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Dinâmica molecular do ácido nordihidroguaiarético

potencial inibidor do vírus SARS-CoV-2

Erica de S. Conrado*, Kathia M. Honório

RESUMO

Ensaios in silico foram realizados com o objetivo de entender a interação de potenciais

substâncias bioativas com a MProde SARS-CoV-2. Para realização de estudos de triagem virtual,

foi utilizado um conjunto de aproximadamente 200 moléculas disponíveis da empresa MERCK

do Brasil, as quais foram submetidas às análises de acoplamento molecular (docking), visando

analisar a potencialidade desses compostos como inibidores da Main Protease. Os resultados

obtidos nos estudos de triagem virtual permitiram identificar três potenciais ligantes (inibidores)

da enzima MPro que já apresentaram interações relevantes no sítio de interação e que podem estar

relacionadas com a inibição da enzima. Destes três potenciais ligantes, foram realizados

simulações de dinâmica molecular, cálculos de energia livre de ligação e avaliação das ligações

de hidrogênio na molécula mais ativa, o ácido nordihidroguaiarético, que apresentou os melhores

resultados das propriedades ADME-tox.
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INTRODUÇÃO

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) trata-se do terceiro

coronavírus, desde o início do século XXI, que preocupa a humanidade. Os outros dois

provocaram as enfermidades denominadas de SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) e

MERS (Middle East Syndrome)1. O SARS-CoV-2 é capaz de causar uma síndrome respiratória

aguda grave chamada de COVID-19 (do inglês, Coronavirus Disease 2019)2

O vírus SARS-CoV-2 compõe-se de um envelope com aspecto de coroa e tem uma fita única de

RNA3 (Figura 1). O genoma contém 14 quadros de leitura aberta (open reading frame) nos quais

um terço codifica proteínas acessórios e estruturais (spike, envelope, membrana e o

nucleocapsídeo). Dentre as não-estruturais temos a PLpro (papain-like-protease) e a Mpro (main

protease)4,5,6.

A protease principal, Main Protease (SARS-CoV-2MPro ), é uma enzima da classe das

cisteíno-protease e um potencial alvo de candidatos a fármacos frente a COVID-197. As

proteases apresentam especificidades importantes, pois se ligam ao substrato de um modo

particular devido a sua estrutura tridimensional e participam da quebra da ligação peptídica entre

dois aminoácidos no processo de hidrólise8. Inibir a atividade dessa enzima teria a ação de

bloquear o processo de replicação viral7.

Um importante fator para o potencial dessa protease como alvo é que não existe uma clivagem

parecida com essa nos processos de replicação humana7-,9. Desta forma, inibidores da Main

Protease têm sido pesquisados em projetos de drug discovery, por não ter homólogo humano o

que reduz as possibilidades de possíveis efeitos indesejados. Além disso, a alta similaridade entre
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a sequência de aminoácidos do SARS-CoV e SARS-CoV-2 permite especular uma possível

atividade inibitória de proteases parecidas10-12.

MATERIAIS E MÉTODOS

Conjunto de dados

A busca de uma estrutura cristalográfica da enzima SARS-CoV-2MPro foi realizada no banco de

dados Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/). A estrutura cristalográfica com

código PDB = 6Y2F foi escolhida para os estudos de acoplamento molecular e possui

resolução igual a 1,95 Å sendo um complexo com a α −cetoamida como inibidor12. Sua

estrutura consiste em três domínios, conforme é possível ver na Figura 2.

O conjunto de dados utilizados neste estudo foram fornecidos pela empresa MERCK do Brasil

com o intuito de buscar um potencial inibidor da Mpro 13.

Acoplamento molecular (docking)

O acoplamento molecular (docking) é um procedimento computacional eficaz para o

reconhecimento da interação receptor-ligante existente em um complexo14. O programa aplicado

para as simulações de docking é conhecido como GOLD ( Genetic Optimization for Ligand

Docking), que permite analisar as conformações produzidas dos ligantes realizando um

ranqueamento (scoring). Deste modo, pode-se analisar as interações intermoleculares formadas

no sítio de ligação14.

Os ligantes selecionados foram otimizados no programa Sybyl 8.1 utilizando-se o método

semiempírico PM3 e suas cargas foram calculadas com o módulo MOPAC. O mesmo programa

3

http://www.rcsb.org/pdb/)17
http://www.rcsb.org/pdb/)17


foi utilizado para realizar a preparação da estrutura da enzima SARS-CoV-2 main protease (PDB

ID: 6Y2F). Para isso, foi empregado o módulo Biopolymer que otimiza os átomos de hidrogênio

e determina as cargas atômicas do receptor a partir do método MM9415.

As simulações de acoplamento molecular foram executadas com o melhor resultado obtido com

o reacoplamento molecular no programa GOLD 5.214. Após as análises de redocking, os

melhores parâmetros foram encontrados (função ChemScore, resíduos Hys163 e Gln189

flexíveis e sítio ativo com um raio de 7Å) e utilizados nas demais simulações de docking com a

base de compostos da empresa Merck do Brasil.

Propriedades Farmacocinéticas

Aspectos como absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade precisaram ser

investigadas para entender qual a concentração de uma determinada molécula precisa estar para

atingir seu alvo biológico mantendo-se em sua forma bioativa em tempo satisfatório para que

aconteça a interação entre a enzima de estudo e o ligante16-18. Para realizar as análises

farmacocinéticas, o servidor usado para os cálculos das propriedades foi o SwissADME 18.

Dinâmica Molecular

As simulações de dinâmica molecular calculam as posições atômicas do complexo em um

determinado período de tempo; em geral, as simulações do sistema proteína-alvo + inibidor é

realizado em nanosegundo (1ns=10-9 s)19. Os campos de força são funções de energia potencial

empíricas que podem ser implementadas no sistema molecular de interesse20. Um exemplo de

parâmetros utilizados no campo de força pode ser visto na equação 1. O programa utilizado para

executar os cálculos citados anteriormente foi o AMBER1921.
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O cálculo da carga RESP (Restrained Electrostatic Potential)37 foi realizado no programa

Gaussian 0922. A análise da melhor caixa solvente para a proteína alvo foi realizada utilizando o

programa Chimera 1.1223. Para a preparação da topologia do ligante utilizou-se o módulo

Antechamber, a inserção do campo de força ff99SB pelo módulo Tleap e a inserção das

coordenadas periódicas com moléculas de água do tipo TIP3P foram todos realizados no

programa AMBER19. A análise do valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) analisa a

estabilidade das trajetórias e o valor de RMSF (Root Mean Square Fluctuation) do esqueleto

proteico (backbone) indica possíveis flutuações que ocorrem nas posições dos resíduos de

aminoácido do SARS-CoV-2 Mpro ao interagir com o ligante. Vale destacar também que a análise

das trajetórias de tempo foi realizada pelo programa VMD24.

Cálculos MM-PBSA e MM-GBSA

A partir do resultado selecionado pelo valor de RMSD da simulação de DM, foi possível obter a

trajetória mais estável para o complexo e com a utilização dessa trajetória foi possível estimar a

energia livre por MM-PBSA e MM-GBSA.25 Para os cálculos de MM-PBSA e MM-GBSA, foi

gerado o arquivo de entrada (input) contendo as coordenadas necessárias para os cálculos de

energia livre por MM-PBSA e MM-GBSA.25. Nesse arquivo são especificados os frames iniciais

e finais dos trechos mais estáveis da trajetória obtida pela DM, assim como os resíduos de

aminoácidos, o inibidor, e mascarar as moléculas de água e os dois íons sódio que neutralizam o

sistema; os métodos utilizados para o cálculo da energia de ligação foram MM-GBSA e

MM-PBSA; a concentração de sal considerada para os cálculos MM-GBSA foi 0,100 M; a força

iônica para os cálculos MM-PBSA foi igual a 0,100 μM; a tensão superficial do sistema foi
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0,00542 kcal/mol. Por fim, o cálculo foi realizado e os valores de energia livre de ligação do

sistema (SARS-CoV-2Mpro + Molécula 1) foram estimados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para a realização do estudo de acoplamento molecular foi necessário realizar o redocking com o

intuito de verificar os melhores parâmetros a serem empregados no docking dos potenciais

inibidores (banco de compostos da Merck do Brasil) da enzima SARS-CoV-2MPro. O inibidor

cristalográfico foi construído e minimizado no programa Sybyl15 para que ele fosse inserido no

sítio da enzima SARS-CoV-2MPro (PDB ID: 6Y2F, resolução de 1,95 Å). Em seguida, foram

realizadas as simulações de redocking. A execução foi feita variando a cavidade do sítio de

ligação (5Å, 7Å e 10Å), assim como as funções de scoring disponíveis no pacote GOLD20

(ChemPLP, ASP, Goldscore e Chemscore).

O resultado mais significativo foi encontrado com a função de scoring ChemScore, considerando

um sítio de 7Å em torno do ligante e flexibilidade dos resíduos His163 e Gln189. A partir de

informações experimentais sobre a enzima SARS-CoV-2Mpro, pode-se verificar que os resíduos

His163 e Gln189 realizam importantes interações do tipo ligação de hidrogênio e interações

estéricas com o ligante cristalográfico -cetoamida7. A Figura 3 ilustra os resultados deα

redocking obtidos nesta etapa do trabalho.

Acoplamento molecular (Docking)

Após a execução do reacoplamento molecular, foi realizada a triagem virtual utilizando o método

de acoplamento molecular das moléculas do conjunto de dados disponíveis pela empresa Merck,

buscando possíveis inibidores do SARS-CoV-2Mpro.
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Os resultados de docking (Figura 4) indicaram três moléculas como promissoras a partir dos

valores de ΔG obtidos via cálculo com a função de scoring ChemScore, inspeção visual e

propriedades ADME-Tox18.

Os resultados indicados na Figura 4, mostra como a molécula 1 obteve o melhor valor de ∆𝐺 

(-42,302 kcal/mol) apresentando interações com os resíduos Phe183 e Ala191. É possível

observar também que há interações π entre o resíduo de aminoácido Phe183 e os anéis

aromáticos da molécula acoplada.

Analisando os resultados de docking para a molécula 2, pode-se observar as principais interações

desta substância no sítio ativo do alvo biológico de interesse. Essa substância possui o segundo

melhor valor de ΔG (-36,865 kcal/mol) e apresenta interações do tipo ligação de hidrogênio com

os resíduos Arg186, Thr188 e Ala189. Já a molécula 3 acoplada no sítio ativo da enzima

SARS-CoV-2Mpro apresenta um valor de ΔG igual a -32,061 kcal/mol. Contudo, das moléculas

avaliadas, ela apresenta interações do tipo ligação de hidrogênio com os resíduos Glu164 e

Gln187. Os principais resultados obtidos nas análises de docking estão apresentados na Tabela 1.

A molécula 1,(4-[(2R,3S)-4-(3,4-Dihidroxifenil)-2-3-dimetilbutil]1-2benzenodiol), também

conhecida como ácido nordihidroguaiarético, apresenta um valor significativo de ΔG, permitindo

aferir uma relativa estabilidade no processo de docking desta molécula com o alvo a enzima Mpro.

Assim, existe uma grande probabilidade desta molécula ter capacidade de uma ação inibitória

frente à enzima protease. A outra molécula que também apresenta uma considerável energia livre

de ligação, sugerindo uma possível atividade inibitória frente à enzima protease em estudo, é a

molécula 2 (1-estearoil-2-araquidonoil-sn-glicerol). A molécula 1, mais bem ranqueada na

triagem virtual, foi analisada em detalhes a fim de identificar mais informações sobre o sítio de
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ligação. Assim, foram gerados mapas de contribuição eletrostática e superfícies hidrofóbica e

hidrofílica (Figura 5) empregando o programa Chimera. A análise do potencial eletrostático, ou

seja, a distribuição de cargas de um sistema e o caráter hidrofóbico e hidrofílico são importantes

para mostrar as características do sítio de ligação com o intuito de compreender o

comportamento do inibidor na cavidade de interação23.

Propriedades Farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas das moléculas selecionadas na etapa anterior foram

calculadas utilizando o servidor SwissAdme que possibilitou calcular os valores de log S,

solubilidade, absorção gastrointestinal (GI absorption), violações das regras de Lipinski

(druglikeness) e lipofilicidade (log P)18. A Tabela 2 apresenta os valores das propriedades

farmacocinéticas das três moléculas selecionadas na triagem virtual.

Dinâmica Molecular

A melhor candidata à conformação bioativa da molécula 1, a partir do docking, foi submetida à

simulação de dinâmica molecular. Essa técnica utiliza-se dos cálculos oriundos da mecânica

clássica nos quais se considera as partículas unidas por forças harmônicas e elásticas26. O gráfico

1 apresenta os valores de RMSD.

O gráfico de RMSD para a trajetória da enzima SARS-CoV-2MPro e a molécula 1 (mais ativa)

selecionada na triagem virtual pode ser relacionado à estabilidade da trajetória e a flexibilidade

do complexo. Para uma maior afinidade do inibidor com o complexo pode-se utilizar como

parâmetro a flexibilidade em alvos farmacêuticos, ou seja a sua mobilidade é importante ser

mensurada27.O complexo SARS-CoV-2MPro, ilustrado no gráfico 1, mostra um bom encaixe e

uma estabilidade significativa do complexo gerado.
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O gráfico 2 exibe as ligações de hidrogênio que acontecem entre a molécula 1 (a partir das

trajetórias de tempo) e os resíduos principais do sítio ativo de SARS-CoV-2MPro (Ser142, Cys143,

Glu164, His170, Arg186, Gln187, Thr188 e Gln190). Essa técnica foi realizada no programa

VMD e as ligações de hidrogênio apresentadas no gráfico 2 estimam as ligações por aceptores e

doadores de ligações de hidrogênio; os dados relacionados ao tempo apresentados na figuras

estão em frames (100 Frames = 1 ns). Pode-se observar que o sistema analisado possui duas

ligações de hidrogênio (Molécula 1 + Ser142 e Molécula + Glu164) estáveis em todo o período.

Isso sugere uma maior estabilidade de SARS-CoV-2MPro diante da molécula 1, pois a enzima

SARS-CoV-2MPro conserva as interações de hidrogênio apresentadas acima por um tempo maior

durante a trajetória.

Também foi feita a análise dos valores de RMSF, cálculo que analisa a estabilidade das

trajetórias (gráfico 3), mostrando as flutuações dos resíduos de aminoácidos. Os principais

resíduos que mostram ter ligações (Ser142, Cys143, His163, Glu164, His170, Arg186, Gln187,

Thr188, Gln189 e Gln190) devem flutuar em graus menores que a enzima na forma APO. O

gráfico 3 mostra as flutuações para o sistema de SARS-CoV-2MPro com a molécula 1 (melhor

ranqueada) acoplada no seu sítio ativo.

O gráfico 3 demonstra as flutuações do backbone (átomos de carbono e nitrogênio da cadeia

principal de aminoácidos da enzima SARS-CoV-2MPro) e os resíduos principais do sítio ativo.

Com base no gráfico de RMSF, verifica-se que as variações entre os resíduos principais de

SARS-CoV-2MPro e a molécula 1 estão abaixo de 3 Å,diferente da enzima na forma APO que

possui valores abaixo de 8 Å. As variações dos resíduos de aminoácido principais no complexo

(SARS-CoV-2MPro + Molécula 1) apontados no gráfico são menores que as flutuações da enzima
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na forma APO. Isso pode estar relacionado com a estabilidade do complexo e a potencial

capacidade inibitória da molécula 1 na enzima SARS-CoV-2Mpro.

Cálculos MM-GBSA e MM-PBSA

Após a escolha da sub trajetória mais estável pelas simulações de dinâmica molecular (gráficos

de RMSD), foi possível realizar os cálculos de energia livre de ligação (ΔG) referente ao

complexo (SARS-CoV2MPro + Molécula 1) em estudo, a partir dos métodos MM-PBSA e

MM-GBSA. Essas simulações foram realizadas com o objetivo de analisar a estabilidade do

complexo. Desta forma, os valores das energias livres de ligação calculadas pelos dois métodos

(MM-GBSA e MM-PBSA) e os valores obtidos a partir do docking podem ser consultados na

Tabela 3.

A partir dos resultados de MM-GBSA e MM-PBSA mostrados na Tabela 3, é possível constatar

a estabilidade do complexo a partir do baixo valor de energia livre, o que se manteve desde a

análise dos resultados de docking, indicando o potencial inibitório da molécula selecionada na

triagem virtual.

CONCLUSÃO

A partir do alvo selecionado (enzima SARS-CoV-2 Mpro), importante no processo de

replicação do vírus SARS-CoV-2, foi possível realizar estudos in silico para entender as

principais interações entre um conjunto de substâncias bioativas. Além disso, foi realizado

um processo de triagem virtual considerando um conjunto de quase 200 moléculas

disponíveis pela empresa Merck como potenciais inibidores de protease em estudo. Esse

processo permitiu, a partir de simulações de acoplamento molecular, encontrar quatro
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potenciais moléculas como substâncias inibidoras da enzima SARS-CoV-2 Mpro Estudos de

propriedades farmacocinéticas considerando critérios de absorção, distribuição,

metabolismo e excreção e relacionados com a regra dos cinco de Lipinski permitiram avaliar

que a molécula 1 apresentou um satisfatório perfil de biodisponibilidade oral. A substância

nordihidroguaiarético (molécula 1, melhor ranqueada na etapa de triagem virtual) foi

selecionada para a realização da simulação de dinâmica molecular com o intuito de

investigar a trajetória do complexo (SARS-CoV-2 Mpro + Molécula 1) e obtenção dos

gráficos de RMSD e RMSF, assim como quantificar o número de ligações de hidrogênio

mantidas durante o período da DM. Além disso, os valores de energia livre calculados pelos

métodos MM-GBSA e MM-PBSA corroboram a estabilidade do complexo ligante-alvo

biológico de acordo com o baixo valor de ΔG também indicado pelo ranking obtida via

metodologia de docking. A partir dos resultados obtidos neste trabalho, futuras análises

poderão ser realizadas para avançar no entendimento dos mecanismos de ação da enzima

SARS-CoV-2 Mpro e o planejamento de novos inibidores, por exemplo, informações já

obtidas neste trabalho poderão guiar projetos para o desenvolvimento de novas moléculas

inibidoras e potencial candidato a fármaco para o tratamento da COVID-19.
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FIGURAS

Figura 1. Estrutura do SARS-CoV-2.

Figura 2. Estrutura dos dímeros (azul e laranja), com seus domínios (I,II,III) e resíduos do sítio

catalítico (His41 e Cys145)ref art..

12



Figura 3. Resultados de redocking do ligante O6K na estrutura do SARS-CoV-2Mpro

(RSMD=2,32Å).

Figura 4. Análise das interações das 3 moléculas ranqueadas. (A) Molécula 1 acoplada na

estrutura do SARS-CoV-2Mpro; (B) Molécula 2 acoplada na protease SARS-CoV-2Mpro; (C)

Molécula 3 acoplada na protease SARS-CoV-2Mpro

A) B)
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C)

Figura 5. Superfície de contribuição eletrostática, hidrofóbica e hidrofílica para o

composto melhor ranqueado (molécula 1) na triagem virtual.
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GRÁFICOS

Gráfico 1. Valores de RMSD do SARS-CoV-2MPro na presença do inibidor (molécula 1). A cor

violeta indica a proteína na forma APO (sem a presença do inibidor) e a cor preta representa o

complexo (SARS-CoV-2 + Molécula 1).
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Gráfico 2. Ligações de hidrogênio observadas durante as simulações de DM para o complexo

(SARS-CoV-2Mpro + Molécula 1).
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Gráfico 3. Gráfico de RMSF para o SARS-CoV-2Mpro na presença do inibidor (Molécula 1). A

cor violeta indica a proteína na forma APO (sem a presença do inibidor) e a linha preta

representa o complexo (SARS-CoV-2 + Molécula 1).

TABELAS

Tabela 1. Valores de ΔG obtidos para os complexos ligante-alvo a partir da função de scoring

Molécula

ChemScore

ΔG

(kcal/mol)

ΔG (kJ)
ΔG/RT

=-RTln(1/Ki)
Ki (Aprox.)

4-[(2R,3S)-4-

(3,4-Dihidro

xifenil)-2-3-d

1 -42,302 -176,993 0,078 1,081
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imetilbutil]1-

2benzenodiol

1-estearoil-2-

araquidonoil-

sn-glicerol

2 -36,865 -154,241 0,068 1,070

3-(1,4’-bipipe

ridina-1’-ilme

til)-7-bromo-

N-(1-fenilcicl

opropil)-2-[3-

9trifluorometi

l]-4-quinoline

carboxamida

3 -32,061 -134,144 0,059 1,061
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Tabela 2. Propriedades ADME das moléculas em estudo

Molécula Log S Solubilidade
GI

Absorção
Lipinski

Lipofilicidade

(Consensus Log

Po/W)

1 -4,74

8,96 10-3

mg/ml; 1,84

10-5 mol/l

Alta
0

violações
2,96

2 -10,47

2,18 10-8

mg/ml;

3,37 10-11 mol/l

Baixa

2
violações
MW>500
MLOGP>

4,15

9,37

3 -8,81

1,06 10-6

mg/ml;

1,53 10-9 mol/l

Baixa

2
violações
MW>500
MLOGP>

4,15

7,16

Tabela 3. Valores de energia livre de ligação estimados para o sistema (SARS-CoV-2Mpro+

Molécula 1).

Molécula
ΔG – Energia Livre (kcal/mol)

ChemScore MM-GBSA MM-PBSA

1 -42,302 -52,45 -39,54
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EQUAÇÕES EXIBIDAS

Equação 1.

𝐸
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

=  ∑ 1
2  𝑘𝑙 (𝑙 − 𝑙

𝑜
)2 +  ∑ 1

2  𝑘θ (θ − θ
𝑜
)2 +    ∑ 1

2 𝐾
φ

 (1𝑐𝑜𝑠⁡(𝑛ϕ− φ
𝑜
))2 +    ∑ 4ε ( 𝐴

𝑟
𝑖𝑗
12 ) −  𝐵

𝑟
𝑖𝑗
6( ) +  ∑ 4ε (

𝑞
𝑖 
𝑞

𝑗

4πε
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𝑟
𝑖𝑗 
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