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RESUMO

A Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS) causada pelo coronavírus (SARS-CoV-2) é uma infecção viral
recente com demanda de pesquisas. Mesmo não tendo havido muitas evidências científicas e ensaios clínicos
que indicassem possíveis terapias com resultados em pacientes suspeitos ou confirmados, algumas drogas
(antimaláricos,  antimicrobianos,  corticosteroides  antivirais,  anticoagulantes  e  soro  convalescente)  foram
usadas e estudadas durante a pandemia do Covid-19 para conter a propagação do vírus e sintomas. Neste
sentido, estabeleceu-se esse projeto objetivando a realização de uma triagem virtual de 2108 medicamentos
essenciais conhecidos amplamente e utilizados pela população a fim de avaliar a sua possível capacidade
inibitória  frente  à  protease principal  (Mpro)  do Covid-19.  Os ligantes  usados no screening virtual  por
acoplamento molecular foram todas as drogas (até a data da seleção) registradas pela FDA (Food and Drug
Administration),  disponíveis no repositório da biblioteca virtual  (ZINC15).  O screening foi  realizado em
associação do pacote computacional AutoDock tools, aplicando uma sequência de diferentes filtros, como da
similaridade, regra de 5 de Lipinski, farmacofóricos e acoplamento, por meio do Raccoon e AutoDock Vina,
com seu algoritmo de modelo genético lamarckiano (GA), combinado com a estimativa de energia baseada
em grade, em conformação rígida e flexível. Cumprida a metodologia proposta, chegou-se aos resultados de
energias de interação (Energia Livre de Gibbs) e aos valores de desvio médio quadrado de rotação (RMSD,
“Root Mean Square Desviation”) das 2108 drogas. Dentre todas, cinco drogas se mostraram promissoras
para  os  objetivos  deste  projeto:  Ergotamina  (-9,9  Kcal.mol-1/RMSD  de  2,00Å),  diidroergotamina  (-9,8
Kcal.mol-1/RMSD de 1,46Å), olisio (-9,5 Kcal.mol-1/RMSD de 1,50Å), tripano blue (-9,3 Kcal.mol-1/RMSD de
1,40Å), irinotecano (-9,2 Kcal.mol-1/RMSD de 2,00Å). Com base nestes resultados, se pode afirmar que a
Ergotamina apresentou as melhores interações com a Mpro protease da Covid-19 pelo estudo in-silico, sendo
uma candidata promissora no tratamento da Covid-19.
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INTRODUÇÃO
O coronavírus é um vírus zoonótico pertencente à família Coronaviridae que causa infecções respiratórias em
diversos animais, incluindo aves e mamíferos. Em humanos, o novo Coronavírus, denominado SARS-CoV-2, é
o  agente  etiológico  responsável  pelo  surto  de  pneumonia  viral  e  um  patógeno  essencial  por  atacar
principalmente o sistema respiratório humano causando a Síndrome Respiratória Aguda (SARS)-CoV e a
Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS)-CoV, que caracterizam situações de saúde pública de
grande preocupação devido ao potencial de surto da doença (BOGOCH et al., 2020; LU; STRATTON; TANG,
2020; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020; ZHOU et al., 2020).
Até  o  início  da  pesquisa,  apesar  da  urgência,  ainda não havia  vacina ou antiviral  para  tratar  o  novo
coronavírus (WU et al., 2020), por isso havia demanda por tratamentos à base de retrovirais já conhecidos de
forma eficiente contra vírus do mesmo gênero que o SARS-CoV-2 (WANG et al., 2020). Entre as classes
terapêuticas  empregadas,  sob  orientação  médica  ou  não  médica,  estão  antimicrobianos,  antivirais,
corticosteróides,  anticoagulantes,  soro  convalescente  e  antimaláricos  (LEDFORD,  2020).  O  uso  dos
antimaláricos como a cloroquina e hidroxicloroquina tem causado muitas discussões no meio científico. Ainda
não há estudos que comprovem sua eficácia, e seu uso pode estar associado a complicações cardiovasculares
graves. Sem comprovação científica para seu uso rotineiro, esses medicamentos ainda carecem de mais
investigação (MENEZES; SANCHES; CHEQUER, 2020; WANG et al., 2020).
Visando formulações únicas, novas indicações e a "redescoberta" de medicamentos já aprovados, surgiu a
ideia de redefinir ou resgatar medicamentos antigos com reconhecidos recordes de eficácia e segurança pelo
FDA. Esse movimento tem crescido ultimamente e tem sido chamado de: "Velhas drogas são novas de novo"
ou "velhas drogas, novos usos" (ARONSON, 2007; HAHN, 2011).
Os métodos de desenvolvimento de medicamentos auxiliados por computador têm se mostrado úteis nos
estágios iniciais da pesquisa de novas terapias farmacológicas. Seja como ferramenta de prospecção de novos
ligantes ou mesmo de novos usos para os já conhecidos ligantes. O uso de técnicas de docking molecular
(MD), aplicadas a imensas bibliotecas de ligantes (como ZINC15 e CHEMBL, entre outras), permite a triagem
ou screening virtual (VS) de ligantes e, assim, reduz a necessidade de síntese química e análise in vitro de
cada análogo de um protótipo-composto de forma automatizada (HTS), o que implica em significativa redução
de tempo e custos aos centros de pesquisa (SLIWOSKI ET AL, 2014).
Para descobrir rapidamente a eficácia de novos medicamentos e levá-los para uso clínico, começou uma
corrida contra o tempo em todo o mundo para descobrir inibidores eficazes contra a principal proteína do
coronavírus, a protease (Mpro). A Mpro é uma enzima crucial para o SARS-CoV-2, pois desempenha um papel
fundamental na mediação da replicação e transcrição viral, tornando-a um alvo atraente para esse vírus
(CHEN et al., 2020; CUI; LI; SHI, 2019).
O MolAICalD é um código derivado do Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010) e está no pacote computacional
do MolAICal (BAI et al., 2021). Utiliza a mesma licença do Autodock Vina, pode realizar o docking molecular
e é considerado um software de acoplamento molecular de código aberto estudado e aplicado na área de
descoberta de fármacos. Diversos dockings realizados pelo MolAICalD, entre outros softwares, estão sendo
utilizados  na  pesquisa  de  inibidores  de  doenças  negligenciadas  como  Dengue,  doença  de  Chagas,
leishmaniose, entre outras, na busca de novos candidatos a fármacos baseado no conhecimento da química
dos produtos naturais, no entendimento da estrutura do protótipo (DIAS et al., 2013).
A triagem virtual (VS) é um método computacional usado na descoberta de drogas para encontrar pequenas
moléculas potenciais  com probabilidade de se ligarem ao alvo da droga,  tipicamente uma proteína ou
receptor de DNA, etc. A VS contém triagem virtual baseada em ligantes e estrutura (RESTER, 2008). O
rastreamento virtual baseado em estrutura envolve acoplamento molecular que busca boas poses de ligação



Resumo Expandido - X ENCONTRO DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA - 2022
ISSN: 2447-6161

de ligantes na proteína-alvo, seguido por uma função de pontuação para estimar a capacidade de afinidade
entre ligantes e receptores.  O acoplamento molecular é provavelmente a teoria do modelo de chave e
fechadura (ASHUTOSH; VYTAS, 2018).

METODOLOGIA
Obtenção e preparo dos ligantes
Os 2108 medicamentos da base de dados da FDA usados como ligantes na triagem virtual por docking
molecular performance, foram obtidas na biblioteca virtual do ZINC15 (https:// zinc15.docking.org/).  Foram
submetidos aos filtros de medicamentos com base na regra de Lipinski de 5 (BENET ET AL, 2016) (Ver
Tabela 1S, em material suplementar). Em seguida, o dimensionamento e a otimização das estruturas foram
realizados com o comando PREPARE_LIGAND4 do software AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009), gerando-
se estruturas 3D, adição de hidrogênios, correção de cargas, mistura de hidrogênios polares e configuração
de estruturas de torção.

Obtenção e preparo do receptor
O receptor em estudo foi a estrutura da principal protease viral Mpro, que foi obtida no repositório Protein
Data Bank (PDB) sob o código 6LU7. A estrutura cristalina desta proteína foi obtida por difração complexa de
raios-x para um inibidor sintético N3 (JIN et al., 2020; KUMAR; SINGHC; PATEL, 2020). Para possibilitar o
encaixe molecular, os resíduos interferentes, as moléculas de água e o inibidor sintético foram removidos
(N3) e cocristalizados no arquivo de estrutura 6LU7 original removido pelo software cliente Discovery Studio
2020 (BIOVIA, 2015). Em seguida, os ligantes foram separados e à proteína foram adicionados hidrogênios
polares. Posteriormente, foram salvos no formato PDBQT para serem executados.

Docking molecular com MolAiCal no modo de triagem virtual
O screening virtual foi realizado mediante simulações de docking molecular implementadas no MolAiCAlD,
que  usou o  Algoritmo Genético  Lamarckiano.  A  caixa  da  grade  foi  centralizada  nas  coordenadas  x  =
-10,711837,  y  =  12,411388  e  z  =  68,831286,  com  um  tamanho  de  20Å(x),  20Å(y)  e  20Å(z),  e  com
espaçamento = 0,642 e exaustividade = 8.
Para obter um conjunto de dados mais extenso, para todas as simulações (docking e redocking), foram
realizadas  50  simulações  independentes,  sendo  possível  obter  20  poses  por  simulação.  O  critério  de
exaustividade igual a 64 foi utilizado para melhorar o refinamento parcial dos cálculos de acoplamento
individual (MARINHO et al., 2020). A estrutura da proteína foi mantida rígida enquanto todas as ligações e
torções dos ligantes foram ajustadas para girar (NGUYEN et al., 2017).
Para validar as simulações, foi realizado o redocking no ligante cocristalizado N3. Se estabeleceu como
parâmetro de seleção, resultados com valores de RMSD (Root Mean Square Deviation) menores que 2 Å
(YUSUF et  al.,  2008),  e  energia de ligação (afinidade)  menor que -9,0 kcal/mol  (HUANG et  al.,  2010;
SHITYAKOV; FÖRSTER, 2014).
Após as etapas de docking molecular, realizou-se o estudo de Dinâmica Molecular (MD) a partir das posições
atômicas obtidas dos complexos receptor-ligante e  os  arquivos de topologia  (extensão PSF).  Ambos os
arquivos foram obtidos usando o servidor CHARMM (https:// www.charmm-gui.org/).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Após a realização do docking/redocking molecular, foi possível verificar a interação entre os ligantes e a
protease  Mpro,  tanto  a  nível  de  energia  como  de  aproximação;  foram  escolhidos  os  4  melhores
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ligantes: Ergotamina (-9,9 Kcal/mol e 2,00Å RMSD), diidroergotamina (-9,8 Kcal/mol e 1,46Å RMSD), olisio
(-9,5 Kcal/mol e 1,50Å RMSD), tripano blue (-9,3 Kcal/mol e 1,40Å RMSD), irinotecano (-9,2 Kcal/mol e 2,00Å
RMSD).

De acordo com os sítios de ancoragem de triagem apresentados entre as drogas, o receptor foi dividido em
duas regiões ativas (regiões I e II). Atenção especial foi dada ao sítio específico do ligante sintético N3
(região I e provável sítio da proteína ativa com os domínios: S1', S1-S4), em sua estrutura cocristalizada,
onde os fármacos Ergotamina, Dihidroergotamina, Olysio, Trypan Blue e Irinotecan também ancoraram. O re-
docking foi realizado para mostrar a eficácia do método no software utilizado. Assim, foram analisados os
três principais fármacos que apresentaram melhores ligações ao alvo. O desvio entre o ligante e o receptor
variou com RMSD de 1.4 a 2.0 Å. Os três ligantes também alcançaram um desvio padrão médio de interações
próximo ao valor otimizado, pois o ideal deve estar entre 1.00 – 2.00 Å, dependendo do tamanho do ligante
(HEVENER et al., 2009).

CONCLUSÕES

Com base na triagem realizada com os 2108 medicamentos populares, pode-se afirmar que a ergotamina,
dihidroergotamina, olysio, tripano blue e irinotecano apresentaram as melhores interações com a protease
Mpro do COVID-19 pelo estudo in silico com o MolAiCAlID com algoritmo de modelo Genético Lamarckiano
(GA) combinado com a estimativa de energia baseada em grade em conformação rígida e flexível. Além disso,
estudos de dinâmica molecular também foram realizados para verificar a estabilidade do complexo receptor-
ligante formado por meio de análises de RMSD, RMSF, H-Bond, SASA e MMGBSA. Ressalta-se que novos
estudos devem ser realizados, pois os dados aqui colhidos são meramente relativos a análises computacionais
e precisam ser testados experimentalmente in vitro e in vivo para que essas hipóteses sejam comprovadas, e
assim, drogas já conhecidas tenham novas aplicações como inibidores do Sars-Cov-2.
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