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CAPITULO 4
ESTUDO IN SiLICO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO ANTIVIRAL ZANAMIVIR FRENTE A

POTEINA-CHAVE 3CLPRO DO SARS-COV-2

IN SILICO STUDY OF THE BIOLOGICAL POTENTIAL OF ZANAMIVIR ANTIVIRAL AGAINST THE 3CLPRO KEY
PROTEIN OF SARS-COV-2

Joabe Lima Araujo!

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

RESUMO: O COVID-19 é uma doenga respiratoria aguda grave causada pela SARS-CoV-2, que
ja infectou mais de 10 milhdes de pessoas em todo o mundo. Os primeiros casos registrados
foram identificados na cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019. Neste estudo, a atividade
bioldgica do zanamivir foi analisada frente a proteina-chave 3CLP° do SARS-CoV-2, usando a
ferramenta de acoplamento molecular. O encaixe foi realizado pelo software Autodock Tools. A
proteina 3CLPr foi considerada rigida e o zanamivir flexivel. O algoritmo genético lamarckiano com
busca global e pseudo-Solis e Wets com busca local foram adotados para este estudo. O
medicamento apresentou potencial bioldgico para inibir o virus, agindo intensamente nos residuos
de aminoé&cidos Asp289, Asp197, Glu288, Lys5, Lys137 e Thr199. Assim, este medicamento se
mostra promissor como alternativa de tratamento ao SARS-CoV-2, sendo necessaria analise in
vitro e estudos em humanos para elucidar sua acao inibitéria.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, pandemia, medicamento, acoplamento molecular.

ABSTRACT: COVID-19 is a severe acute respiratory disease caused by SARS-CoV-2, which has
infected more than 10 million people worldwide. The first recorded cases were identified in the city
of Wuhan, China, in December 2019. In this study, the biological activity of zanamivir was analyzed
against the SARS-CoV-2 key protein 3CLP™, using the molecular docking tool. The docking was
performed by the Autodock Tools software. The 3CLP protein was considered rigid and zanamivir
flexible. The Lamarckian genetic algorithm with global search and pseudo-Solis and Wets with
local search were adopted for this study. The drug showed biological potential to inhibit the virus,
acting intensely on the amino acid residues Asp289, Asp197, Glu288, Lys5, Lys137 and Thr199.
Thus, this drug is promising as a treatment alternative to SARS-CoV-2, requiring in vitro analysis
and study in humans to elucidate its inhibitory viability.

Keyword: SARS-CoV-2, pandemic, medication, molecular docking.

INTRODUGAO

O COVID-19 é uma doenga respiratoria aguda grave causada pelo SARS-CoV-2, novo g-
coronavirus identificado que infecta humano (Oliveira, 2020). Os primeiros casos registrados foram
na cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019 (Singhal, 2020). Desde ent&o, esse virus tem
se propagado ao redor do mundo infectando cerca de 10.028.614 pessoas, segundo levantamento
do Centro de Pesquisa de Coronavirus da Universidade Johns Hopkins, Estados Unidos
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html).
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Estudos relatam que a contaminagao por SARS-CoV-2 possui uma ligagao epidemiolégica
com o mercado atacadista de frutos do mar em Huanan, local onde ha venda de animais vivos
(Huids et al., 2020). A transmiss@o em humanos acontece através de um hospedeiro intermediario
ou de humano para humano, sendo esta forma a mais rapida da disseminag¢ao da doenga, pois ela
acontece através de goticulas salivares ou por contato direto (Lai et al., 2020).

Geralmente os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes com COVID-19, s&o: febre,
dor de cabega, diarreia, dispneia, coriza € em casos mais graves apresenta um quadro de
pneumonia (Da Silva et al., 2020).

Atualmente ndo existe um tratamento especifico para 0 SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020).
Por esse motivo, ha uma busca constante da comunidade cientifica pra encontrar alternativas de
prevencdo ou tratamento desta doenga. Uma das técnicas mais rapidas e eficazes é o
reposicionamento de farmacos, pois esse método permite encontrar agentes inibidores para
doengas infecciosas, além de ser mais acessivel obtém resultados em curto prazo (Guido et al.,
2010).

Neste estudo, avaliamos a eficiéncia antiviral do medicamento zanamivir através do
docking molecular. Este método é um importante avango no planejamento e descoberta de novos
agentes bioldgicos, pois consiste na predigdo da conformacao ativa de um ligante no sitio ativo de
uma macromolécula, bem como, demonstrar as interagdes moleculares (Guido, 2008). Assim, este
estudo teve como objetivo analisar a atividade biologica do zanamivir frente a poteina-chave 3CLP©
do SARS-CoV-2, utilizando a ferramenta de docking molecular.

METODOLOGIA
Obtencdes da geometria molecular do zanamivir empregando-se de calculos DFT.

A estrutura quimica do zanamivir foi projetada utilizando o software GaussView 5.0
(Dennington et al., 2008), gerando as matrizes de coordenadas cartesianas. Apos, foi submetido a
calculos quanticos pelo software Gaussian 09W (Frisch et al., 2010) utilizando o método DFT e o
conjunto de bases 6-311++(d,p) de forma a obter a estrutura quimica tridimensional do
medicamento para realizagdo do acoplamento molecular, conforme apresentado no protocolo de
Araujo et al. (2020).

Interagao molecular entre o zanamivir e a proteina-chave 3CLP© 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 remogéo 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 3CLP foi considerada rigida e o zanamivir foi

considerado flexivel. O algoritmo genético lamarckiano (LGA) com busca global e pseudo-Solis e
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Wets com busca local foram adotados para este dock, sendo realizadas 100 execugdes
independentes na simulagdo (Ramos et al., 2012). Os demais pardmetros de encaixe molecular
foram definidos com valores padrdo. 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 ligagdes formada com o medicamento zanamivir.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O medicamento zanamivir apresentou-se promissor ao se ligar a proteina 3CLP™ do
SARS-CoV-2, obtendo forte interagdo molecular no local ativo, apresentando uma energia livre de

ligagéo de -5,3 kcal.mol! e constante de inibicdo de 129,35 uM, expressos na (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros de afinidade molecular para o medicamento zanamivir e a proteina 3CLpr
do SARS-CoV-2.

Execugée Numero de Interagao de
Complexo 3 o
AGpind? . s conformacgée aminoacidos
(ligante- Kib (uM) . . o
] (kcal.mol) independe s no primeiro através de ligagoes
proteina) ]
ntes cluster de hidrogénio
o Asp289, Asp197,
zanamivir-
-5,3 129,35 uM 100 11 Glu288, Lys5,
3CLpro

Lys137, Thr199

Fonte: Desenvolvido pelos proprios autores.

Esse complexo formou 6 pontes de hidrogénio nos residuos de aminoacido Asp289,
Asp197, Glu288, Lys5, Lys137 e Thr199 (Figura 1B), local onde acontece forte interagdo
molecular com a proteina 3CLP© do SARS-CoV-2 (Figura 1A) (Khan et al., 2009). A 3CLPo é a
enzima chave no processamento de poliproteina de coronavirus, sendo a principal proteina de
reproducdo e transcricdo viral e possui similaridade com outras proteinas virais celulares,
tornando-se importante no processo de reproducdo de novas proteinas, assim, sua inibigdo

impossibilita a replicagdo viral do patégeno no organismo (Anand et al., 2002).
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Figura 1. Acoplamento molecular entre a proteina 3CLP° e o zanamivir: A) Local do encaixe
molecular na proteina-alvo; B) Interagdo molecular entre o zanamivir e a proteina 3CLP° do SARS-
CoV-2.
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Fonte: Desenvolvido pelos proprios autores.

Estes resultados preliminares de interagdo molecular entre o zanamivir e a proteina 3CLpr
do SARS-CoV-2 se mostram significativos para estudos posteriores com ensaios in vitro e estudos
clinicos com pacientes acometidos por COVID-19, pois este, tem a importancia de elucidar a
viabilidade do medicamento frente ao SARS-CoV-2, como alternativa de tratamento (Choy et al.,
2020).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos por docking molecular nesse estudo se mostraram promissores
conferindo energias livre de ligacdo estaveis, obtendo uma energia livre de ligagdo atrativa para a
principal proteina do SARS-CoV-2 (3CLP™) com forte ag¢ao inibitdria no sitio ativo. Dessa forma, o
medicamento se mostra com grande potencial biologico de inibigdo do virus agindo intensamente
nos residuos de aminodcidos Asp289, Asp197, Glu288, Lys5, Lys137 e Thr199. Sendo
recomendados novos estudos in vitro e em humanos, elucidando sua viabilidade como alternativa

de enfrentamento ao COVID-19.
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