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DOCKING MOLECULAR EVIDENCIA O MENTOL
COMO POTENCIAL INIBIDOR DE UMA PROTEINA
DE REPLICACAO VIRAL (NSP9) SARS-COV-2

m meados de janeiro de 2020 co-

mecaram a ser divulgadas notifi-
cacoes a respeito do coronavirus (CO-
VID-19) que teria surgido na regiao
de Whuang, na China. Desde entao,
as pessoas tém sido contaminadas e
a doenca tem se espalhado pelo mun-
do. e ampliou o nimero de casos e de
Obitos que se tornaram alarmantes.
Em 11 de marco, a OMS (Organizacao
Mundial da Saude) declarou o sur-
to uma epidemia global. Em marco,
foi disponibilizado no PDB—Protein
Data Bank a estrutura cristalografica
da enzima NSP9 do Covid-19.
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Como a pesquisa foi desenvolvida?

As coordenadas atomicas da NSP9g foram ob-
tidas no banco de dados PDB-Protein Data Bank
através do codigo de acesso 6W4B. A estrutura
foi analisada visualmente pelo software VMD-
-Visual Molecule Dynamics (HUMPFREY et al.,
1996). A estrutura tridimensional do mentol foi
obtida no banco de dados Pubchem no cédigo
de entrada 1254.

O experimento de docking proteina-ligante foi
realizado no programa Autodock1.5.6 (MORRIS
et al., 2009), no qual foi dimensionada uma gra-
de cabica de volume 126 x 126 x 126 A, centra-
da no receptor. Utilizou-se o algoritmo genético
lamarckiano (LGA) e os parametros de simula-
cao foram de 10.000 réplicas, com analises de
energia a cada 1.500.000 e 27000 geracoes. O
tamanho populacional foi mantido em 150 e as
taxas de mutacao e de crossing-over de 0.02 e
0.8 respectivamente.

Foram geradas 10 conformacoes ranqueadas
por energias para cada complexo proteina-li-
gante. As conformacoes obtidas foram organi-
zadas e analisadas por meio da op¢ao Autodock
tools. A conformacao Visual Molecular Dyana-
mics (HUMPFREY et al., 1996) e no software
Discovery Studio. Os residuos do sitio catalitico
foram inferidos pelo servidor GHECOM (http://
strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/).

A conformaciao do melhor complexo foi se-
lecionada e a energia individual dos aminoéaci-
dos da NSPg de maior interacdo com o mentol
foi quantificada através de calculos ab initio por
Fracionamento Molecular com Caps Conjuga-
dos (MFCC), ainda na utilizacdo do mesmo, foi
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obtido os calculos do balanco quantico final da
interacao proteina com o ligante candidato a ini-
bidor.

Resultados obtidos?

Os resultados do docking molecular mostraram
valores negativos de energia de ligacao, variando

MAIA et al.

de -5,05 kcal/mol a -4, 22 kcal/mol. As constan-
tes de inibi¢ao variaram de -198,14 a 640,08 uM.
A figura 1 mostra os residuos de aminoacidos
que interagem com o mentol.

Os residuos que interagem com o mentol e o
tipo de interacao pode ser verificado no diagra-
ma 2D (Figura 2). Todos os residuos que intera-
gem com o mentol fazem parte do sitio catalitico
predito pelo servidor GHECOM.

Figura 1. Representagdo do sitio catalitico da NSP9 com o ligante mentol. Em preto, a cadeia
A da NSP9; os residuos de ancoragem e o ligante mentol estao representados em “licorice”
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Figura 2. Diagrama 2D das interagdes entre os residuos e
o mentol

Entre as interacoes observadas pode-se desta-
car as ligacoes de hidrogénio dos residuos ARG40

e VAL42, com o grupamento hidroxila do men-
tol. Outras interacoes importantes foram nota-
das a partir da ILE66 e PHE que fazem ligacoes
do tipo m-alquil com o anel aroméatico do men-
tol. Ha ainda interacoes alquil (PHE41, VAL42 e
ILE92) e de van der Waals (THR68). Essas acoes
somadas ao fato de todos os complexos apresen-
tarem energia de ligacao em valores negativos.
Isto representam uma sugestao tedrico-compu-
tacional de forte afinidade entre a proteina NSP9
e o mentol. As constantes de inibicao (Ki) foram
baixas, na ordem de micromolares (uM), suge-
rindo que a molécula é um potente inibidor.

Os resultados da técnica de MFCC mostram
todos os residuos, considerando um raio de corte
de 12 dngstroms, que interagem energeticamen-
te com o mentol (Figura 3).

Todos os aminoacidos apresentaram valores
de energia negativos, o que sugere a atracao en-
tre essas substancias e o ligante (mentol). A ni-
ca excecao foi o aminoacido LEU43 que mostrou
um valor levemente positivo (sugerindo uma in-
teracao de repulsao).
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Aminodcido  Energia

. Esalmol &y
. 008 ENBHGIATOMAL 675001 290
ALA #4 0,50
ALA S5 0,05
ARGSS | 082
QLY 39 021
ILE 66 -7.88
ILES2 245
LY5 59 025

11,88

97
PHE 57 712
PRO 58 030
THR 36 018
THE 65 0,54
THR 7,56
VAL 42 1857

Figura 3. Energias por aminoacido (coluna a esquerda) e
balango energético total do sistema (coluna da direita)
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No balanco total assume-se que valores meno-
res que -1,0 eletrovolts (eV) sugerem a existéncia
de ligacao covalente com o ligante. O valor que
foi obtido para o mentol, de -2,9 eV representa
uma forte evidéncia (ab initio) que o mentol se
liga covalentemente aos residuos do sitio catali-
tico.

Esses resultados apontam que o mentol tem
uma grande afinidade com a NSP9 e pode ser um
inibidor para a proteina NSP9. Neste contexto,
hé possibilidade de que o mentol desempenhe
funcao antiviral para o Covid-19. Contudo, estu-
dos experimentais e ensaios in vitro e in vivo sao
necessarios para a confirmacao desta hipotese,
antes de qualquer possibilidade de uso medica-
mentoso do mentol para tratamento especifico
do Covid-19.

Além disso, o mentol ja foi apontado como

Figura 4. Estrutura 2D e 3D do mentol.

substancia antiviral para outras espécies de vi-
rus. Vale salientar que outras técnicas computa-
cionais, como simula¢oes de dinamica molecu-
lar, poderao estender e aprofundar ainda mais
o conhecimento deste sistema, em particular na
interacdo NSP9-mentol. A partir destes resul-
tados, outros estudos podem ser desenvolvidos
para moléculas analogos ao mentol.

O mentol (Figura 4) é um composto organi-
co que pode ser sintetizado ou extraido do dleo
da planta Mentha piperita, e é classificado como
monoterpeno.

Informacoes adicionais
A NSP9 (do inglés non-structural protein 9)

¢ uma enzima associada a replicagdo do RNA
viral (uma replicase) (Figura 5). E um homodi-

mero e um promissor alvo para farmacos anti-
virais direcionados por ser especifico da familia
Coronoviridae. Recentemente sua estrutura tri-
dimensional foi elucidada e disponibilizada no
PDB-Protein Data Bank.

Figura 5. Imagem dimérica NSP9 do Covid-19. PDB-ID: 6W4B
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