Em seguida, foi realizada a remogao de

moléculas de &gua, ions e outros residuos, através do software CHIMERA v.13.1 (Morris et al.,
2008) deixando a estrutura proteica “limpa” e preparada para receber o ligante. O processo de
acoplamento molecular seguiu 0 método adotado por Fideles et al. (2020), utilizando o software
Autodock Tools (ADT) verséo 1.5.6. A proteina 3CLPe foi considerada rigida e o atazanavir foi
considerado flexivel. O algoritmo genético lamarckiano (LGA) com busca global e pseudo-Solis e
Wets com busca local foram adotados para este docking, sendo realizadas 100 execugbes
independentes na simulagado (Ramos et al., 2012). Os demais pardmetros de encaixe molecular
foram definidos com valores padrdo. A analise de interacdo molecular focou na efetividade do
encaixe do medicamento a proteina-alvo, sendo elucidado a regido ativa da proteina 3CLP™ e os

tipos de ligagdes formada com o medicamento atazanavir.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O atazanavir apresentou potencial biologico frente a0 SARS-CoV-2. Um virus de RNA de
sentido positivo e cadeia simples, tendo genoma semelhante a de outros B-coronavirus (Chen, Liu
& Guo, 2020). Possuindo 89,10% de similaridade nucleotidica com genes do SARS-CoV (Wu et
al., 2020). Normalmente, ap0s a transcricdo do genoma é produzido polipeptideo de ~800 kDa,
este polipeptideo é fundamental no processo de produgéo de novas proteinas, sendo dependente
das proteases do tipo papaina (PLpro) e 3-quimotripsina (3CLP©) que realizam a mediagdo do
processamento proteolitico. O 3CLro cliva a poliproteina em 11 locais distintos para serem
produzidas novas proteinas ndo estruturais que sdo essenciais no processo de replicagdo viral
(Anand et al., 2003). Deste modo, sua inibigdo impediria a replicagdo viral do SARS-CoV-2 no
organismo, onde podemos observar forte afinidade molecular do medicamento atazanavir ao se
ligar com a proteina 3CLPr, apresentando energia livre de ligagdo de -6,47 Kcal.mol! e constante
de inibi¢do de 18,2 uM (Tabela 1).

Tabela 1. Parametro de afinidade molecular para o medicamento atazanavir e a proteina 3CLp
do SARS-CoV-2.

. Interagao de
Complexo AGong® Execugdes co’:“]!g‘rﬁ::g%‘:s aminoacidos
i : " Kib (uM) independent .7 através de
- -1
(ligante-proteina)  (kcal.mol-) o noc‘l,;,snt,:r,m |ri‘§_1395e§ C_ie
idrogénio
Atazanavir-3CLpro -6,47 18,2 uM 100 1 Lys5, Lys137,

Glu290, Glu288

Fonte: Desenvolvido pelos proprios autores.
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A sua afinidade molecular foi analisada, onde a interacdo entre o atazanavir e a proteina
3CLrro formaram 4 pontes de hidrogénio nos residuos de aminoacidos Ly5, Lys137, Glu290 e
Glu288 (Figura 1B). Este ultimo residuo de aminoacido (Glu288) é o local que sofre maior dano na
proteina 3CLP™ se tornando um local atrativo para inibir a principal proteina do SARS-CoV-2, com
interacOes intensas por ponte de hidrogénio, onde o medicamento age com sua atividade
farmacoldgica atuando no local e provocando danos na regido (Hoog et al., 1997).

Figura 1. Acoplamento molecular entre a proteina 3CLP© e o atazanavir: A) Local do encaixe
molecular na proteina-alvo; B) Interagdo molecular entre o atazanavir e a proteina 3CLP® do
SARS-CoV-2.
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Fonte: Desenvolvido pelos proprios autores.

Estes resultados sugerem estudos in vifro com o medicamento para avaliar sua agéo
inibitéria frente a células do SARS-CoV-2. Sabendo que este medicamento j& esta disponivel no
mercado farmacéutico para o tratamento de infecgbes pelo virus da imunodeficiéncia humana
(Taburet et al., 2004), se tornam vantajosos estudos clinicos devido a necessidade atual em
descobrir um agente inibidor do SARS-CoV-2.

CONCLUSAO

Foi possivel elucidar através de estudo por docking a efetividade do encaixe molecular do
medicamento atazanavir a proteina-chave 3CLP° do SARS-CoV-2 com energia livre de ligagéo
estavel e acdo inibitoria no sitio ativo da proteina, sendo as interagdes por ligagéo de hidrogénio
as mais intensas. Assim, a agdo farmacologica do medicamento age mais intensamente nos
residuos de aminoacidos Lys5, Lys137, Glu290 e Glu288, apresentando possuir potencial
biolégico contra 0 SARS-CoV-2, sendo necessaria andlise in vitro para elucidar sua ag&o inibitoria
frente a células do SARS-CoV-2.
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