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RESUMO: No final de 2019, um novo
coronavirus (SARS-CoV-2) surgiu na China
causando a maior pandemia viral dos ultimos
tempos. A inexisténcia de medicamentos
especificos ocasionou uma incessante corrida
para reposicionamento de farmacos no meio
cientifico, para identificacdo de moléculas
promissoras no tratamento da COVID-19. A

Expansao do conhecimento e inovacgao tecnoldgica no campo das ciéncias

farmacéuticas 3

FARMACO PARA COVID-19

NSP9 é uma replicase que esta associada a
replicagdo viral do SARS-CoV-2 e, portanto,
representa um importante alvo para compostos
inibidores. O 4-terpineol € um monoterpeno
com inumeras propriedades farmacolégicas,
entre elas atividade antimicrobiana e antiviral.
O presente estudo adotou como objetivo fazer
simulagbes de docking molecular entre a NSP9
e (-)-4-terpineol. As moléculas foram obtidas
em base de dados publicas (PDB e ZINC). Foi
utilizado o programa Autodocktools 1.5.6 para as
simulagdes de docking, enquanto que as analises
das interagbes e analise visual dos complexos
foram realizados no programa DS-Discovery
Studio. As energias de ligagdo obtidas tiveram
valores negativos variando de -4.39 a -4.19 kcal/
mol. O monoterpeno interagiu com 8 amino&cidos
do sitio catalitico da enzima, sendo a maioria
hidrofébicos. Ocorreu a formagéao de uma ligagéo
de hidrogénio entre a ARG40 e o grupamento
hidroxila do ligante. As outras interacbes foram
representadas por ligagcdes do tipo alquil e pi-alquil
promovidas por trés aminoacidos e interacdes de
van der Walls com outros quatro aminoacidos.
Estes resultados indicam uma afinidade entre o
ligante e o sitio ativo da enzima. O 4-terpineol é
um candidato interessante para ensaios in vitro e
in vivo visando determinar o potencial de inibicdo
viral do SARS-CoV-2.

PALAVRAS - CHAVE: Bioinformatica estrutural
e aplicada, Inibicdo viral, Modelagem molecular,
Prospecc¢éo de farmacos.
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TERPINEN-4-OL (-)4TRP AS A DRUG CANDIDATE FOR COVID-19
ABSTRACT: In late 2019, a new coronavirus (SARS-CoV-2) emerged in China causing the
biggestviral pandemicinrecenttimes. Theinexistence of specific medications ledto anincessant
race for the repositioning of drugs in the scientific world, to identify promising molecules for the
treatment of COVID-19. NSP9 is a replicase that is associated with viral replication of SARS-
CoV-2 and therefore represents an important target for inhibitor compounds. Terpinen-4-ol is a
monoterpene with numerous pharmacological properties, including antimicrobial and antiviral
activities. The present study aimed to perform molecular docking simulations between NSP9
and (-)-terpinen-4-ol. The molecules were obtained from a public database (PDB and ZINC).
The Autodocktools 1.5.6 program was used for the docking simulations, while the interaction
analysis and visual analysis of the complexes were performed using the DS-Discovery Studio
program. The binding energies obtained had negative values ranging from -4.39 to -4.19
kcal/mol. The monoterpene interacted with 8 amino acids from the enzyme’s catalytic site,
most of which were hydrophobic. A hydrogen bond was formed between the ARG40 and
the hydroxyl group of the ligand. The other interactions were represented by alkyl and pi-
alkyl bonds promoted by three amino acids and van der Walls interactions with four other
amino acids. These results indicate an affinity between the ligand and the active site of the
enzyme. Terpinen-4-ol is an interesting candidate for in vitro and in vivo assays to determine
the potential for viral inhibition of SARS-CoV-2.

KEYWORDS: Structural and Applied Bioinformatics, Viral Inhibition, Molecular Modeling,
Drug Prospecting.

11 INTRODUGCAO

No final de 2019, um novo coronavirus denominado como SARS-CoV-2 surgiu na
cidade de Wuhan, China, e causou um surto de pneumonia viral incomum. A sindrome
respiratéria aguda grave causada por esse virus altamente transmissivel, conhecida como
Doencga do Coronavirus-2019 (COVID-19), rapidamente se espalhou por todo o mundo e,
em 11 margo de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou a COVID-19
como uma pandemia (HU et al., 2020; WANG et al., 2020). Até o final de maio de 2021,
foram registrados mais de 171 milhbes casos e 3,5 milh6es de mortes por COVID-19
(CORONAVIRUS RESOURCE CENTER, 2021).

COVID-19 é, até o momento, a terceira doenga humana altamente patogénica
causada por coronavirus. Embora menos mortal do que SARS e MERS, a rapida
propagacao desta doenca altamente contagiosa representou a ameaga mais severa para
a saude global neste século. O surto de SARS-CoV-2 ja dura mais de um ano e é provavel
que este virus emergente estabelega um nicho em humanos e coexista conosco por muito
tempo (HU et al., 2020).

Compreender a virologia dos coronavirus, os métodos para controlar sua
disseminagéo e dispor de tratamentos eficazes séo tarefas necessarias para manter a saude
global e a estabilidade econ6mica. A inexisténcia de medicamentos especificos contra o
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SARS-CoV-2 ocasionou uma incessante corrida no meio cientifico para reposicionamento
de farmacos e identificacdo de moléculas promissoras no tratamento da COVID-19.

O tratamento de infeccbes causadas pelos coronavirus tém se concentrado nas
seguintes estratégias terapéuticas: vacinacdo com a glicoproteina Spike presente no
envelope do SARS-Cov-2 e direcionamento de pequenas moléculas inibidoras cujos alvos
s&@0 enzimas virais conservadas (LITTLER et al., 2020).

O genoma viral do SARS-CoV-2 codifica 29 proteinas, muitas das quais poderiam
servir como alvos potenciais para drogas antivirais. Dentre essas proteinas, a proteina
spike (S), as proteases C-like e as proteinas do nucleocapsideo tém ganhado interesse
crescente devido aos seus papéis relevantes no reconhecimento da célula hospedeira,
replicacao viral, processamento e formacao da estrutura do nucleocapsideo (HOLANDA et
al., 2021).

Adicionalmente, algumas proteinas ndo estruturais dos coronavirus parecem
importantes para a replicagdo viral no SARS-CoV e influenciam sua patogénese.
Considerando a homologia com SARS-CoV-2, essas proteinas ndo estruturais séo alvos
de interesse, devido as possiveis fungdes conservadas dentro do ciclo de reproduc¢éo viral.
Dentre essas proteinas, a proteina NSP9 (do inglés non strutural protein 9) presumidamente
medeia a replicacdo viral e a viruléncia. Acredita-se que a NSP9 se liga ao RNA de uma
forma exclusiva nos betacoronavirus, entretanto as bases moleculares precisam ser melhor
elucidadas (LITTLER et al., 2020).

De acordo com Sutton et al. (2004), a NSP9 possivelmente desempenha fungdes
multiplas no ciclo de replicagdo dos coronavirus, interagindo com outras proteinas para a
formagao do complexo de replicacao viral. Dessa forma, a NSP9 € um importante alvo para
a busca de candidatos a farmacos antivirais que atuem como inibidores da replicagdo do
SARS-CoV-2.

Dentre os possiveis candidatos a farmaco, os terpendides tém apresentado
variadas propriedades farmacologicas. O monoterpeno 4-terpineol (4TRP) é um metabdlito
secundario encontrado no 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche)
Cheel (TIGHE et al., 2013), Croton argyrophylloides Muell Arg (MORAIS et al., 2006) e
Alpinia zerumbet “Variegata” (MACEDO et al., 2013). O 4TRP tem diversas atividades
farmacolbgicas demonstradas, incluindo atividade antimicrobiana (NINOMIYA et al., 2013)
e antiviral (GAROZZO et al., 2009).

O presente estudo adotou como objetivo fazer simulagdes de docking molecular
para prever a interacé@o entre a proteina NSP9 e o monoterpeno (-)-4-terpineol.

21 METODOLOGIA

Para avaliagcdo preliminar do potencial do 4-terpineol como candidato a farmaco
como inibidor viral do SARS-CoV-2 foi utilizada uma abordagem in silico a partir de ensaios
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de Docking Molecular. As estruturas do ligante e da proteina foram obtidas de bases de
dados publicas.

A estrutura tridimensional (3D) do (-)-4-terpineol, (-)4TRP, foi obtida na base de
dados de pequenas moléculas, ZINC database (https://zinc.docking.org/), com o cédigo de
acesso ZINC04262096 (Figura 1).

O

Figura 1. Visualizagdo 2D (A) e 3D (B) do ligante (-)-4-terpineol.

A estrutura tridimensional da NSP9 (PDB ID: 6W4B) foi obtida no banco de dados
PDB - Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), elucidada por meio de cristalografia de
raios-X e apresentando uma resolugéo de 2.95 A. (Figura 2).

Figura 2. Estrutura do homodimero da proteina NSP9 do SARS-CoV-2 (PDB ID: 6W4B). As duas
cadeias polipeptidicas estéo representadas nas cores laranja e verde.
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As simulacbes de docking proteina-ligante foram realizadas no programa Autodock
Tools 1.5.6 (MORRIS et al., 2009), por meio de docking semirrigido, no qual o receptor
foi considerado na sua estrutura rigida e o ligante como flexivel. O grid foi configurado
para abranger o méaximo de pontos (126x126x126) com cobertura da estrutura completa
da proteina. Os calculos realizados para docking e obtencéo dos complexos com menor
energia foram realizados por meio do Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) com os
seguintes parametros: 10.000 réplicas, populacéo de 150 individuos, 2.500.000 avaliagbes
de energia, 27.000 geragdes. As taxas de mutacéo e cruzamento foram respectivamente
0,02 e 0,8. Foram, entéao, gerados 10 melhores complexos e ordenados com base no ranking
de menor energia. As estruturas tridimensionais (3D) dos complexos foram avaliadas no
software Discovery Studio. Adicionalmente, os residuos do sitio catalitico foram inferidos
pelo programa GHECOM (https://pdbj.org/ghecom/) (KAWABATA, 2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 complexos gerados pelo docking molecular apresentaram energias de ligagao
com valores negativos variando de -4.39 a -4.19 kcal/mol. A partir de tais valores negativos
€ possivel inferir que é termodinamicamente favoravel a existéncia das moléculas formando
um complexo. Os resultados de energias de ligacao e constantes de inibicdo (Ki) para as
cinco melhores conformagdes estdo mostrados na Tabela 1. A visualizagéo 3D do complexo
de menor energia no software Discovery Studio esta mostrada na Figura 3.

Energia livre de Energia

Complexo ligacao intermolecular Ki Pontes de hidrogénio
1 -4,43 kcal/mol -5,03 kcal/mol 566,8 uM A:ARG40:0 - <0>H18
2 -4,39 kcal/mol -4,99 kcal/mol 600,41 uM -
3 -4,37 kcal/mol -4,96 kcal/mol 628,14 uM A:ARG40:0 - <0> H18
4 -4,28 kcal/mol -4,87 kcal/mol 733,9 uM A:ARG40:0 - <0> H18
5 -4,28 kcal/mol -4,87 kcal/mol 732,38 uM A:ARG40:0 - <0> H18

Tabela 1. Resultado dos cinco melhores complexos do (-)4TRP com a NSP9.

O monoterpeno (-)4TRP interagiu com oito aminoacidos do sitio catalitico da enzima,
sendo a maioria hidrofobicos (Figura 4). Ocorreu a formagéo de uma ligagao de hidrogénio
entre o residuo ARG40 e o grupamento hidroxila do ligante (-)4TRP. As outras interacbes
foram representadas por ligagcdes do tipo alquil e pi-alquil promovidas por trés residuos
(PHE57, ILE66 e VAL42) e interagcbes de van der Walls com outros quatro residuos (PRO58,
LYS59, THR68 e PHE41). O putativo sitio de ligagédo do (-)4TRP faz parte do sitio catalitico
predito para a NSP9 pelo programa GHECOM, conforme mostrado na Figura 5.
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Figura 3. Representagao do sitio catalitico da NSP9 com o ligante (-)4TRP visualizado no Discovery
Studio. Representados em verde estéo a cadeia A da NSP9 e os residuos de ancoragem e
representado em azul, o ligante (-)4TRP.
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Figura 4. Diagrama 2D representando as interacdes entre o (-)4TRP e os residuos da NSP9 obtido no
software Discovery Studio.
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Figura 5. Representacdo 3D (A) e grafica (B) dos sitios ativos preditos pelo programa GHECOM.
Observa-se que os residuos que interagiram com o ligante (-)4TRP nas simulac6es de docking
encontram-se no cluster 1, representado em vermelho.

Estes resultados indicam uma afinidade entre o (-)4TRP e o sitio catalitico na NSP9,
sugerindo que esse monoterpeno possa atuar como um possivel inibidor dessa enzima.
Resultados semelhantes foram obtidos por Maia et al. (2020) em ensaios de docking
molecular com o monoterpeno mentol e a NSP9 cujas energias de ligagéo variaram entre
-5,05 kcal/mol a -4,22 kcal/mol.

41 CONCLUSAO

O monoterpeno 4-terpineol é um candidato interessante para realizagado de outros
ensaios in silico, além de ensaios in vitro e in vivo, visando determinar o potencial de
inibicao viral do SARS-CoV-2. Vale ressaltar que esses ensaios sdo necessarios antes de
qualquer possibilidade de uso medicamentoso do 4-terpineol para tratamento especifico da
COVID-19.
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