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RESUMO

O SARS-CoV-2 € 0 agente etiologico da COVID-19, que representa uma emergéncia de
salde global. A proteina Nsp9 Replicase € critica para a maquinaria de RNA replicase e
parece desempenhar um papel fundamental na transcricdo do genoma do RNA do SARS-
CoV-2. Dessa forma, essa proteina ndo estrutural pode ser um alvo potencial para a
pesquisa de farmacos capazes de inibir a progressdo viral. Em vista das poucas opc¢des
terapéuticas disponiveis para essa doenca, buscou-se planejar, por meio de triagem
virtual, derivados naftoquinénicos com potencial de inibicdo da Nsp9 Replicase e que
apresentassem perfil fisico-quimicos ideais para candidatos a farmacos. Foram planejados
6 derivados, onde apenas 2 (D5 e D6) obtiveram um perfil de complementariedade com
a enzima Nsp9. Quanto ao perfil fisico-quimico, D5 atendem a Regrado dos 5 Lipinski.
Adicionalmente, as etapas para a sua sintese sdo simples e de custo acessivel, tornando
viavel sua producdo para testes in vitro e in vivo. Sendo assim, estre trabalho traz uma
proposta de nova molécula de facil obtengdo e caracteristicas farmacocinéticas
apropriadas e que apresenta potencial de inibicdo de uma importante proteina de SARS-
CoV-2, responsavel por um dos maiores problemas de satde publica da era moderna.

Palavras-chave: Nsp9, triagem virtual, naftoquinona, antiviral.

ABSTRACT

SARS-CoV-2 is the etiological agent of COVID-19, which represents a global health
emergency. The Nsp9 Replicase protein is critical for the RNA replicase machinery and
appears to play a key role in the transcription of the SARS-CoV-2 RNA genome. Thus, this
nonstructural protein may be a potential target for drug research that can inhibit viral
progression. In view of the few therapeutic options available for this disease, we sought to
plan, through virtual screening, naphthoquinone derivatives with potential inhibition of Nsp9
Replicase and that presented ideal physical-chemical profiles for drug candidates. Six
derivatives were planned, where only 2 (D5 and D6) obtained a complementarity profile with
the Nsp9 enzyme. As for the physicochemical profile, D5 meets the 5 Lipinski's Rule.
Additionally, the steps for its synthesis are simple and affordable, making its production
feasible for in vitro and in vivo tests. Thus, this work brings a proposal of a new molecule of
easy obtainment and appropriate pharmacokinetic characteristics that presents potential for
inhibition of an important protein of SARS-CoV-2, responsible for one of the biggest public
health problems of the modern era.

Keywords: Nsp9, virtual screening, naphthoquinone, antiviral.

1 INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19, teve seus primeiros casos relatados como casos
de pneumonia grave, cuja etiologia até entdo era desconhecida, em Wuhan, provincia de Hubei,
na China, em dezembro de 2019. Com ferramentas de sequenciamento genético, foi constatado
que o agente etiologico era um virus da familia Coronaviridae, posteriormente denominado
SARS-CoV-2, que se espalhou pelo mundo ocasionando milhares de mortes. Os modos mais

comuns de transmissao incluem a transmissdo direta, através de goticulas produzidas durante
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a tosse, espirro e fala e transmissao indireta através de objetos contaminados, seguido de
contato com a boca, nariz ou olhos. 1

Sabe-se que os coronavirus (CoVs) apresentam grandes genomas de RNA, em que a
replicacdo requer um complexo de replicacdo / transcricdo de RNA dependente de RNA. O
genoma SARS-CoV-2 apresenta duas estruturas de leitura aberta, conhecidas como ORFs,
tendo como principais ORFla e ORF1b, que codificam as proteinas ndo estruturais.* As
proteinas ndo estruturais (NSPs) desempenham papéis de extrema importancia ha montagem
desse complexo e nas funcBes enzimaticas associadas. Além disso, varios NSPs nao
enzimaticos auxiliam na funcdo da RNA polimerase dependente de RNA.®

A Nsp9 Replicase, uma proteina dimérica, forma um nticleo de seis fitas B, projetando
loops estendidos e incluindo uma fita f N-terminal e uma hélice a C-terminal. Essas regides
N- e C-terminais séo essenciais para a funcéo de replicase do dimero Nsp9 e para a replicacédo
de virus da familia CoV.>® As al¢as que conectam as fitas p2-3 (L23) e p3-4 (L34) da Nsp9
Replicase sdo carregadas positivamente e ricas em glicina, levando a hipotese de que essas
regides participam da ligacéo e interagdo do RNA.>

Essa enzima é considerada um fator de viruléncia importante do SARS-CoV, sendo
97% homologo na familia CoV, incluindo SARS-CoV 1 e 2, sugerindo alto grau de
conservacio funcional®8. Também parece desempenhar um papel na transcricio do genoma
do RNA do SARS-CoV-2, sendo critica para a maquinaria de RNA replicase dependente de
RNA de CoVs °, pois atua na formagéo da maquinaria do complexo de replicagdo/transcrigo.
Dessa forma, sabendo que a Nsp9 Replicase desempenha uma funcédo essencial na replicacédo
viral e levando em conta sua homologia proxima entre os virus da familia Coronaviridae, essa
proteina ndo estrutural pode ser um alvo potencial para a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos capazes de inibir a progressdo viral.

A utilizacdo de produtos naturais constitui fonte importante para obtencdo de
substancias bioativas, onde a quimica medicinal, através do planejamento por modificacdo
semissintética constitui uma ferramenta importante no desenvolvimento de candidatos a novos
farmacos %3, Dentre os produtos naturais, destacam-se as naftoquinonas (figura 1), estruturas
biciclicas contendo dois grupos carbonil identificados nas posi¢des 1, 4 ou 1, 2, sendo este

ultimo caso menos frequente.
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Figura 1. Estrutura da naftoquinona
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As atividades bioldgicas das naftoquinonas dependem principalmente da posicéo e da
natureza quimica dos grupos laterais ligados (R). Os derivados de naftoquinonas isolados de
fontes vegetais, incluindo, juglona, plumbagina, lausona e lapachol fascinaram os
pesquisadores devido a sua abundancia, diversidade estrutural e potencial terapéutico,
apresentando atividades antibacteriana, antifiingica, antiviral, anticancer e antiparasitéaria.'*

Por todo o exposto, este estudo empregou ferramentas in silico para planejar e
selecionar derivado(s) naftoquinénico(s) com possivel atividade contra SARS-CoV-2, bem
como avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas, contribuindo com o

desenvolvimento de moléculas candidatas a farmacos contra a COVID-19

2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS

Foram desenvolvidos seis derivados com base na relacdo estrutura-atividade da
molécula de partida, 1,4-naftoquinona, uma vez que dependendo da posicéo e natureza quimica
dos grupos laterais ligados, pode apresentar atividade biolégica antiviral, bem como em relagao
as caracteristicas da estrutura tridimensional do receptor, cujas modificacdes estruturais foram
conduzidas nos carbonos C2, C3 e C4 da naftoquinona. Isto foi planejado a partir do estudo
prévio de uma substancia da classe das naftoquinonas, o lapachol, que demonstrou atividade

in silico frente a mesma enzima.®

2.2 TRIAGEM VIRTUAL
2.2.1 Obtencéo dos Alvos

A enzima selecionada como alvo foi a Nsp9 Replicase, sendo obtida do banco de dados
de proteinas (PDB) a partir do codigo 6W9Q, que atendia aos critérios com resolucéo 2,05 A,
método de obtencdo por Difracdo de Raio X e baixa presenca de artefatos. Artefatos como
agua e reagentes de cristalizacdo foram removidos no programa AutoDockTools —1.5.6. Apds

esse procedimento, o arquivo com a enzima foi salvo no formato .pdbqt.
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2.2.2 Preparo dos ligantes

As moléculas propostas tiveram sua estrutura desenhada no formato bidimensional no
programa Chemsketch®1° e convertidas ao formato tridimensional no programa Avogadro®?’,
onde tiveram suas estruturas otimizadas e a energia conformacional minimizada. Apds esse

procedimento, os arquivos com os ligantes foram salvos no formato .pdbqt.

2.2.3 Ancoragem molecular

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando o software Autodock
Vina®'8, onde o receptor foi mantido rigido e os ligantes foram flexiveis para explorar as poses
mais provaveis. O Grid box, grade que delimita o sitio ativo, foi posicionado na regido ativa
do receptor, englobando todos os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo das enzimas,
ou, os que tivessem alguma relacdo com sua atividade de acordo com a literatura, de modo a
proporcionar uma regido de busca conformacional adequada para a realizacdo da ancoragem
molecular, mantendo-se o intervalo de busca entre os pontos do grid fixados em 1 A, e
aplicando-se o algoritmo genético Lamarckiano para a analise das interagdes.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools®'° e as interacdes avaliadas em
termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), nimero de ligacdes de hidrogénio e
outras interaces formadas entre os residuos do sitio ativo da macromolécula e o ligante. As
imagens 2D dos resultados moleculares de acoplamento foram obtidas usando o software
Discovery Studio Visualizer 4.0@%.

2.3 ANALISE DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS
A predicdo dos pardmetros fisico-quimicos foi realizada utilizando a plataforma
SwissADME®? para comparagdo em bancos de dados de compostos submetidos a testes pré-

clinicos in vitro e/ou in vivo, de forma a avaliar os farmacocinética dos derivados propostos.

2.4 PROPOSICAO DA ROTA DE SINTESE

De modo geral, propds-se derivados passiveis de serem obtidos por meio de reacdes
quimicas com poucas etapas e viadveis para aplicacdo em larga escala. A reagdo escolhida foi
esterificagdo de Fischer (figura 2), que consiste no aquecimento de &cidos carboxilicos e
alcoois na presenca de catalisadores acidos para produzir ésteres.?? Na se¢éo de resultados, esta

detalhada o mecanismo reacional proposto para obtencdo do derivado mais promissor.
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Figura 2. Reagdo geral de esterificacdo para a formagdo do derivado D5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS

Foram planejados 6 derivados naftoquinbnicos por estratégia de isosterismo classico e
hibridagdo molecular, os quais foram codificados de D1 a D6. Com a proposta direcionada
para a atividade antiviral, realizou-se modificagcdes no anel o esqueleto da 1,4-naftoquinona,
com a adicao de heterociclicos e presenca de grupamentos nitrogenados de modo que fossem
obtidos compostos de baixa, média e alta polaridade com grande interacdo com as moléculas
alvos. Os anéis heterociclicos estdo presentes em muitos fArmacos e apresentam vantagens em
relagdo aos sistemas carbociclicos, entre as quais maior estabilidade e maior resisténcia a
degradacio metabolica.?® A relagdo estrutura-atividade da naftoquinona na atividade antiviral
também parece estar relacionada com a adigdo de grupos OH em na posicéo 8, 5 e 2 do anel.*®
No quadro 1 sdo apresentadas as estruturas dos derivados naftoquindnicos com as
modificagdes propostas.
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Quadro 1. Estruturas quimicas dos derivados propostos, a partir de moléculas de 1,4-naftoquinona e xantina,

assim como seus respectivos codigos.
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3.2 TRIAGEM VIRTUAL
Para a realizacdo da ancoragem molecular, o grid box foi construido para a enzima de
acordo com as dimensdes dispostas no quadro 2, através dos residuos de aminoacidos

importantes do sitio catalitico.

Quadro 2. Valores do grid box
ENZIMA | CODIGO| RESOLUCAO| TAMANHO | COORDENADAS RESIDUOS DE

PDE (A) DO GRID DO GRID BOX AMINOACIDOS
EBOX
NSP O 6WaQ 2.05 -2.787x-20031x- | Ser-105, Leu-9, Tyr-
6518 31, Leu-106, Pro-6,
26=40=30 Ala-8, Met-101,
Val-7, Leu-103, Ala-
107

Até a presente data, ainda ndo foi obtido um inibidor especifico para a enzima em
questdo, entdo para comparar e analisar dados, foi utilizado como padréo o farmaco remdesivir,
que apresentou resultados interessantes contra SARS-CoV-2 em estudos in silico®. Os valores

de energia de afinidade de ligagdo, tanto dos derivados naftoquindnicos, quanto do padréo e

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.6, p. 44915-44927, jun.,2022



Brazilian Journal of Development | 44922
ISSN: 2525-8761

das moléculas bases do melhor resultado (1,4-naftoquinona e xantina) estdo dispostos na tabela
1.

Tabela 1. Energia de interacdo (Kcal/mol) dos derivados D1 a D6 em comparacdo a um farmaco utilizado
atualmente na terapia da covid-19 e a molécula de partida, o 1,4-naftoquinona.

Derivados Energia de Ligacdo (Kcal/mol) LigacBes de Hidrogénio
1 -8 0
2 -7,9 0
3 -8 1
4 -7,1 0
5 -8,1 3
6 -7,8 3
Remdesivir -6,6 4
1,4-Naftoquinona -5,6 2
Xantina -5,4 4

Tanto os derivados 5 como 6 obtiveram boas energias de ligacdo com o alvo e
interagiram atraves de 3 ligac6es de hidrogénio e outras ligac@es hidrofobicas. O derivado 6
foi proposto a partir do derivado 5 e suas semelhancas sdo notaveis, porém a alteracéo feita na
carbonila do anel aumentou a energia de ligagéo, tornando assim o derivado 5 mais promissor
para posteriores avaliacGes.

Os resultados se mostram distintos de Junior et al. (2021)*° que avaliou in silico a
ligacdo de derivados do lapachol ao Nsp9 Replicase do SARS-CoV-2. Os derivados se
distanciavam visivelmente do sitio ativo indicado, além disso, o autor cita Ser35, Val37, Arg35
e Pro53 como os residuos de aminoacidos que interagiram com seus derivados, com no
méaximo de duas ligacdes de hidrogénio, porém ndo foram encontrados relatos na literatura que
pudessem confirmar que esses seriam aminoacidos importantes para a atividade da enzima.

E notavel que nenhum dos derivados propostos nesse trabalho se ligou especificamente
no sitio ativo da molécula, o que tem relagcdo com a polaridade do alvo trabalhado. Na inspe¢éo
visual da interacdo dos derivados com a proteina, € percebido que o derivado ndo se encaixa
completamente no bolso catalitico. Portanto, o derivado 5 precisa ser mais considerado
futuramente em termos de modificacdo estrutural para melhorar a afinidade de ligacao geral e

especificidade com o alvo.
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Como pode-se observar, a hibridagdo molecular, uma estratégia classica de conjugacéao

de estruturas de compostos bioativos distintos em uma Gnica molécula, é uma alternativa eficaz

de arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos prot6tipos de farmacos. A nova

molécula produzida passou a apresenta maior afinidade pela enzima que os compostos que Ihe

deram origem.

Figura 3. Interacfes das moléculas de partida com a Nsp9 Replicase visualizadas no Discovery Studio.
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Figura 4. Interagdes das moléculas precursoras (A, B) e dos derivados D1, D2, D3, D4, D5e D6 (C, D, E, F, H,
G) com a Nsp9 Replicase visualizadas no Discovery Studio.
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3.3 ANALISE DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

A avaliacdo do perfil druglikeness é baseada principalmente na Regra de Lipinski,
conhecida como a “regra dos cinco”, onde a absor¢do e/ou permeagao de uma molécula
candidata a farmaco sdo mais provaveis se cumprirem um ou mais das propriedades de:
peso molecular< 500 Da, LogP <5, doadores de ligacao de hidrogénio <5, ou aceitadores
de ligacdo de hidrogénio <10.?° Desde a sua publicacio, essa “regra dos cinco” tem sido
considerada como parametro geral para avalicdo de moléculas com boas solubilidades e
permeabilidades e vem impulsionando o design racional de farmacos.?® De acordo com o
teste realizado no SwissADME®, a molécula selecionada foi avaliada como adequada,

como demostrado na tabela 2:

Tabela 2. Dados fisico-quimicos do derivado selecionado (D5).
Regra de Lipinski

Peso Molecular (g/mol) 368,26 g/mol
Aceitadores H 8
Doadores H 4
LogP 2,85

4 CONCLUSAO

Devido a escassez de tratamentos especificos para a infeccdo pelo SARS-CoV-2, as
substancias derivadas de produtos naturais surgem como uma alternativa para se obter um
tratamento direcionado, visto que constituem uma fonte renovavel de metabdlitos
especializados que podem ser utilizados para sintetizar uma molécula farmacologicamente
ativas. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que a molécula proposta pode ser um possivel
farmaco com acdo na enzima Nsp9 Replicase do Sars-CoV-2, visto que apresentou boas
interacGes com o receptor com aminoacidos proximos ao sitio ativo da enzima.

A hibridacdo molecular utilizada melhorou a afinidade da substancia de partida pela
enzima. Além disso, as etapas para a sua sintese sdo simples e podem ser realizadas com
facilidade em qualquer laboratorio de quimica organica, reduzindo, dessa maneira, custos para
a sua possivel producédo. Contudo, sugere-se que novas modificaces sejam investigadas tanto

in silico quanto in vitro, visando otimizar as propriedades farmacodindmicas do prototipo.
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