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RESUMO

A COVID-19 é uma doencga infecciosa que afeta principalmente os pulmbes, foi
identificada primeiramente na China e rapidamente se espalhou ao redor do globo
se configurando numa grande pandemia. O agente causador da doenga € um novo
virus da familia coronaviridae, identificado como SARS-CoV-2. Diversos
pesquisadores tem investigado modos de combater o virus, fazendo uso da
pesquisa in vitro, in vivo e in silico. Dentre as técnicas in silico a modelagem
molecular € um forte aliado para para a descoberta de novos farmacos e para a
investigacdo dos modos como as moléculas interagem com o0s receptores
bioldgicos, a principal e mais difundida dessas técnicas € o docking molecular e os
métodos de otimizacdo molecular por mecanica quantica. As naftoquinonas sdo um
grupo quimico encontrado em diversos grupos vegetais, dentre elas o lapachol, a-
lapachona e B-lapachona tem ganhado atencdo por suas propriedades anticancer,
antiinflamatdrias, bactericidas e até antiviral. Este trabalho tem como objetivo utilizar
a modelagem molecular com 11 isébmeros derivados da a-lapachona, 3-lapachona e
o lapachol para verificar a eficacia inibitéria frente a principal protease do SARS-
CoV-2. Os métodos computacionais foram a modelagem das 11 moléculas por
método semiempirico PM7 e a realizagdo do docking molecular com a estrutura
cristalografica da enzima depositada no banco de dados PDB sob o cédigo 6W79.
Os resultados mostraram que os isbmeros derivados da a-lapachona apresentaram
menores energias de formacdo e total, melhores energias de afinidade frente a
enzima. Os melhores ligantes foram os compostos que apresentam o grupo nitro e
acido sulfénico em suas estruturas, sendo o 1d, 2d, 1e e 2e obtiveram melhores
energias de interagcdo com a principal protease do SARS-CoV-2. 1d obteve -7,9
kcal.mol ', o 2d obteve -7,8 kcal.mol ', 1e obteve -8,1 kcal.mol "' e o0 2e obteve -8,5
kcal.mol . Os resultados obtidos foram mais promissores do que resultados obtidos
a partir da literatura com os principais medicamentos usados no tratamento da
COVID-19 como a hidroxicloroquina e a azitromicina. Com isso, concluimos que as
naftoquinonas sao potenciais inibidores da principal protease do virus SARS-CoV-2,
desta forma este trabalho abre caminho para posteriores testes biolégicos destas
moléculas.

Palavras-chave: COVID-19. Inibidor enzimatico. Docking molecular. Modelagem
molecular. Naftoquinonas.
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1 INTRODUGAO

A sindrome respiratoria aguda do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é uma doencga
respiratéria que teve origem em Wuhan na China. A doenca foi nomeada pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de COVID-19 [1]. O agente etiolégico da doenga
foi identificado por chineses e os sintomas aparecem principalmente como falta de ar,
tosse e febre ou até mesmo a auséncia de sintomas [2].

A problematica estendeu-se por todo o globo, o que configurou uma pandemia de
grande magnitude, dados atuais da World Health Organization (WHO) indicam numeros
alarmantes de 27.738.179 casos confirmados, incluindo 899.916 mortes [3].

Diversos pesquisadores ao redor do mundo tem investigado métodos de controle
da doenga, seja por busca de vacinas, virtual screening para investigar efeitos de
medicamentos ja no mercado, produtos naturais, de sintese e semi-sintese; estudos in
vitro, in vivo em animais. De acordo com a estrutura e ciclo de infecgcdo do virus sao
planejados as moléculas a serem testadas, sao alvos estruturais a principal protease de
grande importancia no ciclo, a espicula que se liga a enzima conversora da angiotensina
2 (ACE2) [4].

As quinonas s&o uma ampla gama de metabdlitos secundarios presentes em
diversas espécies de plantas. Diversos estudos tem mostram que tais compostos
apresentam  atividades farmacoldgicas, tais como, atividade microbicidas,
tripanossomicidas, virucidas e antitumorais [5].

Um subgrupo das quinonas de interesse sintético sdo as naftoquinonas, entre as
naftoquinonas o lapachol vem sendo utilizado como template na obtencdo de novas
moléculas. O lapachol é uma fonte abundante e isso facilita seu uso em laboratério. O
lapachol €& facilmente encontrado nas Tabebuias, que sao plantas da familia
Bignoniaceae, no Brasil mais conhecidas como ipés, caraiba ou craibas[6].

A sintese do lapachol pode ser realizada a partir da lausona (2-hidroxi-1,4-
naftoquinona) com a qual pode ser feita uma alquilagdo com brometo de premnila em
meio basico [7] e obtendo o lapachol que apresenta uma dupla ligacdo em sua cadeia
lateral. Em meio acido forte pode ocorrer ciclizacdo e forma-se a B-lapachona, que
apresenta inumeras atividades biolédgicas; e em acido fraco é formado a a-lapachona [7].

Diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de funcionalizar as

naftoquinonas, buscando desta forma novas moléculas candidatos a farmacos, e diversas
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reagdes sao conhecidas utilizando em especial adigdo de reagentes eletrofilicos e
nucleofilicos ao nucleo das quinonas. Sao conhecidas reagcbes de ciclizagdo em meio
acido, halogenacéo e sulfonagdo [8-10], entre outras.

A Quimica Medicinal moderna dispdée de diversas ferramentas experimentais e
tedricas, que auxiliam na descoberta de novas moléculas bioativas. Uma forma de buscar
por novos candidatos a farmacos é o estudo da interagdo que as moléculas tem com seus
receptores, sendo assim, poder planejar novas moléculas que irdo se ligar com o
receptor desejado. Esta ideia tem como principio a relagdo chave e fechadura, onde a
molécula sera a “chave” e o receptor a “fechadura” [11,12].

O planejamento de farmacos baseados na estrutura do receptor (structure-based drug
design, SBDD) tem como intengdo investigar as interagbes intermoleculares que a
molécula tem pelo sitio ativo do receptor alvo. Uma das principais técnicas empregadas
para tal € o ancoramento molecular (do inglés, molecular docking), técnica que procura
pela melhor posicdo e menor energia de interacdo de receptores com moléculas
pequenas (proteina-ligante) e receptores com outras proteinas (proteina-proteina) [13,14].

A atual necessidade por novas moléculas candidatas a farmacos contra o COVID 19 e
a extensa quantidade de produtos naturais e possibilidades de semi-sinteses possibilitou

a seguinte questao:

Derivados naftoquindnicos podem ser utilizados como inibidores da principal protease
do virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19?
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho tem como objetivo Investigar por docking molecular derivados ciclicos do
lapachol como possiveis inibidores da principal protease do coronavirus, bem como os

modos de interagdo com o sitio ativo da enzima.

2.2 ESPECIFICOS
Avaliar propriedades eletrdénicas dos ligantes por método quantico semi empirico;
Realizar calculos computacionais de docking molecular com cada um dos ligantes;
Avaliar as interacdes intermoleculares dos ligantes com o sitio ativo da proteina,

energias de afinidade proteina-ligante, bem como a concentragdo teorica de
inibicao (Ki).
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 FAMILIA CORONAVIRIDAE

A familia Coronaviridae foi reconhecida como familia em 1968, o nome se deve a
caracteristica de sua morfologia. Caracteristicas de seu genoma, estratégia de replicacao,
proteinas e outros elementos internos corroboraram para sua classificagdo [15]. Os
coronavirus sdo amplamente conhecidos, tendo seus genomas variando de 25 a 32 mil
pares de bases e suas dimensdes sdao da ordem de 118 a 136 nm de diametro. Os
coronavirus sdo esféricos e apresentam em sua superficie glicoproteinas em forma de

espinhos, dando sua caracteristica de coroa, como pode ser visto na figura 1 [16].

Figura 1: Estrutura do virion (subfamilia Coronavirineae)

ssRNA
Mucleocapsid protein

~&— HE

E

Fonte: Adaptada da referéncia [16].

A familia é composta por duas subfamilias Coronavirineae e Torovirineae, sendo a
primeira com envelope flexivel e a segunda com envelope em formato de toroide, seu
material genético € composto por RNA em fita simples e positiva (+ssRNA) [16].

Os coronavirus (CoVs) sdao de grande importancia médica, pois desempenham agao
como patdgenos para humanos e outros vertebrados, podem infectar os sistemas
hepatico, respiratorio, gastrointestinal e sistema nervoso central em morcegos, humanos,

ratos entre outros animais [17].
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3.2COVID 19

No final do ano de 2019 multiplos casos foram relatados de uma nova infeccéo
respiratoria por coronavirus em um mercado de pescados na cidade de Wuhan na China.
A principio acharam que se tratava de uma nova onda de contaminagao do ja conhecido
SARS-CoV, que em 2002 infectou 8422 pessoas e matou 916. Por causa de sua facil
transmissao e graves problemas associados, ndo demorou muito para que se tornasse
um problema mundial, afetando a saude de diferentes povos e causando prejuizos aos

diferentes setores das economias globais [18].

3.1.1 Epidemiologia

A forma de transmissao pode ser de uma pessoa sintomatica para outra ou de uma
pessoa assintomatica para outras. A infeccado de humano para humanos ocorre por meio
de contato com as goticulas de saliva da pessoa contaminada, ou contato indireto em
uma superficie que contenha as particulas virais. Inicialmente os coronavirus afetavam
animais, como passaros € mamiferos podendo causar a morte dos mesmos, desta forma
afetando o setor agropecuario. Foi encontrado coronavirus em morcegos que agem de
forma semelhante aos encontrados em humanos, eles se ligam a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) [19].

Os casos atuais sdo bastante alarmantes de acordo com a WHO, mais de 27 milhdes
de casos reportados pelo mundo, presente em todos os continentes, dados do periodo de
setembro de 2020 no Brasil sdo reportados mais de 4 milhdes de casos confirmados e
mais de 127 mil mortes em decorréncia da COVID-19, a figura 2 da um panorama geral

da distribuicado global [3].

Figura 2: Distribui¢cao global dos casos confirmados de COVID-19

I 300,000+

I 50,000 — 300,000
I 10,000 — 50,000
100 - 10,000
1-100

]

No Reported Data

Not Applicable




14

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2020 [3].

3.1.2 Replicagao do SARS-CoV-2

O ciclo de replicagdo do virus ocorre em quatro etapas [20]. O virus acopla a
superficie celular através da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), apds o
reconhecimento do receptor e a proteina S, a estrutura o virus entra na célula por
endocitose e entdo a estrutura é clivada por lisossomo, desta forma o material genético &
exporto ao citoplasma.

O RNA viral acopla ao ribossomo celular e comega a tradugéo e expresséo de genes
de replicacao, entdo serao produzidos os polipeptidios pp1a e pp1ab, estes polipeptidios
sdo processados pela protease viral para se transformarem em um complexo RNA
replicase-transcriptase (RTC). A RTC direciona a sintese do -RNA e replicagdo em +RNA,
o +RNA apresenta os codigos para todas as proteinas estruturais do virus [21]. Usando
do aparato celular o virus produz o RNA e as proteinas estruturais que dardo origem a

novos virus, a figura 3 esquematiza o processo de replicagao do virus.

Figura 3: Ciclo de replicagao do SARS-CoV-2
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Fonte: Sociedad Argentina de Virologia [21].

3.2 PRINCIPAL PROTEASE DO SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado e em sua estrutura externa e interna é
composta por varias proteinas nao estruturais e estruturais. O gene ORF 1ab codifica
duas grandes proteinas pp1a e ppl1ab, estas duas poliproteinas s&o quebradas em 16
proteinas menores nsp1 a nsp16, essas quebras sdo catalisadas pela principal protease
MP™ e pela pela protease do tipo papaina PLP°. O restante dos genes codificam outras
proteinas estruturais como a glicoproteina (S) em forma de espinho na superficie do
virus, proteina do envelope (E), a proteina de membrana (M) e a fosfoproteina do

nucleocapsidio (N) [22].

Figura 4: a. Organizacao do genoma do SARS-CoV-2. b. Representacéo dos pontos de clivagem
pelas proteases.

a

—

5,0.00 10.900 15.900 20,900 25.?00 29,?03 nt

| | | i1 1
UTR &' ORF 1ab S EM N UTR3J
b
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Fonte: Adaptada de [22].

Tendo em vista a estrutura e o ciclo de replicagdo viral, diversos pesquisadores
buscam por novas vacinas e moléculas que combatam o coronavirus. Os principais alvos
sao a proteina da espicula S, que é responsavel pelo acoplamento do virus na superficie
celular através da ACE2, a polimerase dependente de RNA (RdRp e nsp12), NTPase
(nsp13), PLP® e MP° [22].

A estrutura da MP™ apresenta relagdes proximas com outros coronavirus, além de que
sobreposicao de estruturas determinadas por difracdo de raios-x mostram elevada
semelhancga entre SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV [22,23].
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Figura 5: Estrutura da M*™ do SARS-CoV-2 PDB 6W79 com destaque para o ligante X77 no
sitio ativo.

Fonte: O autor.

Figura 6: Interagcdes entre o ligante X77 cristalizado e os
aminoacidos do sitio ativo da Mpro SARS-CoV-2 PDB 6W79.
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Fonte: O autor.

No sitio ativo da proteina se destacam principalmente dois residuos de aminoacidos
que estdo diretamente relacionados com a atividade catalitica de quebra de ligagdes

peptidicas, sédo eles a Cisteina 145 e a Histidina 41, apesar de que os residuos préximos
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sdo associados com a fungéao, principalmente com ligagdes de hidrogénio e interagdes
hidrofdbicas, tais residuos sao importantes também para a estabilidade do ligante no sitio
catalitico [23].

Figura 7: Mecanismo da catalise proteolitica da MP° SARS-CoV-2.
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Fonte: Swiderek & Moliner, 2020 [28].

3.3 NAFTOQUINONAS DE INTERESSE

3.3.1 QUINONAS

As quinonas sdo um grupo de metabdlitos secundarios encontradas em inumeras
plantas e organismos, séo classificadas como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
oxigenados. De acordo com o sistema aromatico as quinonas podem ser benzoquinonas,

naftoquinonas, antraquinonas e mais raramente fenantraquinonas [24].
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Tabela 1: Classificagao das quinonas

Grupo Sistema aromitico Estruturas Bisicas

Benzoquinonas o Anel benzénico

=

Naftoquinonas = Anmnel naftalénico

Antraguinonas = Anel antracénico

Fenantraquinonas — Anel fenantrénico

Fonte: Adaptada de [24].

As quinonas possuem grande importancia, tanto do ponto de vista toxicoldgico, quanto
do seu uso farmacoldégico. Uma caracteristica importante das quinonas & de serem
oxidantes e eletrofilicas, o que confere atuagdo em ciclos redox e de reag¢des de Michel
[24].

3.3.2 LAPACHOL

O lapachol € uma naftoquinona encontrada nas plantas da familia Bignoniaceae,
popularmente conhecidos como ipés, o lapachol é extraido dos troncos dessas arvores.
Possui diversas propriedades ja relatadas na literatura, como anti-inflamatoéria, analgésica,
tripanocida, antimalaria, antibidtica ainda possuindo ac¢ao antiviral e anticancer [25].

Figura 8: Estrutura do lapachol
(0]

OH
CH,

o] CH,
Fonte: O autor.
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O lapachol é conhecido desde 1882 e teve sua estrutura elucidada em 1896 por S.C.
Hooker, sendo identificado como 2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona. Com o
devido controle do calor e pH podem ser obtidos a xiloidona e os isbmeros a-lapachona e
B-lapachona [25, 26].

3.3.3 B-LAPACHONA

A B-lapachona assim como a a-lapachona € um dos isbmeros do processo de
ciclizagéo do lapachol. Quimicamente é 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[ 1,2-b]pirano-5,6-
diona. Assim como o lapachol, a B-lapachona pode ser extraida do cerne de tronco
plantas Tabebuia avellandae, porém em menor quantidade se relacionada ao lapachol.
Encontram-se relatadas na literatura vasta gama de aplicagcbes farmacoldgicas,
apresentando ainda maior poder de atividade do que o lapachol e do isbmero a-
lapachona, por isso os pesquisadores buscam por novas atividades, bem como sugerem
modificagdes estruturais a partir de processos semissintéticos com intuito de potencializar

alguma atividade especifica em suas aplicagdes [5,7,27].

Figura 9: Estrutura dos isbmeros alfa-lapachona e
beta-lapachona.
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Fonte: O autor.

3.4 MODELAGEM MOLECULAR EM QUIMICA MEDICINAL

Uma importante area da quimica € a modelagem molecular, onde €& possivel
representar, entender e inferir propriedades da matéria se baseando em leis classicas e
quanticas da fisica e da quimica. Considerando a complexidade dos fenébmenos naturais e

suas inumeras variaveis, a modelagem foca em determinadas caracteristicas e isolam



20

sistemas para melhor entendimento de fatos locais acerca do que se pretende investigar.
Sendo assim a modelagem se ocupa de modelos tedricos para representar moléculas,
reagdes quimicas e estrutura da matéria [29]. A Modelagem Molecular (MM) e suas
representacdes permitem ainda verificar aspectos tridimensionais de reconhecimento
molecular, auxiliando o planejamento e sintese de novos compostos bioativos. A MM pode
ser aplicada ao planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (do inglés
SBDD, structure based drug design) e também baseado na estrutura do ligante (Ligand-
based drug design), principalmente quando se conhece a estrutura do receptor, sendo
assim possivel planejar analogos estruturais de ligantes que tenham maior afinidade pelo
sitio de ligagao [30].

A MM se desenvolveu muito nos ultimos anos, gragas ao maior poder computacional,
melhores softwares, avangos em quimica computacional, bem como maior difusdo e
avangos em métodos experimentais como a cristalografia de raios-x, bioquimica, biologia
molecular e ressonancia magneética nuclear [31].

Dentro da MM sdo empregados métodos classicos como a mecanica molecular e
métodos quanticos, como os ab initio e semi-empiricos. A mecanica molecular apoia-se
na descricdo classica das moléculas, considerando a estrutura das moléculas como
esferas ligadas por molas. Os fundamentos da mecanica molecular sdo as leis de
Newton, os campos de forca levam em conta comprimentos de ligagdo, angulos,
distdncias de van der Waals, ligacbes de hidrogénio, interagbes eletrostaticas e
semelhantes [11,31].

A mecanica quantica apresenta um maior refinamento nos parametros, leva em conta
a estrutura eletrénica, por outro lado exige um maior custo computacional. Os métodos
semi-empiricos assim como os métodos de mecéanica molecular utilizam parametros
experimentais para poder diminuir 0 numero de integrais a serem calculadas, porém
também utilizam o formalismo do método Hartree-Fock da mecéanica quéantica. Um dos
principais softwares usados neste campo € o MOPAC e as aproximagdes de
hamiltonianos parametrizados como MNDO, ZINDO, AM1, PM3, RM1 e PM7 [55].

Dentro do escopo da modelagem molecular aplicada Quimica Medicinal sdo usados
diversas metodologias, dentre elas podemos destacar a modelagem de proteinas quando
a mesma nao possui determinacdo experimental por RMN ou difracdo de raios-x,
dindmica molecular, ancoragem molecular (docking), QSAR entre outras. Os métodos
computacionais sdo de grande importancia na pesquisa e desenvolvimentos de farmacos

e servem como complemento para os métodos experimentais, ajudando o profissional da
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area a entender melhor a nivel molecular a relagdo entre farmacos e seus receptores
[11,32].

3.5 INTERAGOES RECEPTOR-LIGANTE

As interagdes receptor-ligante foram inicialmente propostas por Emil Fischer ainda no
século XIX, fazendo uma alusdo a relacdo mecéanica chave-fechadura, onde o ligante
seria a chave e o receptor a fechadura. Apesar de simples, explica bem a relagédo espacial
e de conformagdo que a molécula deve apresentar para poder se encaixar em um sitio
especifico do receptor que podem ser enzimas, DNA ou outros receptores celulares. A
teoria de interacdo ligante e receptor foi extrapolada para o entendimento entre os
farmacos e seus sitios de ligacdo. Mesmo a teoria tendo uma vasta gama de aplicagdes
s6 explica parcialmente o processo, pois considera apenas a conformagao da molécula e
seu encaixe perfeito, sem levar em conta parametros de flexibilidade da molécula, bem
como do receptor. Um melhoramento na teoria foi feito por Koshland introduzindo o
conceito de encaixe induzido, onde o receptor ao se ligar com o substrato mudaria sua
conformacao e assim sua atividade seria realizada, no caso de uma enzima sua atividade
catalitica seria favorecida [33].

Além da complementaridade e flexibilidade dos ligantes e da estrutura receptora, as
interacdes intermoleculares sdo mediadas por forcas que favorecem ou desfavorecem a
forma como os ligantes irdo interagir com o sitio ativo de uma enzima, por exemplo. As
forcas sdo de carater basicamente eletrostatico, como interagdées ion-dipolo ou ion-ion,
além de forcas de van der Waals. Sdo comuns alguns tipos de interagdes, como as
ligacbes de hidrogénio que séo as de maior importancia nos meios bioldgicos, pois sao
responsaveis pelas estruturas das proteinas como as alfa-hélices e folhas beta
pregueadas, além da estrutura do DNA e as interagdes de maior energia dentro dos locais
de interacdo com o ligantes. Ainda s&o citadas interagbes menos comuns como as
ligacbes de halogénio, interagdes cation-pi, anion-pi, empilhamento entre pi-pi e

interacdes hidrofdbicas [34,35].

3.6 DOCKING MOLECULAR
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Dentro da area design racional de farmacos baseados na estrutura, as técnicas
computacionais de docking molecular ou ancoramento molecular sdo as mais
amplamente utilizadas na industrias farmacéuticas e académia com importantes
resultados. Para a realizagdo de tais estudos estdo disponiveis diversos softwares de
docking pagos e gratuitos, como o GOLD, Autodock4, Autodock Vina, GLIDE, Flexx,
Molegro Virtual Docker; também estao disponiveis acessos a programas de docking por
meio de sites na internet como o DockThor do Laboratorio Nacional de Computacao
Cientifica e o SwissDock [14,35,36,37].

O ancoramento molecular se baseia na busca da conformagdao de menor energia do
ligante no receptor. Existem trés principais objetivos a serem realizados, predicdo da
pose, virtual screnning e estimativa da energia de afinidade receptor-ligante que é
estimada pela energia livre de Gibbs de ligacdo (AGig) de acordo com a seguinte
equacgao:

AGlig=AH —T AS=—RTInKeq (1.1)

onde AH é a variacao da entalpia, T € a temperatura absoluta em Kelvin, AS é a variagao
de entropia, R € a constante universal dos gases e Keq € a constante de equilibrio de
ligacdo de uma possivel reagao.

Um bom método de docking molecular deve conseguir achar a conformacéo correta
do ligante no sitio ativo do receptor, deve ser capaz de achar a pose idéntica de um
ligante cristalizado ao seu receptor. Além disso, ser capaz de em uma extensa biblioteca
de ligantes separar os que tem maior afinidade dos que tem menor afinidade pelo
receptor, método chamado de virtual screnning [14].

Para poder alcancar os objetivos pretendidos os programas de ancoramento molecular
fazem usos de parametros codificados em seus algoritmos. Os principais parametros séo
os algoritmos de busca e as fungdes de pontuagdo ou scoring. Os algoritmos de busca
procuram em diversas possibilidades os minimos locais e globais de energia, levando em
conta entidades termodinamicas como entalpia e entropia do sistema, se o processo
funciona, o minimo global de energia deve coincidir com o resultado experimental [14]. Os
principais algoritmos de busca usados séao baseados em computagao bioinspirada, como
Algoritmos Evolucionarios, além de algoritmos estocasticos baseados em Monte Carlo,
dentre outros [37].

Os algoritmos de busca geram uma grande quantidade de conformacdes dos ligantes.

Nos softwares de docking também s&o implementadas fun¢des de avaliagdo ou scoring,
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essas fungdes tem como principio fazer um ordenamento das poses de acordo com suas
energias de afinidade pelo receptor, além disso as funcbes devem ser capazes de boa
previsdo do modo de ligagdo mais adequado,quando comparados com os obtidos
experimentalmente por difragcdo de radios-x, por exemplo. As fungbes de scoring sao
modelos matematicos com diferentes termos de propriedades fisico-quimicas que se
referem as interagdes dos ligantes com o sitio de ligacdo do receptor. As funcdes de
avaliagao ainda podem ser classificadas em: baseadas em campo de forga, empiricas e
em conhecimento. As baseadas em campo de forca possuem termos classicos ou
quanticos, como interagdes de van der Waals, eletrostaticos, ligagdes de hidrogénio e
tor¢des de ligagdes quimicas. As empiricas sdo baseados em aprendizagem de maquina,
usando diversas estruturas determinadas experimentalmente como parametro, as
baseadas em conhecimento fazem uso de mecanica estatistica empregando potenciais

de forgca média [38].

Figura 10: Processo de ancoramento molecular.
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Fonte: Portal DockThor [39].

Uma forma de avaliar a qualidade do método de docking molecular é realizar o
processo de redocking. O redocking consiste em fazer o docking com o préprio ligante
cristalizado junto com a estrutura a ser estudada, para isso o ligante € removido da
estrutura e é feito o calculo de atracamento deste ligante e a proteina. O resultado obtido
€ entdo comparado a conformacgao original por sobreposicdo e €& também obtido o
parametro desvio quadratico médio RMSD (Root Mean Square Deviation). O RMSD é

uma medida de distancia dos atomos de cada uma das moléculas comparadas, o valor
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ideal de RMSD seria 0,00 A, porém diversos autores consideram o valor aceitavel RMSD
<2,0 A[40].
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado em um computador com sistema operacional Linux
Ubuntu 18.04.5 LTS, hardware com processador i3 de 2,53 GHz, 8 GB de memodria RAM
e armazenamento SSD de 128 GB. O trabalho seguiu uma ordem de atividades

computacionais que serao descritas ao longo da metodologia.

4.1 ESCOLHA DA ESTRUTURA DO RECEPTOR

A estrutura escolhida foi a Structure of SARS-CoV main protease bound to potent
broad-spectrum non-covalent inhibitor X77, determinada experimentalmente por Difragdo
de Raios-X (XRD) com uma resolugdo de 1,46 A depositada no banco de dados Protein
Data Bank sob o codigo PDB ID 6W79. A qualidade da estrutura foi analisada de acordo
com a resolugado e parametros experimentais de validacdo de estruturas disponiveis no
PDB.

Figura 11: Métrica de validacao da estrutura cristalografica da Principal Protease do SARS-
CoV-2 PDB ID 6W79.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree N 0.177

Clashscore I . 3
Ramachandran outliers IS

Sidechain outliers I

RSRZ outliers T W 2 6%
Worse Better
0 Percentile relative to all X-ray structures

[ Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Fonte: https://www.rcsb.org/structure/6W79

4.2 TRATAMENTO DO RECEPTOR

A estrutura do receptor obtida por cristalografia precisa ser tratada antes da simulagao,

para tal, foi usado o software AutoDockTools (ADT) verséo 1.5.6 [41]. A estrutura obtida
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do banco de dados PDB no formato .pdb determinada por XRD nao apresenta os atomos
de hidrogénios, desta forma foi adicionado apenas os hidrogénios polares a estrutura da
proteina, as moléculas de agua também foram removidas assim como o ligante
cristalizado, em seguida foi adicionado cargas de Kollman [42], por fim o arquivo foi salvo

no formato .pdbqt, formato reconhecido pelo programa de docking do mesmo grupo.

4.3 DESENHO E OTIMIZACAO DOS LIGANTES

Neste estudo foram usados 11 ligantes, sendo eles o lapachol e 10 derivados de

lapachonas em seus isémeros alfa e beta.

Figura 12: Ligantes usados neste estudo.
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Fonte: O autor.

Os 11 ligantes foram inicialmente desenhados no software MarvinSketch versdo 20.18
[43], as estruturas organicas 2D foram exportadas no formato .mol e na sequéncia abertas
no programa Avogadro versao 1.1.2 [44], no Avogadro as estruturas em 3D tiveram suas
geometrias otimizadas por Mecanica Molecular com campo de forca MMFF94 (Merck
Molecular Force Field 94) [45], com 50 passos por atualizagdo e algoritmo Steepest
Descent. Ainda no Avogadro, foi gerado um arquivo de input para o programa
MOPAC2016 [46] no formato .mop, o0 MOPAC2016 € um programa de quimica quantica
computacional baseado em métodos semi-empiricos.

Para input no MOPAC2016 os parametros adicionados foram o método de otimizacao
geométrica usando o PM7 (Parametric Method 7 Halmitonian) [47], além de flags
GNORM=0.01, GRAPHF e PDBOUT, todos adicionados no arquivo de texto .mop. Os

calculos foram feitos no MOPAC2016 a partir do terminal do Linux e os resultados de
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saida usados para coleta de informagdes geométricas, de energia e eletrénicas. Um dos
arquivos de saida é a geometria otimizada no formato .pdb usados para o preparo dos
ligantes para os calculos de docking molecular.

O arquivo pdb obtido da otimizagcdo geométrica foi aberto no input de ligantes do
programa AutoDockTools e foi adicionado cargas de Gasteiger [48], removidos os

hidrogénios n&o polares e assinalado ligagdes rotacionaveis.

4.4 VALIDACAO DO METODO DE DOCKING

Antes de serem feitos os calculos de ancoramento molecular com os ligantes
otimizados, foi realizado o procedimento de redocking, onde o ligante X77 cristalizado
com a proteina foi removido e realizado o docking junto a proteina. Os parametros de
coordenadas de centro e o tamanho da caixa grid box (regido no espaco onde o ligante é
docado) estao explicitos nas figuras 13 e 14. Apos a redocagem foi feito aliamento entre a
estrutura do ligante X77 cristalizado com relagdo ao obtido pelo calculo de docking e foi
avaliado o valor de RMSD, bem como inspec¢ao visual das estruturas tridimensionais de

ambos, este processo foi feito no programa PyMOL v. 2.4.1 [49].

Figura 13: Parametros e valores necessarios para o local de ancoramento

na proteina.
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Fonte: O autor, a partir do AutoDockTools v. 1.5.6.
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Figura 14: Visado da grid box no sitio ativo da principal protease do SARS-CoV-2.

Fonte: O autor, a partir do AutoDockTools v. 1.5.6.

4.5 DOCKING MOLECULAR

A simulagdo computacional de docking foi realizada com o software AutoDock Vina
versao 1.2.1, este programa € um dos mais amplamente utilizados para realizagcado de
docking molecular e virtual screening. Este software apresenta uma grande acuracia e
rapidez na realizagdo dos calculos, pois apresenta implementado em seu codigo a
capacidade de uso de multithreading, uso mais eficiente dos nucleos do processador e
memoria. O programa funciona com algoritmo Iterated Local Search Global Optimizer e
desta forma faz uma busca estocastica global pelo minimo de energia, além de
parametros de mutagao e otimizagao local com o método de busca Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno, obedecendo ao critério de Metropolis [50]. O programa n&o apresenta
interface grafica e funciona diretamente no terminal do Linux, para isso é preciso utilizar
um input em formato txt que sera lido e processado pelo software, neste arquivo de
configuracao é necessario informar qual o receptor, o ligante e informacdes referentes de

centro e tamanho da grid box.
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Tabela 2: Parametros de configuragéo

Parametros Valores
N° de pontos em X 36
N° de pontos em Y 36
N° de pontos em Z 36

Espacamento 0.375

Centro em X 15.00

CentroemY -30.00

Centroem Z 23.00

exhaustiveness 8
N° de modos

Fonte: O autor.

Foi considerado apenas o primeiro modo de cada molécula, médulo de menor energia
de afinidade. Os resultados foram obtidos e também utilizados para calculo da constante

de inibi¢ao tedrica calculada cKi, de acordo com a equacé&o abaixo [51]:
K; = exp(AG * 1000) /RT) (1.2)

onde AG é é a energia de afinidade obtida do docking, R é a constante universal dos
gases dada por 1.987 cal K" mol ', T é a temperatura absoluta dada por 298.15 Ke Ki é a
constante de inibicdo em nM, para converter de nM para uM basta multiplicar o resultado
por 1 000 000.

4.6 ANALISE DAS INTERAGOES INTERMOLECULARES

A analise das interacdes intermoleculares foram feitas por inspecéao visual da estrutura
tridimensional entre o ligante e a proteina e a medigéo das distancias das interagbes com
o software PyMOL. Também foram geradas imagens das intera¢gdes em duas dimensdes

com mapas de interagdes obtidas através do programa LigPlot+ [52].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTRUTURAS OTIMIZADAS

Dentre as 11 estruturas estudadas, 3 apresentam em estado ionizado em pH
fisiologico de 7,4, sdo elas as 1e, 2e e o lapachol.Sendo assim, essas estruturas foram
utiizadas em seu estado ionizado nos calculos de mecanica molecular, mecanica
quantica por método semi-empirico e docking, para ter uma melhor aproximagao de seu

comportamento no organismo.

Figura 15: Estruturas ionizadas em pH fisiologico de 7,4.
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Fonte: O autor, a partir do MarvinSketch

Os ligantes otimizados pelo MOPAC2016 estdo representados pela figura 16, os
métodos semi-empiricos sdo muito eficazes em otimizar moléculas orgéanicas de
tamanhos médio a grandes sistemas, como proteinas. Foi obtido paréametros
geométricos, como area e volume molecular, além de informagdes energéticas e de
Orbitais Moleculares de Fronteira HOMO e LUMO na tabela 3. Tais parametros foram

buscados tentando relacionar a estrutura com a atividade molecular.
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Figura 16: Estruturas dos ligantes otimizadas por PM7 no MOPAC2016.
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Fonte: O autor.



Tabela 3: Propriedades obtidas a partir de calculo semi-empirico com PM7.
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Estrutura Ligantes AH; E total Dipolo E Homo E Lumo Area
kcal.mol"! eV D eV eV A?

° o 1a -85,528 -2917,095 1,094 -9,420 -1,445 256,19
0 2a -84,519 -2917,036 6,252 -9,224 -1,363 255,45

2a
0 N 1b -80,587 -3125,974 1,883 -9,735 -1,631 273,83
o 2b -79,633 -3125,916 6,221 -9,498 -1,555 272,60

2b

0 . 1c -67,427 -3126,884 2,143 -9,167 -1,616 280,51
2c -66,441 -3126,825 6,306 -9,215 -1,539 279,39

2c
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o . 1d -87,137 -3677,383 4,134 -10,038 -1,833 277,86
1Od
2d -86,134 -3677,324 6,915 -9,742 -1,758 276,11
2d
g o 1e -251,057 -3968,438 16,370 -6,161 0,791 291,07
1e
2e -250,867 -3968,413 16,500 -6,212 0,842 288,73
2e
0 Lapachol -124,427 -2905,462 4,762 -4,503 2,432 263,80

Fonte: O autor.

De acordo com os dados obtidos e exibidos na Tabela 3, é possivel afirmar a priori que
os isbmeros a-lapachona e seus derivados apresentam menor energia de formacéao e
energia total, o que pode indicar que tais moléculas sdo mais estaveis do que seus
respectivos isbmeros (. Dentre as de menor energia temos os ligantes 1e, 2e e o
Lapachol, respectivamente, estes no pH fisiolégico apresentam em seus estados
ionizados e sendo assim apresentam carga negativa.

Os ligantes de maior energia sdo os 2c¢, 1c e 2b, o que pode indicar que tais
moléculas sejam mais instaveis do que as demais. Os paradmetros de area e volume séo

importantes no estudo de docking molecular, pois na relagdo do ligante com o sitio de
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ligagdo de um receptor as moléculas interagem por interagdes eletrostaticas, de
interacdes nado ligadas, os fatores estéricos também influenciam. Uma molécula muito
grande pode ndo adentrar num determinado sitio e fazer as interagées necessarias para
obtencdo da atividade biolégica, moléculas pequenas demais podem né&o ter os grupos
farmacoféricos nas distancias necessarias para uma adequada complementaridade.

A teoria dos orbitais moleculares nos ajuda a entender melhor sobre propriedades das
moléculas, como dureza e reatividade. Altas diferencas entre os orbitais de fronteira
HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied molecular orbital)
indicam que sdo moléculas duras, enquanto menores diferengas de energia entre estes
orbitais indicam espécies moles, de acordo com a teoria de Pearson. Quanto maior a
diferenca também indicam espécies quimicas mais estaveis e menos reativas, enquanto
menores valores HOMO-LUMO indica que a espécie quimica em questao € mais reativa
[53].



Figura 17: Estruturas dos ligantes evidenciando os orbitais HOMO.
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Lapachol

Fonte: O autor.
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Figura 18: Estrutura dos ligantes evidenciando os orbitais LUMO.

Lapachol

Fonte: O autor.

As propriedades eletrostaticas dos ligantes sdo de grande interesse, pois
reconhecendo as regides da molécula com propriedades de maior ou menor densidade de
carga € possivel antecipar grupos de maior ou menor densidade eletrénica e que podera
interagir com o sitio receptor com interagcées atrativas e repulsivas dependendo das
caracteristicas dos residuos de aminoacidos. A Figura 19 mostra as superficies de

potencial eletrostatico dos 11 ligantes, onde a cor que tende para o vermelho apresenta
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maior densidade de carga, enquanto a cor deslocada para o azul regides de baixa

densidade de carga.

Figura 19: Superficie de potencial eletrostatico dos ligantes.

5 Lapachol

Fonte: O autor.

Na Figura 19 as regides em azul tem maior potencial de realizar interacdes
hidrofébicas, enquanto as regides em vermelho tem maior potencial como aceptores de
ligacbes de hidrogénio. Os anéis benzénicos apresentam maior densidade de carga no
centro do anel e menor densidade nas extremidades, estas regides podem participar de

interacbes como as pi-pi com o sitio ativo do receptor.
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5.2 ANALISE DO REDOCKING

O procedimento de redocking do ligante co-cristalizado X77 com a enzima do virus
SARS-CoV-2 PDB ID 6W79, feito com os procedimentos e parametros descritos no item
4.4 da metodologia, obteve resultados satisfatorios, onde RMSD < 2,0A valida a
metodologia empregada no docking [54]. A sobreposi¢cao da estrutura cristalografica e da
obtida pelo célculo de docking resultou em RMSD de 0,856 A e energia de ligacdo -9,0

kcal.mol-1. A Figura 20 mostra a sobreposi¢ao das estruturas.

Figura 20: Sobreposicdo do ligante X77 co-cristalizado em azul e o ligante obtido por docking em
amarelo, RMSD=0,856A.

Fonte: O autor.

Tais resultados do redocking validaram a metodologia e o software na capacidade de
predicao e acuracia da conformacao proxima a obtida experimentalmente por difracdo de
Raios-X. Desta forma o mesmo método foi usado para calculo de docking com os 11

ligantes deste trabalho.

5.3 ANALISE DO DOCKING E INTERAGOES INTERMOLECULARES
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Neste estudo foram obtidas 11 conformacdes, 1 conformagao ou pose para cada um
dos ligantes, sendo esta a conformacao de menor energia de ligagcado entre o ligante e a
enzima, classificado de acordo com a funcdo de pontuagao implementada no Autodock
Vina. Os resultados de energia de ligagcao e constante de inibicdo calculada estao listados

na tabela 4.

Tabela 4: Energia de ligagéo e constante de inibi¢cao tedrica para os 11 ligantes naftoquindnicos.

Ligantes Energia de afinidade Constante de Inibi¢ao Ki
(kcal.mol") (uM)
Lapachol -7,1 6,24
1a -7,5 3,18
2a -7,0 7,39
1b -7,7 2,27
2b -7,4 3,76
1c -7,7 2,27
2c -7,5 3,18
1d -7,9 1,62
2d -7,8 1,91
1e -8,1 1,15
2e -8,5 0,59

Fonte: O autor.

O lapachol é usado como precursor para a sintese dos demais ligantes usados neste
estudo, por isso, o lapachol também foi incluido para fins de comparagdo. Em
comparagao com os demais o lapachol apresentou valor proximo de energia livre de
ligagdo com a enzima e valor 0,1 kcal.mol”" menor do que o composto 2a. O lapachol
apresentou ligagdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos His41, Ala46 e Thr25,
sendo que neste caso o lapachol atuou apenas como receptor das ligacdes de hidrogénio
através dos oxigénios das carbonilas, as interagcdes e comprimentos de ligacbes podem

ser visualizados na figura 21.

Na figura 21 é possivel observar uma ligacdo de hidrogénio de 2,6 A com a Histidina-
41, 2,8 A com a Treonina-25 e 3,5 A com a Alanina-46. Tais interacdes somadas as
interagbes hidrofébicas evidenciam a estabilidade da interagao entre o ligante e a enzima,

obtendo um AG,y satisfatério. Um fato importante para ser destacado é a ligagdo de
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hidrogénio envolvendo a His-41, por se tratar de um residuo essencial para atividade

catalitica da enzima, desta forma o lapachol se mostra um potencial inibidor.

Figura 21: Interagbes entre o lapachol e residuos de aminoacidos do sitio ativo da
MP® do SARS-CoV-2.

Fonte: O autor.

Outra forma de visualizar as interagcdes entre o ligante e a enzima é através de
diagrama em duas dimensdes obtidas através do LigPlot+, na figura 22 €& possivel

observar as interagdes hidrofdbicas e a ligagdes de hidrogénio.
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Figura 22: Diagrama 2D obtido com o software LigPlot+ de interacdes do
lapachol com o sitio ativo da MP° do SARS-CoV-2.

Thr45(A)

I

His41(A)
Cysdd(A)

GIn189(A \\‘)U.LLQ/ PIST(A)
% Tyr54(A)

Metd9(A)

Fonte: O autor.

Como é possivel notar o LigPlot+ calculou de forma diferente e obteve comprimento
de ligacao diferente do obtido em 3D a partir do PyMOL, por isso é sempre importante
fazer uma inspecéo visual de forma tridimensional.

O resultado do docking dos demais ligantes convergiram de forma que todos ligaram-
se ao sitio ativo da enzima no mesmo local, como € mostrado na figura 23. Os derivados
sulfonados tiveram as melhores energias de afinidade, sendo o 1e com -8,1 kcal.mol™ e o
2e com -8,5 kcal.mol”. Em seguida, os compostos nitrados apresentaram melhores

energias, sendo o 1d com -7,9 kcal.mol" e o composto 2d com -7,8 kcal.mol™.
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<

Figura 23: Unido de todos os ligantes no sitio ativo da M?™® do SARS-CoV-2.

Fonte: O autor.

Figura 24: Grafico que relaciona as energias de afinidade e constante de inibigdo tedrica dos 11
ligantes estudados.

10 10
8 8
6 6
4 4
2 2 I Fnergia de afinidade
0 0 (kcal.mol-1)
Constante de Inibig&o Ki
2.0 2 (UM)
@Q(b'
V
-4 -4
-6 -6
-8 -8
-10 -10

Fonte: O autor.
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A figura 24 mostra que a as energias de afinidade nao tiveram uma grande variacgéo,
por outro lado, a constante de inibicdo evidencia que mesmo pequenas diferengas nas
energias de afinidade geram uma diferenca significativa em suas constantes de inibigdo. A
constante de inibicdo calculada nao reflete os seus valores reais experimentais, porém
serve de parametro para ter nogao do padrao de inibigao real, quanto menor a constante
de inibicdo melhor sera a capacidade do ligante se fixar e inibir a capacidade catalitica
que a enzima realiza. Para o desenvolvimento de moléculas bioativas que tem como alvos

enzimas é desejavel que possua estas caracteristicas.

Figura 25: Interagbes 3D e diagrama 2D do composto 1a (a-lapachona) com os residuos dos
aminoacidos da MP® do SARS-CoV-2.

Glyl43(A)

Z

Cysd4(A)

Argl188(A)

Fonte: O autor.

As interagbes do ligante 1a (o-lapachona) sdo do tipo hidrofébicas, a parte
tridimensional da figura 25 ainda mostra interagbes do tipo empilhamento -1 entre o
anel benzénico do ligante e imidazol do residuo da Histidina-41. A composi¢cao das
interagdes ajudam a estabilizar o ligante no sitio ativo.

A B-lapachona é o isbmero da a-lapachona, neste estudo identificada como 2a, em
comparagao ao seu isbmero a 2a obteve também interagdes hidrofdbicas, mas sem
interacdes do tipo 1r-1r € com isso apresentou energia de afinidade maior do que 1a, -7,0

kcal.mol™.
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Figura 26: Interagcbes 3D e diagrama 2D do composto 2a (B-lapachona) com os residuos dos
aminoacidos da MP™ do SARS-CoV-2.

9
Cys44(4)
His41(A)
\ Ellg In189(A)

\ Tyr54(A)
Asp187(A S»LLL%
Metd9(A)
g188(A)

Thr25(A)

ZoN

Fonte: O autor.

Figura 27: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 1b com os residuos dos aminoacidos da Mpro

do SARS-CoV-2.
Asp187(A
e =

Hii::%
Cys“:%

%:43(1\)

Fonte: O autor.

Mesmo apresentando interagbes puramente hidrofébicas a adigdo de bromo melhorou

a energia de afinidade de -7,5 para -7,7 kcal.mol .
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Figura 28: Interacbes 3D e diagrama 2D do ligante 2b com os residuos dos aminoacidos da MP™® do
SARS-CoV-2.

/

Fonte: O autor.

Como o padréao de atividade dos isébmeros beta, o composto 1b apresentou melhor
afinidade pela enzima do que o isébmero 2b. As interacbes que ocorrem sado devido a
somatoria de interagdes de carater hidrofobico, pois ndo apresentam ligagdes de carater
polar, como as interagdes de hidrogénio.

O ligante 1c que possui um iodo em sua estrutura apresentou caracteristicas

semelhantes ao 1b que também possui um halogénio em sua estrutura que € o bromo,

\

N

Gly143(A
2
| r’c’l

ALl

I{lsl-j%

ambos apresentaram energia de afinidade -7,7 kcal.mol .
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Figura 29: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 1¢ com os residuos dos aminoacidos da MP*° do
SARS-CoV-2.

Tyrs4(A)

133(.5.)
Asj:;;\g 1165(A)

m;:‘%

Cysdd(A)

Gly143(4)

Fonte: O autor.

Seguindo a tendéncia, o ligante 2c obteve menor afinidade pela enzima em

comparagao ao seu isémero 1c.

Figura 30: Interagdes 3D e diagrama 2D do ligante 2c com os residuos dos aminoacidos da
Mpro do SARS-CoV-2.

Cys145(A)

Thr25(A)

Glyl43(A

His41(A)

Fonte: O autor.
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Os compostos 1d, 2d, 1e e 2e tiveram as melhores energias de afinidade dentre os 11
ligantes estudados, o que pode sugerir que os grupos nitro e acido sulfénico sdo grupos
importantes para ter uma melhor atividade. Este fato € mostrado também pelas
interacbes que os ligantes fazem com o sitio ativo da enzima do SARS-CoV-2, serédo
apresentadas imagens das intera¢des analisadas nas imagens seguintes.

Estudo semelhante de Virtual Screnning com os farmacos usados no tratamento da
COVID-19 como a hidroxicloroquina e azitromicina obteve resultados inferiores aos
obtidos neste estudo, sendo o melhor resultado -6,6 kcal.mol™” para a ruxolitinibe e pior -
5,0 kcal.mol”" para a hidroxicloroquina [4]. O que mostra o potencial dos derivados
naftoquinénicos como possiveis inibidores da M"*°, bem como a investigagdo de inumeras
outras quinonas naturais e sintéticas.

Dos 11 ligantes, 5 sao derivados da a-lapachona e 5 sao derivadas da B-lapachona e
o lapachol. As cinco moléculas derivadas da a-lapachona identificadas neste estudo como
1a, 1b, 1c, 1d e 1e foram as que apresentaram menores energia de formacdo, energia
total, energia HOMO e LUMO e também momentos de dipolo, obtidos a partir de calculos
semi-empiricos usando meétodo PM7, representados na tabela 3. Além destas
propriedades, os mesmos compostos também apresentaram menores energia de
afinidade (AGig) 0 que os torna também melhores inibidores por ter menor energia para
ligar-se a enzima. Todos os 11 compostos apresentaram boa complementariedade
estérica no sitio ativo, sendo os os ligantes 2a, 2b, 2c, 2d e 2e tiveram um maior volume

molecular.
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Figura 31: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 1d com os residuos dos aminoacidos da MP™® do
SARS-CoV-2, tracejado amarelo no anel representam interagées do tipo t-stacking e os oxigénios do
grupo nitro fazendo ligagdo de hidrogénio com o residuo Gly143, AGj,=-7,9 kcal.mol™ .
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Fonte: O autor.

Figura 32: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 2d com os residuos dos aminoacidos da Mpro do
SARS-CoV-2, tracejados amarelos representando ligagdes de hidrogénio com a Thr25, His41, Gly189
e Tyr54, AG;4=-7,8 kcal.mol™".

Met49(A)

%ﬁ:ﬁ

Asp187(A)

Fonte: O autor.
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Figura 33: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 1e com os residuos dos aminoacidos da Mpro do
SARS-CoV-2, tracejados mostrando liga¢des de hidrogénio com a Tyr25, His41, Tyr54 e Gly189,

AGj;=-8,1 kcal.mol ™.

Argl188(A = -
: o Hisd1(A)

Cysdd(A)

Gly143(A)

g'\:zsm

Fonte: O autor.

Figura 34: Interagbes 3D e diagrama 2D do ligante 2e com os residuos dos aminoacidos da Mpro do
SARS-CoV-2, tracejados amarelos representam ligacdes de hidrogénio com Thr25, Tyr54, Arg188 e

Gly189, AG;,=-8,5 kcal.mol ™.
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Fonte: O autor.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir do presente estudo € possivel concluir que as naftoquinonas sao potenciais
inibidores para a principal protease do virus SARS-CoV-2.

As 11 moléculas apresentaram bons resultados quanto a sua energia de afinidade
frente a enzima, usando a técnica de docking molecular. Além do fato de apresentarem
resultados promissores em comparagcdo aos da literatura usando os principais
medicamentos do tratamento da COVID-19 como hidroxicloroquina e azitromicina.

Com relacao a comparacao de afinidade entre os isdbmeros derivados da a-lapachona
e os derivados da B-lapachona, os derivados da a-lapachona apresentaram as melhores
energias de afinidade e consequentemente melhor potencial de inibi¢ao.

O lapachol é um reagente de partida para a sintese dos demais compostos e o
lapachol em si apresentou resultados promissores, obtendo energia de afinidade inferior
ao composto 2a (beta-lapachona).

Das propriedades moleculares, os derivados da a-lapachona apresentaram menores
energias de formagao e total, o que pode sugerir que tais compostos sdo mais estaveis
que seus respectivos isbmeros beta.

Os derivados da B-lapachona possuem volumes moleculares ligeiramente maiores, o
que junto ao fato da conformacédo de suas carbonilas estarem préximas diminuir suas
possibilidades de ligagdes de hidrogénio. Fora o fato de serem termodinamicamente
menos estaveis do que os seus isdbmeros a. Estes fatores parecem contribuir para terem
menor afinidade.

Os melhores ligantes foram os 1d e 2d que apresentam o grupo nitro e os 1e e 2e que
apresentam o grupo acido sulfénico. Tais grupos possibilitam ligacdes de hidrogénio
favoraveis, além de menores energia de formacgao e totais.

Um estudo mais detalhado usando dinamica molecular e métodos mais robustos de
otimizagcdo das moléculas e calculos de propriedades moleculares poderdao fornecer
informagdes ainda melhores a respeito das moléculas e da interagdo com o sitio ativo.
Outro método adicional seria considerar a proteina flexivel, ou pelo menos os residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da MP™.

Avaliagdes in vitro e in vivo poderao testar a validade experimental deste trabalho de

modelagem molecular.
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