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CAPITULO 2
ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR COM O FARMACO CLOROQUINA FRENTE A

PROTEINA-CHAVE 3CLPRO DO SARS-COV-2

MOLECULAR DOCKING STUDY WITH THE DRUG CHLOROQUINE AGAINST THE KEY PROTEIN 3CLPRO OF
SARS-COV-2

Joabe Lima Araujo!

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

RESUMO: Em Wuhan, China, um paciente foi diagnosticado com sintomas atipicos de pneumonia
viral. A amostra encontrou um novo coronavirus, chamado de novo coronavirus 2019 (nCoV-
2019). Em meio a isso, os cientistas estdo procurando alternativas eficazes para lidar com a
doenga, pois ainda nao existem medicamentos para 0 COVID-19. Assim, este estudo teve como
objetivo elucidar o melhor ajuste e orientagao da afinidade molecular da droga cloroquina frente a
proteina 3CLP™ do novo coronavirus. O acoplamento molecular foi realizado usando o software
Autodock Tools. A proteina 3CLPe foi considerada rigida e a cloroquina flexivel. Os resultados
mostram forte interagdo da ponte de hidrogénio, obtendo afinidade de cloroquina com a proteina
3CLero, energia de ligacao livre de -5,59 Kcal.mol! e constante de inibi¢do de 79,37 uM, além de
possuir potencial biologico promissor, sendo necessaria uma analise in vitro para medir a eficacia
de sua agao inibitdria contra células SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, coronavirus, acoplamento molecular, afinidade molecular,
cloroquina.

ABSTRACT: In Wuhan, China, a patient was diagnosed with atypical symptoms of viral
pneumonia. The sample found a new coronavirus, which was called the new coronavirus 2019
(nCoV-2019). In the midst of this, scientists are looking for effective alternatives for coping with the
disease, as there are still no drugs for COVID-19. Thus, this study aimed to elucidate the best fit
adjustment and molecular affinity orientation of the drug chloroquine against the 3CLP protein of
the new coronavirus. Molecular docking was performed using the Autodock Tools software. The
3CLrr protein was considered rigid and chloroquine flexible. The results show strong hydrogen
bridge interaction, obtaining chloroquine affinity with the 3CLP™ protein, free binding energy of -5.59
Kcal.mol! and inhibition constant of 79.37 uM, in addition, it has promising biological potential,
being necessary an in vitro analysis to measure the effectiveness of its inhibitory action against
SARS-CoV-2 cells.

Keywords: SARS-CoV-2, coronavirus, molecular docking, molecular affinity, chloroquine.

INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, um paciente foi diagnosticado com sintomas atipicos de uma
pneumonia viral em Wuhan, China. No dia 31 de dezembro o escritério da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) situado em Pequim, identificou um grupo de pessoas que apresentavam 0s
mesmos sintomas de pneumonia (Paules, Marston & Fauci, 2020). Posteriormente, cientistas do

Programa de Pés-Graduagdo em Nanociéncia e Nanobiotecnologia, Departamento de Genética e Morfologia, s/n
Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF 70910-900, Brasil.

Grupo de Pesquisa em Ciéncias Naturais e Biotecnologia, Universidade Federal do Maranh&o, s/n Avenida Aurila
Maria Santos Barros de Sousa, Frei Alberto Beretta, Grajau, MA 65940-000, Brasil.

Grupo de pesquisa em Quimica Medicinal e Biotecnologia, QUIMEBIO, s/n Universidade Federal do Maranh&o, Sao
Bernardo, MA 65550-000, Brasil.

* Email de correspondéncia: joabearaujobiotec@gmail.com

2 Grupo de Pesquisa em Ciéncias Naturais e Biotecnologia, Universidade Federal do Maranh&o, s/n Avenida Aurila
Maria Santos Barros de Sousa, Frei Alberto Beretta, Grajau, MA 65940-000, Brasil.

3 Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais, Centro de Ciéncias Sociais, Salde e Tecnologia, s/n
Universidade Federal do Maranh&o, Imperatriz, MA 65900-410, Brasil.

4 Departamento de Enfermagem, Universidade Estadual do Maranh&o, Colinas, MA 65690-000, Brasil.



A SOCIEDADE EM TEMPOS DE COVID-19 g3t

Instituto de Virologia de Wuhan fizeram analises metagendmicas utilizando o sequenciamento de
uma amostra recolhida de um lavado broncoalveolar. Essa amostra identificou um novo
coronavirus, que foi chamado de novo coronavirus 2019 (nCoV-2019) (Baek et al., 2020).

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus os coronavirus fazem parte
da subfamilia Coronavirinae e da ordem Nidovirales, na qual se divide em quatro géneros:
Alphacoronavirus, f-coronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. Os dois primeiros
géneros acometem apenas 0s mamiferos, enquanto os dois ultimos acometem aves (Zhu et al.,
2020; Chen, Liu & Guo, 2020).

Os principais sintomas gerados pela COVID-19 séo: febre, tosse, resfriado, dificuldade
para respirar € em casos mais graves desenvolve uma pneumonia. Estes mesmos sintomas foram
observados nos primeiros 41 casos de individuos hospitalizados em Wuhan (Huang et al., 2020).
O virus ja atingiu aproximadamente 10.015.904 pessoas em todo o mundo, ocasionando um total
de 499.486 dbitos, segundo o Painel COVID-19 do Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas
da Universidade de Johns Hopkins, Estados Unidos (https://coronavirus.jhu.edu/map.html).

Observando a necessidade de controle da doenga devido sua rapida propagagao e acometimento,
pesquisas cientificas estdo sendo produzidas em diferentes paises para suprir a falta de um
tratamento com uso de farmacos especificos para combater a doenga (Pacheco et al., 2020).

Na busca por interagdes potenciais medicamentosas para tratar a COVID-19, esta a
tecnica de reposicionamento de farmacos ja disponiveis no mercado farmacéutico, uma alternativa
que visa o tratamento antiviral, pois, ja é sabido sobre os seus efeitos colaterais, posologia e
interacOes (Cattani, 2020). Dentre os farmacos em potencial tem-se a cloroquina, que se mostrou
eficaz em estudos, com ag&o contra 0 SARS-CoV-2 (Colson, Rolain & Raoult, 2020).

Técnicas computacionais como o docking molecular estdo sendo essenciais para
reaproveitamento e planejamento de farmacos para tratar o virus. Esta técnica permite e oferece
uma investigagao da interagdo entre um ligante e uma proteina-chave (Sekhar et al., 2020). Além
de ser uma ferramenta que promove um processo de busca eficiente, chegando a diminuir 50%
dos gastos com equipamentos e reagentes, obtém também, resultados em curto prazo da agao
biolégica de um determinado composto (Wang et al., 2020). Em raz&o disto, o estudo teve como
objetivo elucidar o melhor ajuste e orientacdo da afinidade molecular da droga cloroquina frente a

proteina 3CLP™ do novo coronavirus.

METODOLOGIA
Obtencao da geometria molecular da cloroquina empregando-se de calculos DFT.

A estrutura quimica da cloroquina foi projetada utilizando o software GaussView 5.0
(Araujo et al., 2020a), gerando as matrizes de coordenadas cartesianas correspondentes para
geracdo de arquivos de entrada para os calculos computacionais. Em seguida ocorreu a
otimizag&o de geometria empregando-se o método DFT (Functional Density Theory — Teoria do
Funcional da Densidade) (Hohenberg & Kohn, 1964; Kohn & Sham, 1965) fazendo uso do
funcional B3LYP do conjunto de fungdes de base 6-311++G(d,p) como disponivel no software
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Gaussian 09W (Araujo et al., 2019), as geometrias otimizadas foram usadas como entrada para as
simulagbes de acoplamento molecular, conforme apresentado no protocolo de Araujo et al.
(2020b).
Interacao molecular entre a cloroquina 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 a cloroquina 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 execugdes
independentes na simulagao (Ramos et al., 2012). Os demais pardmetros de encaixe molecular
foram definidos com valores padréo. A anélise de interagdo molecular focou na efetividade do
encaixe do medicamento a proteina-alvo, sendo elucidado a regido ativa da proteina 3CLP™ e os
tipos de ligagoes formada com o medicamento cloroquina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cloroquina tem chamado atencgao através de estudos realizados com possivel beneficio,
sendo um medicamento antimalarico, que por sua vez vem ganhando destaque, alem de ser
bastante citado em publicagdes como forma de tratamento de pacientes infectados por SARS-
CoV-2 (Colson et al., 2020). Vale ressaltar que a comunidade cientifica deve considerar essas
informacdes a luz de trabalhos anteriores com cloroquina no campo da pesquisa antiviral.

Os resultados de energia livre de ligagao, constante de inibigao e ligagdes por ponte de
hidrogénio estdo disponiveis na Tabela 1. Os resultados evidenciam uma afinidade molecular para
a principal proteina do SARS-CoV-2 um S-coronavirus de RNA ndo segmentado e de sentido
positivo (subgénero sarbecovirus, subfamilia Orthocoronavirinae) (Cui et al., 2019)

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

) Interagéo de
3 Numero de o
Execugoes 3 aminoacidos
Complexo AGpind? . conformacgées ]
Ki® (uM) independent o através de
(ligante-proteina)  (kcal.mol!) no primeiro L
es ligagoes de
cluster L
hidrogénio
Cloroquina - 3CLpr -5,59 79,37 uM 100 61 Glu288

Fonte: Desenvolvido pelos proprios autores.
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Com uma energia livre de ligagdo de -5,59 Kcal.mol' e uma constante de inibi¢do de
79,37 UM (Tabela 1), os resultados de afinidade da cloroquina com a proteina 3CLP™ do SARS-
CoV-2 mostram uma forte interagdo por ponte de hidrogénio no residuo de aminoacido Glu288
(Figura 1B) e energia livre de ligagao estavel, indicando que esta age intensamente no local ativo
da proteina-chave do patégeno (Figura 1A). Este residuo de aminoacido Glu288 é o local com
maior dano na proteina 3CLre tornando-se um local atrativo para inibir a principal proteina do
SARS-CoV-2, onde o medicamento age com sua atividade farmacologica atuando no local e
provocando danos na regido, além disso, podendo obter uma alta capacidade de ligagdo a
proteina principal, responsavel por catalisar o processamento da poliproteina viral e, portanto,
inibir a infecg&o viral por SAR-CoV-2 em humanos (Hoog et al., 1997)

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

A partir da geometria otimizada com o método DFT, a cloroquina foi usada como entrada
para as simulagbes de acoplamento molecular, sendo, portanto, fundamental na verificagdo do
medicamento em interagdo com a proteina por meio de ligagdes de hidrogénio. Assim, estes
resultados sugerem estudos in vitro com o intuito de poder avaliar sua ag&o inibitoria contra o
SARS-CoV-2. Estudos clinicos com a funcao e pela necessidade de descobrir um agente inibidor,
se tornam vantajosos, uma vez que este medicamento j& se encontra disponivel no mercado

farmacéutico para o tratamento da malaria e lupus (Ventura et al., 2003).

CONCLUSAO
Verificou-se que o medicamento cloroquina, com a estrutura quimica otimizada via DFT,

interage com a proteina-chave por meio de ligagdes de hidrogénio, conforme revelado nos
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estudos de acoplamento. Deste modo, foi possivel elucidar a interagao através de estudo por
docking a realizagdo do encaixe molecular do medicamento a proteina-chave 3CLP°, com energia
de ligacéo estavel e agdo inibitoria no sitio ativo da proteina. A agéo farmacoldgica investigada do
medicamento age mais intensamente no residuo de aminoacido Glu288 apresentando possuir
potencial biologico ativo contra proteina 3CLPe, sendo necessaria analise in vitro para a medigéo
da eficacia de sua agao inibitéria frente a células do SARS-CoV-2.
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