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Calculos de Acoplamento (Docking) Molecular

O inibidor cristalografico foi construido e minimizado no programa Sybyl' para que ele fosse
inserido no sitio da enzima SARS-CoV-2¥" (PDB ID: 6Y2F, resolu¢io de 1,95 A). Em seguida,
foram realizadas as simulacdes de redocking. A execugdo foi feita variando a cavidade do sitio de
ligacdo (5A, 7A e 10A), assim como as func¢des de scoring disponiveis no pacote GOLD (ChemPLP,
ASP, Goldscore e Chemscore)’.

O resultado mais significativo foi encontrado com a fungdo de scoring ChemScore,
considerando um sitio de 7A em torno do ligante e flexibilidade dos residuos His163 e GIn189. A
Figura 1 ilustra os resultados de redocking obtidos nesta etapa do trabalho.

Figura 1. Resultados de redocking do ligante O6K
na estrutura do SARS-CoV-2M"° (RMSD =232 A).

Os resultados de docking (Figura 2) indicaram a molécula
4-[(2R,35)-4-(3,4-Dihidroxifenil)-2-3-dimetilbutil] 1-2benzenodiol como promissora a partir do valor
de AG obtido via calculo com a funcgdo de scoring ChemScore, inspe¢ao visual e propriedades
ADME-Tox (Tabela 1).
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Figura 2. Interagdes com os residuos Alal91 e Phel83
pertencentes ao sitio ativo da enzima SARS-CoV-2MPe

Calculos de Propriedades Farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas da molécula selecionada na etapa anterior foram calculadas
utilizando o servidor SwissAdme® que possibilitou calcular os valores de log S, solubilidade, absor¢do
gastrointestinal (Gl absorption), violagdes das regras de Lipinski (druglikeness) e lipofilicidade (log
P). A Tabela 1 apresenta os valores das propriedades farmacocinéticas da molécula selecionadas na
triagem virtual.

Tabela 1. Propriedades ADME obtidas no servidor online SwissAdme da molécula em estudo

- GI L. Lipofilicidade (Consensus
LogS  Solubilidade Absorgiio Lipinski Log Po/W)
-3
-4,74 8,96 10 Alta 0 violagdes 2,96

mg/ml;




Calculos de Dinamica Molecular

A primeira etapa da simulagdo foi a realizacdo das minimiza¢des com o objetivo de eliminar
contatos muito proéximos entre os atomos, pois estas regides podem apresentar um valor alto de
energia, ocasionando possiveis falhas nas simulagdes seguintes. Apos essa etapa, o complexo foi
aquecido com um banho térmico de 0 a 300K e a etapa de equilibrio foi realizada para que fosse
alcancado o equilibrio térmico do sistema (tempo considerado = 10 ns). Em seguida, a simulagio de
dindmica molecular foi realizada para o complexo (SARS-CoV-2""° + Molécula 1) e para a estrutura
de SARS-CoV-2M"™ sem o ligante com um intervalo de tempo de 150 ns. Desta forma, apds o término
das simula¢des pelo programa AMBERI1S, a proxima etapa foi avaliar os graficos de RMSD gerados
pela plataforma CPPTRAJ implementada no programa AMBER. Essa andlise foi feita com o intuito
de verificar a evolugdo temporal do complexo (SARS-CoV-2M"™ + Molécula 1), a estabilidade € a
mobilidade do potencial inibidor no sitio de ligagdo e da proteina sem ligante (SARS-CoV-2M"°)*. A
Figura 3 apresenta os valores de RMSD.
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Figura 3. Valores de RMSD do SARS-CoV-2MP® na presenga do inibidor (molécula 1).
A cor violeta indica a proteina na forma APO (sem a presenga do inibidor)
e a cor preta representa o complexo (SARS-CoV-2 + Molecula 1).

Além do grafico de RMSD das trajetorias, também foram analisados os valores de RMSF
(Figura 4). Essa analise mostra as flutua¢des dos residuos de aminoacidos nas trajetorias de dindmica
molecular, sendo que os principais residuos (Ser142, Cys143, His163, Glul64, His170, Argl86,
GIn187, Thr188, GIn189 e GIn190) devem flutuar em graus menores que a enzima na forma APO. A
Figura 14 apresenta as flutuagdes para o sistema de SARS-CoV-2"" com a molécula 1 (melhor
ranqueada) acoplada no seu sitio ativo.
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Figura 4. Grafico de RMSF para o SARS-CoV-2M"™ na presenca do inibidor (Molécula 1).
A cor violeta indica a proteina na forma APO (sem a presenga do inibidor)
e a linha preta representa o complexo (SARS-CoV-2 + Molécula 1).



Calculos MM-GBSA e MM-PBSA

Apobs a escolha da sub trajetoria mais estavel pelas simulagdes de dindmica molecular
(graficos de RMSD), foi possivel realizar os céalculos de energia livre de ligacao (AG) referente ao
complexo (SARS-CoV2MP*® + Molécula 1) em estudo, a partir dos métodos MM-PBSA e MM-GBSA.
Essas simulagdes foram realizadas com o objetivo de analisar a estabilidade do complexo. Desta
forma, os valores das energias livres de ligacdo calculadas pelos dois métodos (MM-GBSA e
MM-PBSA) e os valores obtidos a partir do docking podem ser consultados na Tabela 6.

Tabela 2. Valores de energia livre de ligagdo estimados para o sistema (SARS-CoV-2""* + Molécula 1)

AG - Energia Livre (kcal/mol)

ChemScore MM-GBSA MM-PBSA

-42,302 -52,45 -39,54

A partir dos resultados de MM-GBSA e MM-PBSA mostrados na Tabela 2, ¢ possivel
constatar a estabilidade do complexo a partir do baixo valor de energia livre, o que se manteve desde a
analise dos resultados de docking, indicando o potencial inibitério da molécula selecionada na triagem
virtual.
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