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RESUMO 

 

A emergência sanitária gerada pela pandemia COVID-19 nos últimos anos instigou a busca por 

estratégias científicas para a mitigação de danos provocados pelo vírus ao ser humano. Mesmo 

com medicamentos aprovados pela FDA ainda há restrição de uso em pacientes e alguns estão 

disponíveis apenas para uso hospitalar. Além disso, o custo mais elevado desses medicamentos 

pode representar um desafio para a ampla acessibilidade. A biodiversidade brasileira é uma 

fonte promissora para a prospecção de moléculas com potencial terapêutico. Diante disso, abre-

se um horizonte de oportunidades para a descoberta e desenvolvimento de novas estratégias no 

controle do SARS-CoV-2.  Este trabalho visou investigar a atividade antiviral de compostos 

fenólicos da biodiversidade brasileira e a interação destes com alvos proteicos específicos do 

SARS-CoV-2. Assim, moléculas obtidas a partir de compostos presentes na extratoteca da 

Embrapa Agroindústria Tropical (Tropical DB) foram avaliadas quanto à viabilidade celular e 

atividade antiviral. Na primeira triagem foram empregadas células Vero pelo método de redução 

do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT).  As concentrações obtidas 

que mantiveram a viabilidade acima de 70% em teste MTT foram utilizadas nos ensaios de 

neutralização viral (PRNT).  A partir dos resultados de  PRNT, foram realizados ensaios in silico 

de ancoragem molecular para as moléculas selecionadas contra três alvos: proteína Spike, 

protease Mpro e RNA-Polimerase RNA-Dependente (RdRp). Os três compostos selecionados 

na triagem foram: ácido clorogênico, ácido elágico e timol, sendo as concentrações  que 

reduzem a viabilidade e estado metabólico celular em até 30% de: 100 μg/mL; 3,125 μg/mL e 

25 μg/mL, respectivamente. Os resultados do teste PRNT, quando as moléculas em contato 

diretamente com o vírus, mostraram percentual de formação de placas  virais de 96,7%, 30,9% 

e 89,1% para o ácido clorogênico, ácido elágico e timol, respectivamente. O ácido elágico se 

destacou pela inibição viral de 69.1%. Nenhum dos compostos fenólicos analisados 

apresentaram atividade viral quando foram analisados se atuavam isoladamente nas células. A 

IC50 do ácido elágico foi 0,3492 µg/mL. Na ancoragem molecular, o ácido clorogênico obteve 

melhor desempenho de energia quando avaliado para a proteína S, o ácido elágico obteve maior 

valor de pontuação para RdRp e o timol obteve triplo modo de ação. Destaca-se o potencial, 

especialmente do ácido elágico, como uma possível molécula candidata para estudos futuros 

que visem desenvolver alternativas de tratamento para a  COVID-19. Esta molécula pode ser 

utilizada na suplementação humana beneficiando indivíduos com alto risco de complicações 

graves de COVID-19 e beneficiando países com restrições financeiras e de infraestrutura de 

saúde. Essas descobertas enfatizam a importância de pesquisas que buscam estabelecer novas 



 

 

alternativas na descoberta de agentes antivirais, contribuindo para a compreensão da 

importância da evolução dos produtos derivados de compostos naturais. 

 

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; ácido elágico; produtos naturais. 



 

 

ABSTRACT 

 

The health emergency generated by the COVID-19 pandemic in recent years has instigated the 

search for scientific strategies to mitigate the damage caused by the virus to humans. Even with 

FDA-approved drugs, there are still restrictions on their use in patients and some are only 

available for hospital use. In addition, the higher cost of these drugs can pose a challenge to 

widespread accessibility. Brazilian biodiversity is a promising source for prospecting molecules 

with therapeutic potential. This opens up a horizon of opportunities for the discovery and 

development of new strategies for controlling SARS-CoV-2.  This work aimed to investigate 

the antiviral activity of phenolic compounds from Brazilian biodiversity and their interaction 

with specific protein targets of SARS-CoV-2. Thus, molecules obtained from compounds 

present in the extract library of Embrapa Agroindústria Tropical (Tropical DB) were evaluated 

for cell viability and antiviral activity. In the first screening, Vero cells were used using the 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction method.  The 

concentrations obtained which maintained viability above 70% in the MTT test were used in 

the viral neutralization tests (PRNT). Based on the PRNT results, in silico molecular docking 

tests were carried out for the selected molecules against three targets: Spike protein, Mpro 

protease and RNA-Dependent RNA-Polymerase (RdRp). The three compounds selected in the 

screening were: chlorogenic acid, ellagic acid and thymol, with concentrations that reduce cell 

viability and metabolic status by up to 30% of: 100 μg/mL; 3.125 μg/mL and 25 μg/mL, 

respectively. The results of the PRNT test, when the molecules were directly in contact with the 

virus, showed a percentage of viral plaque formation of 96.7%, 30.9% and 89.1% for 

chlorogenic acid, ellagic acid and thymol, respectively. Ellagic acid stood out for its 69.1% viral 

inhibition. None of the phenolic compounds analyzed showed viral activity when they were 

analyzed if they acted alone on the cells. The IC50 of ellagic acid was 0.3492 µg/mL. In 

molecular docking, chlorogenic acid had the best energy performance when evaluated for 

protein S, ellagic acid had the highest score for RdRp and thymol had a triple mode of action. 

This highlights the potential, especially of ellagic acid, as a possible candidate molecule for 

future studies aimed at developing treatment alternatives for COVID-19. This molecule can be 

used in human supplementation, benefiting individuals at high risk of serious complications 

from COVID-19 and benefiting countries with financial and health infrastructure restrictions. 

These findings emphasize the importance of research that seeks to establish new alternatives in 

the discovery of antiviral agents, contributing to the understanding of the importance of the 

evolution of products derived from natural compounds. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O SARS-CoV-2, com primeiro registro em Wuhan (China) em 2019, é o <novo 

coronavírus= responsável pela COVID-19. O contágio do SARS-CoV-2 ocorre principalmente 

por meio de secreções contaminadas, como gotículas respiratórias expelidas durante a fala, 

tosse ou espirro, além do contato com superfícies contaminadas (HU et al., 2021). Essa forma 

de transmissão facilitada contribuiu significativamente para a rápida propagação do vírus em 

escala mundial, desencadeando a pandemia global de COVID-19 em 2020. 

Em 4 de maio de 2020, mais de 3,3 milhões de casos de COVID-19 foram relatados, 

resultando em mais de 238.730 mortes em 215 países (WHO, 2020). Estatísticas de vigilância 

relatadas pelo World corona tracker, até 15 de fevereiro de 2024, relatam que a pandemia 

causou, 703.207.461 de casos de infecção confirmados, com mais de 6.983.297 de mortes no 

mundo (Worldometer, 2024). Pelo Painel Coronavírus, até 10 de fevereiro de 2024, a pandemia 

causou aproximadamente 38.374.307 milhões de casos de infecção confirmados, com 709.601 

mil mortes no Brasil (Coronavírus Brasil, 2024). A doença é contagiosa e potencialmente fatal, 

especialmente para indivíduos com sistema imunológico enfraquecido, ou comorbidades 

associadas, como diabetes, pneumonia, doença cardíaca ou doenças imunossupressoras 

(WOROBEY et al., 2022).  

Para enfrentar a pandemia,  enormes esforços de investigação têm sido dedicados 

ao desenvolvimento de vacinas e grandes entidades internacionais definiram a vacinação como 

sua principal prioridade (UN NEWS, 2021). Em todo o mundo, 0,9 bilhão de doses das vacinas 

foram administradas em 12 de janeiro de 2022. A imunização é eficaz na prevenção da infecção  

(YEK et al., 2022) diminuindo sua gravidade (POLACK et al., 2020). No entanto, os principais 

obstáculos para alcançar a imunidade coletiva incluem desigualdade na distribuição de vacinas, 

vacinas não eficazes, o surgimento de variantes de escape imunológico do SARS-CoV-2 e 

hesitação sobre a vacinação entre a população global. Como resultado, um direcionamento 

antiviral eficaz, convenientemente acessível e econômico ao SARS-CoV-2 é obrigatório, 

especialmente para países de baixa renda.  

As pandemias causadas por vírus, como H1N1 e SARS-CoV-2, representaram uma 

grave ameaça à saúde pública global. No caso da COVID-19, o cenário é especialmente 

preocupante devido à ausência de fármacos cientificamente validados para o tratamento 

completo da doença (WEN et al., 2022). Diante desse desafio, torna-se urgente a busca por 

estratégias eficazes e seguras de prevenção e controle da infecção, visando mitigar os impactos 

devastadores da pandemia. 
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A natureza é um excelente reservatório de compostos eficazes que podem ser usados 

diretamente como produtos farmacêuticos ou ainda desenvolvidos em novos medicamentos. 

Compostos naturais derivados de plantas têm sido usados na medicina ao longo da história e 

são considerados seguros em comparação com produtos sintéticos. Assim, uma avaliação 

rigorosa dos potenciais compostos naturais, envolvendo ensaios in vitro e posteriormente 

clínicos controlados para a produção de antivirais naturais eficazes é necessária. Dessa forma, 

isso pode levar a disponibilidade de medicamentos anti-SARS-CoV-2 a um custo razoável, 

servindo ao mesmo tempo como fonte de rendimento nos países de baixo rendimento. A 

disponibilidade de antivirais naturais pode desempenhar um papel essencial no apoio à  

COVID-19 no mundo, ajudando a tornar os cuidados de saúde mais acessíveis e sustentáveis. 

Por sua vez, a riqueza da Biodiversidade Brasileira como fonte potencial de novas 

moléculas traz ao cenário uma importante contribuição ao fornecer novas moléculas em 

potencial para o controle de diferentes agentes patogênicos. Assim, um novo desafio que tem 

surgido para diversas áreas analíticas é o estudo da composição química de matrizes no seu 

estado bruto ou com um mínimo de pré-tratamento amostral. Esta abordagem visa encontrar 

<impressões digitais= (substâncias que discriminem as amostras) e/ou substâncias bioativas 

para a obtenção de informação química sem protocolos extenuantes de preparo amostral, o que 

aumenta a rapidez do processo, reduzindo seu custo. 

Os produtos naturais têm demonstrado seu potencial como fonte de moléculas 

biologicamente ativas, inclusive com atividade antiviral contra diversos agentes patogênicos  

(VALLI; BOLZANI, 2019). Isso é evidente em diversos compostos farmacêuticos, que, embora 

formalmente de natureza sintética, são, na verdade, isósteros do substrato peptídico (como  

<imitadores de produtos naturais=), os quais são produzidos por métodos sintéticos e não pelo 

uso de fermentação ou extração para facilitar a recuperação (NEWMAN; CRAGG, 2020). De 

um relatório de 2018 de Andrew Liu publicado pela <Fierce Farmacêutica=, o medicamento 

mais vendido do últimos 25 anos é a atorvastatina (Lipitor), um hipocolesterolêmico 

descendente diretamente de um produto natural microbiano com vendas totais nos EUA de 

US$94,67 bilhões. O próximo é o Humira biológico, com vendas de US$75,78 bilhões. E em 

quarto é o Advair, combinação inaladora de um corticosteróide modificado e do agente beta-2- 

adrenérgico (uma combinação de dois compostos derivados de  produtos naturais com uma 

modificação semi sintética), com vendas de US$69,1 bilhões. Logo, observa-se em primeiro e 

quarto lugar derivados de moléculas de produto natural no gráfico de vendas dos EUA 

demonstrando o advento de novos produtos biológicos em protocolos de tratamento. Nota-se 

que as moléculas naturais oferecem as melhores opções para encontrar novos agentes/modelos 
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ativos, do que quando trabalhados em conjunto com químicos sintéticos e biólogos, oferecendo 

o potencial para descobrir novas estruturas que podem levar a agentes eficazes em uma 

variedade de doenças humanas (LIU, 2018). 

Consideradas a relevância da pandemia e COVID-19; o impacto da doença sobre o 

Sistema de Único de Saúde 3 SUS; a necessidade de estratégias de enfrentamento para COVID-

19; a identificação do advento das moléculas naturais como potenciais alvos para fármacos, e a 

biodiversidade brasileira como fonte de moléculas ativas, o presente trabalho contribui com a 

identificação de moléculas  naturais capazes de inibir o SARS-CoV-2 e de neutralizar o vírus, 

empregando-os diretamente em ensaios in vitro. Certamente, este estudo auxilia no 

desenvolvimento de medicamentos eficazes e seletivos para o tratamento da COVID-19, bem 

como tem potencial de auxiliar a reduzir a dependência do país em insumos para a saúde.  

1.1 Evolução da pandemia de COVID-19 e seu impacto 

Dezesseis anos após o surto da síndrome respiratória aguda grave (SARS) em 2003, 

o mundo testemunhou, em dezembro de 2019, um novo surto de pneumonia grave que emergiu 

na cidade de Wuhan, na província de Hubei, China. Posteriormente, foi confirmado que os 

pacientes estavam infectados por um novo agente, o coronavírus-2 da síndrome respiratória 

aguda grave (SARS-CoV-2). A maioria dos casos iniciais concentrou-se no centro de Wuhan, 

em particular nas proximidades do Mercado de Frutos do Mar de Huanan, onde, além de frutos 

do mar e aves, eram comercializadas espécies de mamíferos vivos, como guaxinins, texugos e 

raposas. Amostras ambientais coletadas no mercado continham o RNA do SARS-CoV-2, 

embora não houvesse relatos de testes em animais comercializados no local (WOROBEY et al., 

2022). 

A origem exata do SARS-CoV-2 ainda está sob investigação, mas as evidências 

sugerem uma possível origem zoonótica, com a transmissão do vírus de animais para humanos, 

que potencialmente iniciou-se no Mercado de Frutos do Mar de Huanan (WOROBEY et al., 

2022). É importante ressaltar que a pesquisa sobre a origem do vírus está em constante 

evolução, e novos dados podem fornecer mais informações desse surgimento. 

A rápida disseminação internacional do vírus levou a uma pandemia declarada pela 

Organização Mundial da Saúde em março de 2020. No primeiro surto de 4 meses, até primeiro 

de abril de 2020, foram 823.626 casos confirmados e 40.598 mortes em 205 países e territórios. 

Até 27 de julho de 2020, 16.114.449 de infecções e foram registradas 646.641 mortes (WHO, 

2020). O vírus se espalhou para quase todos os países, desencadeando medidas drásticas de 

contenção. Houve uma necessidade urgente de leitos hospitalares, ventiladores e equipamentos 

de proteção individual. Os impactos sociais, econômicos e nas rotinas diárias foram profundos, 
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resultando em lockdowns, desemprego em larga escala e perturbações nas cadeias de 

suprimentos. 

O agravo sanitário causado pela pandemia da COVID-19 pode ser dimensionado 

pelos números de casos e óbitos confirmados pela doença globalmente. No Brasil, foi observada 

transmissão comunitária, com colapso do Sistema Único de Saúde em algumas regiões. De 

acordo com os dados da OMS, o Brasil foi o segundo país que mais registrou mortes pela doença 

sob a ótica de números absolutos. Quase 7 milhões de pessoas morreram devido a complicações 

da doença no mundo, tendo o Brasil representado cerca de 10% das notificações mundiais do 

Brasil (WHO, 2020 e 2023). Estima-se, ainda, que o total de mortes no mundo seja de ao menos 

20 milhões (CHEN et al., 2022). Na figura 1 o impacto mundial da COVID-19 nos últimos 

anos em números. 

Figura 1 3  Casos de COVID-19 e mortes global notificados pela OMS  em intervalos de 28 

dias 

 

Fonte: Adaptado da Organização Mundial da Saúde - <COVID-19 Epidemiological Update=. 

Atualização epidemiológica semanal sobre COVID-19 - 19 de janeiro de 2024. No último período de 28 dias (24 

de julho a 20 de agosto de 2023), foram notificados quase 1,5 milhões de novos casos de COVID-19 e mais de 

2.000 mortes nas seis regiões da OMS, um aumento de 63% de casos em comparação com os 28 dias anteriores 

Atualmente, os casos notificados não representam com precisão as taxas de infecção devido à redução da realização 

de testes e notificações a nível mundial. 

A pandemia de COVID-19 afetou em grande parte a comunidade científica, 

incluindo a consequência direta das medidas de confinamento e do encerramento da maioria 

das instalações de pesquisa universitária com ensaios não relacionados com a COVID-19. Em 

questão de meses, as universidades e instituições de pesquisa tiveram que redefinir e alocar 
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cuidadosamente atividades de pesquisa para o combate ao vírus, e toda a pesquisa não essencial 

inevitavelmente foi interrompida. Os periódicos científicos rapidamente já detalharam as 

características da doença e do próprio vírus. Inúmeros estudos foram conduzidos para 

identificar medicamentos eficazes, candidatos clínicos e moléculas-chave que demonstraram 

potencial atividade contra o SARS-CoV-2 ou que poderiam mitigar a tempestade de citocinas 

desencadeada pela infecção (ZEGGINI et al., 2020). 

1.2 Aspectos gerais sobre a COVID 

A maioria das pessoas se infecta com os coronavírus  ao longo da vida e apresenta 

infecções respiratórias brandas a moderadas de curta duração (CHENG et al., 2007). Além das 

doenças respiratórias, o grupo é responsável por implicações entéricas, hepáticas e 

neurológicas, com comprometimento de leve a grave da saúde do hospedeiro (CHENG et al., 

2007). Essa diversidade destaca a complexidade e a importância de abordagens abrangentes na 

gestão da doença. 

Embora as infecções por coronavírus geralmente sejam leves, nas epidemias por 

SARS-CoV em 2002 e MERS-CoV (do inglês, Middle East Respiratory Syndrome) em 2012, 

mais de 10.000 pessoas foram infectadas, com taxas de mortalidade de 10% e 37%, 

respectivamente (HUANG et al., 2020). Os sintomas da COVID variam, incluindo febre, tosse, 

fadiga, dispneia, dor de cabeça e perda de olfato ou paladar. A forma grave pode apresentar 

quadro clínico que varia de falta de ar, tosse paroxística, expectoração produtiva a opacidades 

multifocais em vidro fosco envolvendo os lobos pulmonares (KONG & AGARWAL, 2020). 

Grupos vulneráveis, como idosos e pessoas com comorbidades, enfrentam maior risco de 

complicações. De acordo com o CDC, 8 em cada 10 mortes relatadas nos EUA ocorreram em 

adultos com 65 anos ou mais (CDC, 2022). Uma metanálise retrospectiva incluindo 1.558 

pacientes com COVID-19 foi realizada até 1º de março de 2020, em indivíduos com 

comorbidades subjacentes e o risco de adquirir COVID-19, observou-se que comorbidades 

comuns, como hipertensão, DPOC, diabetes e doença cardiocerebrovascular, são os fatores de 

risco mais significativos em indivíduos quando comparados com outros estados de doença 

subjacentes (WANG et al., 2020). Assim, os desfechos da doença variam de casos 

assintomáticos até óbitos, sendo influenciados por diversos fatores a exemplo de idade, 

linfopenia, leucocitose e níveis alterados de bioquímicos e biomarcadores imunológicos 

(GUAN et al., 2020). 

Até o momento, não existem comprovações robustas que possibilitem a indicação 

de uma terapia farmacológica específica para a COVID-19 (LUI  & GUARALDI, 2023). A 
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busca por alternativas no tratamento da COVID-19 tem sido objeto de vários estudos, 

abrangendo diversas classes de medicamentos. Entre eles, antivirais (HAN et al., 2020; 

HOLSHUE et al., 2020; KUJAWSKI et al., 2020), corticosteroides (CHAN et al., 2020; 

ZHANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020), antimaláricos (CORTEGIANI et al., 2020; 

GAUTRET et al., 2020), e mesmo anti-hipertensivos, como inibidores da enzima conversora 

de angiotensina e bloqueadores do receptor de angiotensina (DIAZ, 2021; LIU et al., 2020; 

ZUMLA et al., 2020), que já foram avaliados quanto à eficácia no tratamento da pneumonia 

por COVID-19 ou seus efeitos na evolução da doença. O reposicionamento de medicamentos 

existentes, incluindo o composto antiviral remdesivir e a dexametasona, trouxeram benefícios 

(WIERSINGA et al., 2020), e outros medicamentos (molnupiravir, fluvoxamina e Paxlovid - 

nirmatrelvir + ritonavir) também mostraram uma promessa significativa (Wen et al.,2022). 

Contudo, destaca-se que a grande maioria dessas terapias não possui registro em 

bula para o uso específico em COVID-19, configurando-se muitas vezes como uso off-label 

(WIERSINGA et al., 2020). Seis medicamentos estão autorizados para uso em pacientes com 

Covid-19 pela Anvisa, sendo a maioria ainda em caráter emergencial: Remdesivir (registro 

definitivo); Sotrovimabe (uso emergencial); Baricitinibe (indicação aprovada); Molnupiravir 

(uso emergencial); Paxlovid (uso emergencial) e Evusheld (uso emergencial) (PAGNO, 2023). 

Além disso, a eficácia dos medicamentos pode variar entre pacientes e em diferentes estágios 

da doença, bem como muitos medicamentos aprovados podem ter efeitos colaterais, e sua 

segurança a longo prazo pode não ser totalmente conhecida (FERREIRA & ANDRICOPULO, 

200). É essencial monitorar outra limitação da produção ou distribuição, em que o uso de 

determinado medicamento numa doença nova pode afetar sua disponibilidade para todos os 

pacientes que precisam. Por fim, a COVID-19 é uma doença complexa, com manifestações 

variadas, na qual um único medicamento pode não abordar todas as facetas da infecção 

(BEIGEL et al., 2020; CAVALCANTI et al., 2020). 

As vacinas demonstraram ser eficazes (KRAMMER, 2020) e seu desenvolvimento 

acelerado representou um marco significativo na resposta à pandemia, proporcionando  uma 

medida crucial no controle da disseminação do vírus. Após 272 dias de pandemia declarada 

pela OMS, a fabricante Pfizer iniciou a aplicação de vacinas no Reino Unido (CASTRO; 

SINGER, 2021). Logo em seguida, várias vacinas contra a COVID-19 foram autorizadas para 

uso em diferentes partes do mundo, algumas das principais vacinas incluem: Pfizer-BioNTech 

(Comirnaty):, Moderna (Spikevax), AstraZeneca-Oxford (Vaxzevria), Johnson & Johnson's 

Janssen (Janssen), Sinovac (CoronaVac) e Sputnik V, envolvendo desde tecnologias tecnologias 
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de  vetor viral (AstraZeneca, Johnson & Johnson's e Sputnik) , vírus inativado (Sinovac)  e 

RNAs (Pfizer e Moderna). 

Além das vacinas desenvolvidas e disponibilizadas à população, grupos de pesquisa 

buscam soluções para controlar o avanço da doença, baseadas nas evidências científicas 

relacionadas à estrutura molecular viral e à fisiopatologia da doença (GORDON et al., 2020). 

Nesse sentido, estratégias de identificação de novas moléculas antivirais vêm sendo 

consideradas.  

1.3 Biologia do vírus SARS-CoV-2   

Filogeneticamente, o vírus SARS-CoV-2  está relacionado à família Coronaviridae 

e se agrupa com o SARS-CoV e outros coronavírus (CoVs) detectados em morcegos (por 

exemplo, RaTG13, RmYN02) e pangolins (originários, por exemplo, da província de 

Guangdong e Guangxi) (ANDERSEN et al., 2020). Os coronavírus abrangem 2 subfamílias, 5 

gêneros, 26 subgêneros e 46 espécies de vírus. O SARS-CoV-2 pertence ao gênero 

Betacoronavirus, subgênero Sarbecovirus, espécie Severe acute respiratory syndrome-related 

coronavirus. Essa classificação foi realizada pelo International Committee on Taxonomy of 

Viruses (ICTV), considerando principalmente características moleculares e filogenéticas 

(CURRENT ICTV TAXONOMY RELEASE, [s. d.]). O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavírus 

humano descrito, que também agrupa o SARS-CoV e o MERS-CoV (KO et al., 2020). 

Em termos de similaridade genética, o genoma do SARS-CoV-2 é 79% semelhante 

ao SARS-CoV e compartilha 50% de identidade de sequência genômica com o coronavírus da 

síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) (TABIBZADEH et al., 2020). Os CoVs 

derivados de morcegos, como RaTG13 e RmYN02, apresentam semelhanças de 

aproximadamente 96% e 93% com o SARS-CoV-2, respectivamente. A árvore filogenética 

mostrou que o vírus está localizado na linhagem B dos Betacoronavirus e está relacionado aos 

vírus SARS e SARS de morcego (Figura 2)  (TABIBZADEH et al., 2020). Uma característica 

notável do SARS-CoV-2 é encontrada na proteína S (Spike), onde cinco dos seis resíduos de 

aminoácidos dentro do domínio de ligação ao receptor (RBD) diferem do SARS-CoV. Além 

disso, há um sítio de clivagem polibásico na junção das subunidades S1 e S2 da Spike, 

permitindo uma clivagem mais eficaz por parte da furina e outras proteases (HU et al., 2021). 

As mutações adquiridas pelo vírus SARS-CoV-2 em escala global tiveram uma 

vigilância ampla e ágil com o avanço tecnológico no sequenciamento de nova geração. A 

evolução do vírus resultou no surgimento de variantes que podem ser resistentes aos 

medicamentos existentes, comprometendo a eficácia da identificação e do tratamento da 
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doença. Esse cenário tem sido marcado por um rápido desenvolvimento de variantes virais que, 

ao demonstrarem notável vantagem competitiva sobre as anteriores, tornam-se 

predominantemente prevalentes em todo o mundo. Uma das primeiras e mais notáveis mutações 

que impulsionaram a eficiência de transmissão foi a substituição ocorrida na proteína Spike, a 

mutação D614G, levando ao surgimento da linhagem PANGO B.1 (CARABELLI et al., 2023).   

Figura 2 3  Árvore filogenética contendo as primeiras cepas do vírus SARS-CoV-2 

 

Fonte: Adaptado de Tabibzadeh et al., 2021. Um dos primeiros estudos filogenéticos com o SARS-

CoV-2, introduzindo a base para o sequenciamento do genoma e análise das primeiras infecções confirmadas por 

COVID-19 na China. O SARS-CoV-2  (em vermelho) é o 2019-nCoV, um novo coronavírus de 2019. Sendo as 

linhagens (A,B,C e D) definidas como entidades/organismos que compartilham um ancestral comum e apresentam 

mutações similares. 

A OMS identificou algumas dessas variantes como "variantes de preocupação", que 

se disseminaram regional ou globalmente em um ritmo acelerado e, em muitos casos, exibiram 

uma maior habilidade para escapar da resposta imunológica do hospedeiro. Um exemplo foi a 

extinção da linhagem B.1 após o surgimento da variante Alpha (linhagem PANGO B.1.1.7). 

Pouco tempo após a detecção da variante Alpha, várias outras variantes notáveis surgiram, 

incluindo a variante Beta (B.1.351), a variante Gamma (P.1) e a variante Delta (B.1.617.2), cada 

uma com suas características distintivas, como a observação de uma clivagem aprimorada da 

furina nas variantes Alpha e Delta (KOELLE et al., 2022). 

Em 2021, ocorreu o surgimento da variante Ômicron (B.1.1.529) que evoluiu 

devido ao acúmulo de um grande número de mutações, especialmente na proteína spike, e 
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atualmente as mais recentes sublinhagens sequenciadas são Ômicron (KHANDIA et al, 2022). 

Observou-se que o risco de resultados graves após a infecção por SARS-CoV-2 foi 

substancialmente menor para o Ômicron do que para o Delta, com reduções mais elevadas para 

desfechos mais graves e variação significativa com a idade. Os afetados pela variante Ômicron 

tiveram um risco 60-70% menor de hospitalização e morte do que a variante delta segundo 

estudos na Inglaterra (NYBERG et al, 2022). Existem diversas teorias que explicam como a 

Ômicron reuniu um número tão elevado de mutações em menos tempo com maior 

transmissibilidade, maior evasão imunológica e desfechos menos graves, as quais envolvem a 

intensificação das campanhas de vacinação, o recebimento de doses de reforço, a realização de 

testes de eficácia de vacinas e imunoterapias contra variantes recentemente surgidas, a 

atualização das vacinas disponíveis, a concessão de vacinas multivalentes capazes de gerar 

imunidade híbrida, bem como a modernização de instalações médicas e a implementação 

rigorosa de medidas de prevenção e controle adequadas (KHANDIA et al, 2022). 

A caracterização e a determinação da estrutura e organização genômica do SARS-

CoV-2 podem auxiliar a entender o mecanismo de infecção e mutação viral. O genoma do 

coronavírus (de 29.903 nucleotídeos com cerca de 15 genes) é constituído por uma fita simples 

de RNA, não segmentada e com aproximadamente 26-32 kb, apresentando cap 59-metilado e 

cauda 39-poliadenilada (ABBASIAN et al., 2023). A região codificante inclui os genes 

responsáveis pela replicação do genoma viral e os genes que codificam as proteínas estruturais 

(glicoproteína spike (S), proteína do envelope (E), proteína da membrana (M) e a proteína do 

nucleocapsídeo (N)) (GORBALENYA et al., 2006). Na figura 3, observa-se a organização do 

gene: 59- replicase ORF1ab (ORF do inglês 3 Open Reading Frame), S, E, M, N -39. O SARS-

CoV-2 apresenta pelo menos 9 proteínas acessórias (3, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 10b, 13, 14) também 

representadas na figura (ZHOU et al., 2020). O gene ORF1ab é o maior segmento do genoma 

dos CoVs, sendo composto pela ORF1a e ORF1b, em que codificam as quatro proteínas 

estruturais essenciais.  
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Figura 3 3 Representação esquemática para o arranjo do genoma do SARS-CoV-2 

 

Fonte: Adaptado de  Kirtipal et al., 2020. Em A: organização do genoma do SARS-CoV e em B: domínios 

funcionais no genoma do SARS-CoV. O genoma do SARS-CoV-2 codifica diversas proteínas não estruturais 

(ORF1a e ORF1b, que são processadas em NSP1-16) na extremidade 5', além de proteínas estruturais (S, E, M e 

N) e várias outras proteínas acessórias (ORF3a, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c e 10) na extremidade 3'. 

Dentre essas proteínas estruturais, a glicoproteína S media a interação da partícula 

viral com um receptor na superfície da célula-alvo por meio de um domínio de ligação ao 

receptor (RDB, do inglês, Receptor Binding Domain) presente em sua subunidade S1 (Figura 

4).  A região S2 consiste em um peptídeo de fusão, responsável pela adsorção da partícula viral 

com a membrana celular, enquanto a  proteína E, que é a menor de todas as proteínas, e que 

está presente no vírion em menor quantidade que as outras proteínas estruturais, está associada 

ao desencadeamento do processo de montagem da partícula viral e brotamento. A proteína M 

está presente em maior quantidade no envelope e desempenha um papel na montagem de 

partículas virais e determina o local de brotamento do vírus e a forma do envelope viral; sua 

interação com a proteína N estabiliza o nucleocapsídeo. A glicoproteína de espícula de CoVs 

forma homotrímeros projetando-se da superfície viral e mediando a entrada do genoma do vírus 

nas células hospedeiras (SRINIVASAN et al., 2020). 

Figura 4 3  Estrutura do vírus SARS-CoV-2, detalhando a proteína S 

 

Fonte: Adaptado de ZHOU et al (2021). 
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Após a primeira etapa do ciclo de replicação dos coronavírus que consiste na 

adsorção, em que a região RBD da subunidade S1 da proteína S do virion interage com os 

receptores (que inclui a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)) da célula hospedeira, 

são desencadeadas alterações conformacionais na subunidade S2 de S, culminando com a fusão 

do envelope viral à membrana da célula hospedeira. O processo de entrada viral descrito pode 

ocorrer de forma independente (mediado pelas serino-proteases transmembranares 2 e 11D) ou 

dependente de endossomas, sendo a última via facilitada pelo baixo pH e pelas catepsinas 

endossômicas (SHANG et al., 2020). 

Posteriormente a entrada do vírus, a expressão do complexo replicação-transcrição 

ocorre de maneira muito similar ao SARS-CoV e ao coronavírus causador da síndrome 

reprodutiva e respiratória dos suínos (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome - 

PRRS), os modelos mais estudados para a replicação dos coronavírus  (MALIK, 2020). Após a 

fusão das membranas celulares, ocorre o desnudamento, em que o nucleocapsídeo viral é 

liberado no citoplasma e o RNA viral torna-se disponível para a tradução como um mRNA e 

transcrição. A tradução inicia-se pelas ORF1a e ORF1b que irão codificar as poliproteínas pp1a 

e pp1ab, as quais vão ser clivadas nas NSPs (non-structural proteins). Essas poliproteínas 

formam um complexo RNA transcriptase-replicase, ocorre a transcrição da sequência inteira do 

genoma dando origem ao intermediário replicativo que irá servir de molde para síntese do RNA 

genômico, que será utilizado na montagem dos novos vírus. Em seguida ocorre a tradução das 

ORFs estruturais para dar origem às proteínas estruturais e acessórias. Os vírus recém-formados 

passam por uma fase de encapsulação, na qual são envolvidos por membranas celulares 

modificadas, adquirindo assim sua estrutura final. Após a montagem, esses vírus maduros são 

transportados para a superfície celular em vesículas e liberados para o meio extracelular por 

meio de exocitose (MALIK, 2020) (Figura 5). 
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Figura 5 3 Ciclo viral do SARS-CoV-2 

 

Fonte: Adaptado de CHAKRAVARTI et al (2021). O SARS-CoV-2 entra nas células hospedeiras 

por fusão do endossomo na membrana plasmática, mediada pela proteína spike e ligação ao receptor ACE2. Após 

a entrada, o RNA viral é liberado, iniciando a tradução de poliproteínas clivadas em Proteínas Não Estruturais 

(NSPs) e proteínas estruturais. Um complexo forma-se para transcrever o genoma viral e produzir mRNAs e RNA 

subgenômico. As proteínas estruturais são traduzidas, encapsuladas no retículo endoplasmático e transportadas 

para o Retículo Endoplasmático 3 Compartimento Intermediário de Golgi (ERGIC). Por fim, nucleocapsídeos e 

proteínas estruturais (spike - S, membrana - M, envelope - E, nucleocapsídeo - N) formam partículas de vírions 

exportadas por exocitose. 

Destaca-se o papel das proteínas não estruturais produzidas pelas regiões nsp3 e 

nsp5, que codificam duas importantes proteases: a protease tipo papaína (PLpro) e a 3C-like 

protease (3CLpro, também conhecida como Mpro), respectivamente (BLANCK; ZIEBUHR, 

2016). A primeira origina as poliproteínas replicase pp1a e pp1ab que compreendem as funções 

necessárias para a síntese de RNA viral, contudo, a clivagem dessas replicases acontece pela 

ação da Mpro (cliva  em 15 NSPs). Ambas proteases, junto com a enzima RNA polimerase 
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dependente de RNA (RdRp - nsp12) são imprescindíveis para o processo de replicação do 

SARS-CoV-2 (DONG et al., 2020). 

1.4 Alvos e estratégias para o desenvolvimento de antivirais 

O SARS-CoV-2 persiste na população humana, manifestando-se no surgimento 

contínuo de novas variantes com maior capacidade de evasão do sistema imunológico e maior 

eficiência de transmissão. A COVID-19 não parece estar erradicada, sugerindo a possibilidade 

de epidemias anuais. Nesse cenário, a vacinação regular de reforço se torna essencial para lidar 

com as novas variantes que possam surgir (DENG et al., 2023).  Essa estratégia visa manter a 

eficácia das vacinas existentes e fortalecer a imunidade da população contra as mutações do 

vírus. Nesse cenário inconstante, especialmente com parte da população não buscando o 

esquema vacinal completo (DUBÉ; MACDONALD, 2022), é necessário estudar estratégias de 

remediação. 

Mesmo com medicamentos aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) 

como: Remdesivir, Sotrovimab, Baricitinib, Paxlovid e Monulpiravir, ainda há restrição de uso 

em pacientes e alguns estão disponíveis apenas para uso hospitalar. Além disso, o custo mais 

elevado desses medicamentos pode representar um desafio para a ampla acessibilidade (PACL 

et al., 2021). Essas limitações evidenciam a necessidade de ampliações no campo do tratamento 

para a COVID-19. 

Para avaliar potenciais candidatos antivirais, foram empregadas diversas técnicas 

inovadoras, incluindo triagens de alto rendimento que utilizam pseudovírus, mini-replicons 

virais ou o próprio SARS-CoV-2 em instalações de alta contenção. Além disso, ensaios de 

interação enzimática e técnicas computacionais avançadas, como acoplamento molecular 

(docking molecular), aprendizado de máquina (machine learning) e estratégias baseadas em 

ligantes, foram empregadas para identificar uma ampla gama de possíveis tratamentos antivirais 

(ADAMSON et al., 2021; BOBROWSKI et al., 2020). 

Vários estudos tentam identificar compostos naturais como inibidores virais in vitro 

de coronavírus. Compostos polifenólicos como a quercetina e a rutina em concentrações de 

500315.63 μg/mL inibiram o vírus em ensaios experimentais (CHIOW et al., 2016); um extrato 

de sabugueiro silvestre com predominância de flavonoides exibiu capacidade inibitória in vitro 

com base em ensaio imunoenzimático competitivo (BORODUSKE et al., 2021); cumarinas a 

partir de uma concentração de 50 µg/mL exerceram efeitos virucida e antiviral consideráveis in 

vitro (BAGGIERI et al., 2023). Esses resultados destacam o potencial de compostos naturais 

como candidatos para o desenvolvimento de produtos anti-SARS-CoV-2. 
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Os coronavírus são reportados em termos da sua biologia molecular e possíveis 

alvos para a inibição do SARS-CoV-2. Desse modo, relata-se alguns alvos e diferentes 

estratégias para o desenvolvimento de antivirais. 

● Proteína glicosilada Spike (S) e o receptor ACE2: A proteína S apresenta alta 

afinidade ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e parece mediar o 

processo de infecção viral. A expressão de ACE nos pneumócitos alveolares (HAMMING et 

al., 2004) e a afinidade 10-20 vezes maior de S-SARS-CoV-2 ao receptor, comparado a S-

SARS-CoV, parece justificar maior facilidade de transmissão e contágio do SARS-CoV-2 (WU 

et al., 2020).  Como o vírus utiliza o receptor ACE2 da célula hospedeira, esse se mostra um 

alvo válido para o desenvolvimento de medicamentos (BORODUSKE et al., 2021). 

● RdRp: A RdRp é a enzima mais conservada em diversas espécies virais, como 

vírus influenza, vírus da hepatite C (HCV), vírus Zika (ZIKV) e coronavírus (CoV), 

desempenhando o papel essencial no ciclo de vida desses vírus (AHMED-BELKACEM et al., 

2014; XU et al., 2017; ZHOU et al., 2018). A similaridade da sequência proteica entre SARS-

CoV-2 e SARS-CoV RdRp é de até 96% e as disparidades estruturais existentes são encontradas 

na área cataliticamente inativa (MORSE et al., 2020). Assim, moléculas antivirais de amplo 

espectro que atuam em RdRp podem bloquear a replicação viral de diferentes vírus de RNA. 

● Proteínas virais que atuam na replicação do SARS-CoV-2: A Mpro e a RdRp são 

indispensáveis para o ciclo de vida do vírus e desempenham um papel essencial na replicação 

viral. Portanto, considerá-las como alvos de drogas se tornou uma abordagem atraente para o 

desenvolvimento de possíveis medicamentos antivirais. Estudos apontam  fármacos e 

compostos com derivados naturais com atividade antibacteriana e antiviral diante de uma alta 

afinidade para a Mpro, bem como uma inibição da RdRp (WU et al., 2020).  

● Estratégias virtuais para o estudo de antivirais: No sentido de acelerar a 

descoberta de um antiviral, bem como para reposicionamento de drogas, a ancoragem ou 

atracamento (em inglês, chamado <docking=) molecular desempenha um papel essencial, 

fornecendo informações cruciais sobre a natureza e os detalhes das interações entre essas 

moléculas, o que, por sua vez, pode elucidar processos bioquímicos relevantes (LENGAUER; 

RAREY, 1996; SHAN et al., 2011). O uso do método virtual inclui duas etapas, que podem 

auxiliar de forma significativa no reposicionamento e no desenvolvimento de novas moléculas 

anti-SARS-CoV-2. A primeira aborda a investigação da conformação e orientação do ligante no 

sítio de ligação, levando em consideração interações eletrostáticas, de van der Waals e a 

complementaridade de superfícies. Já a segunda etapa trata-se da previsão da pontuação de 

ligação, traduzindo a probabilidade de que uma determinada pose representa um modelo com 
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uma energia de ligação favorável. (GUEDES et al., 2021; LEE et al., 2015; JIMÉNEZ-

GARCÍA et al., 2018). 

● Produtos naturais: A busca por uma terapêutica definitiva contra o SARS-CoV-

2 desafia o domínio do reaproveitamento de medicamentos e das bibliotecas de compostos 

sintéticos, os produtos naturais como agentes antivirais e estimuladores imunológicos tornam 

uma alternativa relativamente barata e prontamente disponível (LOW et. al., 2023). Produtos 

naturais há muito tempo são reconhecidos por sua potente atividade antiviral, incluindo contra 

o MERS-CoV e o SARS-CoV (BHARADWAJ et al., 2021). Estudos in silico já revelaram forte 

afinidade de vários produtos naturais com as proteínas não estruturais do vírus (BHARADWAJ 

et al., 2021; SHALDAM et al., 2021; SUPIAN et al., 2022; SELIM et al., 2023).   

1.5 Novas moléculas da biodiversidade regional 
Durante períodos remotos, comunidades como quilombolas, indígenas e ribeirinhos 

empregaram o conhecimento popular sobre as propriedades curativas de plantas medicinais. 

Estas, reconhecidas como fontes de substâncias bioativas, desempenharam um papel 

fundamental na medicina popular, sendo utilizadas no tratamento de diversas doenças  (BADKE 

et al., 2011). E, atualmente, segundo a OMS, o uso da medicina tradicional está crescendo, nos 

países desenvolvidos se destaca como uso complementar e na África chega a 80% do uso na 

medicina (VALLI; BOLZANI, 2019), e os produtos naturais já representaram cerca de 60% de 

todos os medicamentos da medicina ocidental (PAN et al., 2013). Esse acontecimento deve-se 

a grande diversidade química e potencialidade farmacológica das espécies. Mesmo que as 

substâncias bioativas isoladas não venham a se tornar fármacos, podem ser utilizadas como 

protótipos e originar compostos com aplicabilidade  clínica (BADKE et al., 2011).  

Destaca-se o elevado potencial das plantas na síntese de diversas substâncias 

antimicrobianas, que desempenham papéis cruciais nos  mecanismos de defesa contra estresses 

ambientais e bióticos (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 2018). Esses agentes 

antimicrobianos, como compostos fenólicos, polifenóis, terpenóides e alcalóides, têm sido 

ressaltados pela sua eficácia na proteção contra estresses, como radiação UV, seca, temperaturas 

extremas e ataques de microorganismos e herbívoros (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 

2018; TAKSHAK; AGRAWAL, 2019; GAO et al., 2020),  o que pode ser de muito interesse 

para meio científico de modo a explorar de forma racional as propriedades intrínsecas dos 

metabólitos da biodiversidade brasileira.  

Os produtos naturais têm demonstrado seu potencial como fonte de moléculas 

biologicamente ativas para seres humanos, inclusive com atividade antiviral contra diversos 
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agentes patogênicos, como por exemplo taninos que se mostraram eficientes contra o Herpes 

simplex vírus e  vírus  da influenza A (DERKSEN et al., 2016). A avaliação de extratos vegetais 

contra o vírus SARS-CoV apresentou atividade antiviral moderada para potente nos ensaios de 

fracionamento, purificação e viabilidade, com destaque o extrato de Lycoris radiata, tendo o 

composto licorina como responsável pela atividade anti-SARS-CoV (LI et al., 2005).  O avanço 

na biotecnologia de plantas medicinais demonstra o uso de plantas medicinais e de seus 

constituintes na prevenção de diversas doenças (SOFOWORA; OGUNBODEDE; ONAYADE, 

2013; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2020), o que 

impulsiona a indústria farmacêutica na busca de novos compostos bioativos.  

Nesse sentido, o Brasil, abrigando o exclusivo bioma da Caatinga, com cerca de 

800.000 km², destaca-se por sua riqueza em espécies vegetais com metabólitos secundários de 

relevância terapêutica. (FILIZOLA; SAMPAIO, 2015). O estudo de plantas medicinais na 

Caatinga está em ascensão devido à diversidade química e ao potencial farmacológico das 

espécies, contribuindo para a busca de novos fármacos e protótipos clínicos. Essa fonte 

promissora de moléculas bioativas apresenta como exemplo o umbuzeiro (Spondias tuberosa 

Arruda Cam), uma das espécies da caatinga mais ricas em compostos antioxidantes naturais, 

que estão presentes em sementes, frutas, folhas e raízes (AJILA; BHAT; PRASADA RAO, 

2007). Nessa planta, estão descritos predominantes compostos fenólicos, que são pouco 

explorados (ZERAIK et al., 2016), sendo escassa, sobretudo, a quantidade de informações e 

estudos acerca do potencial antiviral.  

1.6 Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos constituem o grupo com maior número de representantes 

dentre os metabólitos secundários sintetizados por plantas  (SWALLAH et al., 2020). Eles são 

conhecidos como metabólitos sintetizados a partir do ácido chiquímico e policetídeos, cujas 

moléculas têm como característica a presença de um grupamento hidroxila (OH) ligado a um 

grupo de hidrocarboneto aromático (SWALLAH et al., 2020).  São importantes compostos 

observados em frutas, vegetais,  chocolates, legumes, cereais e bebidas (GANESAN; XU, 2017) 

e estão presentes em todos os órgãos (frutos, sementes, raízes, cascas e folhas) das mais diversas 

plantas (TEPLOVA et al., 2018).  

Existem numerosas evidências químicas, bioquímicas, epidemiológicas e clínicas 

que indicam os efeitos benéficos dos compostos fenólicos sobre a saúde humana. Tal 

propriedade se dá, principalmente, pela capacidade de reagir com espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio e, assim, atuar como antioxidante - como demonstrado, sobretudo, em modelos 
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animais (BALU et al., 2005; DAI; MUMPER, 2010; VAZQUEZ-ARMENTA et al., 2022), 

diretamente relacionada à prevenção e/ou redução de doenças crônicas ligadas ao 

envelhecimento. Nesse sentido, eles também exercem diversos outros efeitos biológicos 

específicos, por meio de mecanismos de ação mais complexos, podendo assim apresentar 

eficácia quimiopreventiva (BARVE et al., 2009; MANOHAR et al., 2013); cardiovascular 

(MATTERA et al., 2017); antimicrobiana (LIMA et al., 2019); antiinflamatória (PORRO et al., 

2019); anticancer (KUNDUR et al., 2019; XIONG et al., 2019) e atividade antiviral (ZHAO et 

al., 2017). 

Os fenólicos, notáveis antioxidantes dietéticos, têm sido amplamente reconhecidos, 

e os ácidos clorogênicos, em particular, têm recebido atenção devido à sua distribuição 

abrangente e à sua presença na dieta humana, com potenciais efeitos biológicos (UPADHYAY; 

MOHAN RAO, 2013).  O ácido clorogênico (ACG), também conhecido como ácido tânico do 

café e ácido 3-cafeoilquínico, é um composto solúvel em água produzido pelas plantas por meio 

da via do ácido chiquímico durante a respiração aeróbica (UPADHYAY; MOHAN RAO, 2013). 

O ACG é amplamente encontrado em plantas dicotiledôneas superiores, samambaias e muitas 

plantas da medicina chinesa (WANG et al., 2022). Esses ácidos demonstram uma variedade de 

atividades farmacológicas, como exemplificado por Yu e colaboradores que destacaram a 

capacidade de flavonóides como potenciais inibidores da entrada do SARS-CoV-2 (YU et al., 

2020). Ademais, já foi demonstrado que o ACG retarda a absorção intestinal de glicose e inibe 

a gliconeogênese (ONG; HSU; TAN, 2012). Vale ressaltar que o ACG foi identificado como 

um potencial medicamento contra câncer, tendo sido aprovado pela Administração de 

Alimentos e Medicamentos da China em fase I (NCT02728349, abril de 2016), depois em fase 

II (NCT03758014, Novembro de 2018) e em ensaios clínicos em pacientes com glioma 

(HUANG et al., 2019). 

Acerca da biodisponibilidade desses compostos, relata-se a absorção dos ácidos 

clorogênicos e de outros compostos fenólicos no aumento na capacidade antioxidante do plasma 

após o consumo de alimentos ricos nestes compostos (MANACH et al., 2005). Evidências 

foram obtidas por meio da quantificação das concentrações plasmáticas e/ou urinárias de ácidos 

clorogênicos após o consumo de alimentos com quantidades conhecidas dos mesmos ou da 

suplementação com os compostos isolados (NARDINI et al., 2002; KONISHI; ZHAO; 

SHIMIZU, 2006;  DE OLIVEIRA; BASTOS, 2011; AUGUSTI et al., 2021 ). 

Dentre os compostos fenólicos, os taninos formam um grupo distinto, sendo 

definidos como polímeros fenólicos que estão unidos a um resíduo de glucose central, são 

solúveis em água e possuem massa molecular específica (RAHMAN et. al, 2021). Plantas ricas 
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em taninos podem ser usadas para o tratamento de diversas moléstias, como diarréias, pressão 

alta, reumatismo, hemorragias, feridas e problemas estomacais (YILDIRIM & KUTLU, 2015). 

Adicionalmente, vêm sendo utilizados contra os efeitos anti-séptico e inibitório da replicação 

do HIV (inibindo a transcriptase reversa, dificultando a replicação viral) (YILDIRIM & 

KUTLU, 2015). 

As atividades farmacológicas dos taninos são derivadas, pelo menos em parte, dos 

taninos hidrolisáveis. Um exemplo é o ácido elágico  que é encontrado em uma variedade de 

frutas, como morangos, framboesas, romãs e uvas, assim como em algumas nozes, como as 

castanhas e amendoim. Além disso, o ácido elágico (AE) é conhecido por sua capacidade de 

formar complexos com proteínas e outras moléculas, o que pode ter implicações em termos de 

atividade biológica e benefícios para a saúde como para a obesidade, resistência à insulina, 

diabetes tipo 2, doença hepática e aterosclerose (KANG et al., 2016). Em estudo, com 

ressonância plasmônica de superfície, foi identificada a  inibição da Mpro do SARS-CoV-2 com 

base em elagitaninos (LI et al., 2021). Outrossim, o AE inibiu a proliferação de células de câncer 

de pulmão com uma eficácia aproximadamente igual à do resveratrol, em que o tratamento de 

camundongos portadores de tumor com uso do AE resultou em inibição significativa do 

crescimento tumoral com supressão dos níveis de CIP2A e aumento da autofagia (DUAN et. 

al, 2019). Por outro lado, um tratamento com AE (25 e 50 μM) inibiu o estresse oxidativo 

induzido por Acrilamida que posteriormente levou à diminuição da citotoxicidade e dos danos 

mitocondriais, lisossômicos e de DNA (SALIMI et al., 2021). Na figura 6 observa-se alguns 

dos benefícios destes compostos que foram exemplificados. 

O timol, um monoterpeno fenólico encontrado em óleos essenciais de plantas como 

o tomilho, destaca-se como outro exemplo dentro do grupo diversificado dos compostos 

fenólicos (SHARIFI-RAD et al., 2022). Além de contribuir para o aroma agradável do tomilho, 

o timol demonstrou propriedades antimicrobianas, incluindo atividade antiviral (NAGOOR et. 

al. 2017).  O timol pode inibir a replicação de alguns vírus, agindo diretamente sobre as 

partículas virais ou interferindo nos processos celulares necessários para a replicação viral, a 

exemplo de quando o Timol produziu um aumento significativo nos títulos de anticorpos contra 

o vírus da doença de Newcastle em frangos (HASHEMIPOUR et. al, 2013). 
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Figura 6 3 Efeitos benéficos para a saúde dos compostos fenólicos naturais 

 

Fonte: Adaptado de PANDEY et al., 2009. Efeitos benéficos para a saúde pleiotrópicos dos 

compostos fenólicos naturais. Estudos epidemiológicos revelaram que os polifenóis fornecem uma proteção 

significativa contra o desenvolvimento de diversas doenças crônicas como doenças cardiovasculares (DCV), 

câncer, diabetes, infecções, envelhecimento, asma, vírus, etc. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Identificar compostos fenólicos com  potencial atividade antiviral ao SARS-CoV-2 

com vistas à disponibilização de moléculas candidatas para posterior desenvolvimento de 

alternativas para o tratamento da COVID-19.  

2.2 Objetivos Específicos 

● Obter um conjunto de moléculas candidatas anti-SARS-CoV-2 a partir de 

biblioteca química composta por um Banco virtual de moléculas 3 Plataforma Tropical DB, 

localizada no Laboratório de Química de Produtos Naturais 3 LMQPN, da Embrapa 

Agroindústria Tropical; 

● Determinar a atividade citotóxica in vitro para moléculas selecionadas; 

● Determinar o potencial de neutralização antiviral in vitro para moléculas 

selecionadas; 

● Determinar a concentração inibitória IC50 para molécula com maior potencial 

de neutralização; 

● Avaliar a afinidade in silico dos compostos , contra alvos importantes do SARS-

CoV-2.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Figura 7 3 Representação gráfica da metodologia utilizada 

 

Fonte: De autoria própria. Abstract gráfico da metodologia utilizada, em 1: Seleção e identificação 

das molécula, em 2: Obtenção e cultivo da linhagem celular, em 3: Avaliação da viabilidade celular por MTT, em 

4: Avaliação da atividade antiviral por PRNT e em 5: Ancoragem molecular. 

3.1 Seleção e identificação das moléculas 

 As moléculas foram selecionadas da Plataforma Tropical DB da Embrapa 

Agroindústria Tropical, a qual possui 466 moléculas no total e não possui acesso aberto, sendo 

seus dados sigilosos. A seleção das moléculas ocorreu de maneira ampla a partir da ocorrência 

em espécies dos biomas brasileiros, teve como princípio norteador resultados prévios das 

moléculas do grupo de pesquisa da Embrapa Agroindústria Tropical para outros fins, assim 

como relatos na literatura científica quanto ao potencial desses compostos na atividade antiviral. 

Tendo como referência a ocorrência natural em espécies do bioma brasileiro 

depositadas na Tropical DB, foram selecionadas dezoito moléculas para avaliação da atividade 

não citotóxica e determinação da potencial atividade antiviral contra o SARS-CoV-2: Ácido 

clorogênico, Ácido elágico, Ácido siríngico, Timol, Quercetina, Rutina, Ácido cafeico, Ácido 

gálico, Kaempferol, Naringenina, Ácido ferúlico, Ácido vanílico, Ácido p-coumárico, Ácido 

trans-cinâmico, Alfa-tocoferol, Catequina, Eugenol e Bisabolol. Destas 18 moléculas 

selecionadas pelo nosso grupo ocorreu uma triagem restringindo a apenas três. 

 De forma a assegurar a relação molécula x atividade antiviral, as moléculas 

utilizadas nos ensaios foram adquiridas comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil). Todas as 

substâncias foram dissolvidas em Dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração final de 10 

mg/mL para estoque e armazenadas a -30 ºC. As moléculas selecionadas foram desafiadas 

contra alvos do vírus SARS-CoV-2, em ensaios in silico, para identificar possíveis mecanismos 

de ação, conforme representado na figura 8.  
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Fonte: De autoria própria. O processo pode ser definido em quatro passos dentro de um <funil=, em 

que  as moléculas candidatas são  selecionadas por meio de 1-  resultados prévios do grupo/literatura, 2 - avaliação 

da atividade não citotóxica e 3 - avaliação do potencial de neutralização viral, para que em 4, com o <funil= 

finalizado, ensaios in silico para identificação de possíveis mecanismos de ação sejam realizados.  

3.2 Obtenção e cultivo da linhagem celular  
 Foi utilizada a linhagem celular contínua VERO E6 (ATCC®) derivada do 

tecido renal de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto normal. A linhagem é 

certificada pela OMS como segura para a produção de vacinas para uso humano (WHO, 1987) 

e o SARS-CoV-2 pode efetivamente infectar e replicar-se na Vero E6 (STELZER-BRAID et 

al., 2020; KUMAR et al., 2021). A Figura 9 apresenta a morfologia de célula aderida. O cultivo 

celular foi realizado no  Laboratório Multiusuário da Fiocruz Ceará. 

Figura 9 –  A morfologia das células VERO em destaque 

 

Fonte: De autoria própria. Em (A), células VERO em baixa densidade; e em (B), as células VERO 

em alta densidade. Escala: 100 μm. 

Figura 8 3  Representação do screening para a avaliação das moléculas candidatas 
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As células iniciais foram gentilmente fornecidas pelo Laboratório de Biotecnologia 

e Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Estadual do Ceará. A preparação das células foi 

realizada seguindo a metodologia descrita pela ATCC - <Animal Cell Culture Guide”. O cultivo 

de células VERO foi realizado em  meio Leibovitz9s (L-15) (Gibco, USA).  O meio foi 

preparado acrescentando o soro bovino fetal (SBF) (LGC Biotecnologia, Brasil) estéril, 

inativado a 56 °C por 30 minutos, e  antibiótico (100 U/mL de penicilina; 100 µg/mL de 

estreptomicina) (ATB) (Gibco, USA).  

Para manutenção da linhagem celular VERO, foi utilizada inicialmente  uma garrafa 

de 25 cm² para o descongelamento da linhagem, semeada com densidade 1 x 106  células/mL  

em meio de crescimento L-15 (20% SFB, 1% ATB), para formação da monocamada e 

confluência acima de 90%. No processo de descongelamento, uma ampola de células foi 

retirada do freezer -80 ºC e colocada rapidamente em água a 37 ºC e aguardado por 5 minutos, 

agitando lentamente a ampola sem atingir a tampa para que o descongelamento fosse uniforme. 

Após o conteúdo da ampola ser descongelado, este foi colocado em um tubo de centrífuga de 

15 mL e adicionado 9 mL de meio de cultivo para retirar o resíduo de DMSO, o qual é tóxico 

para a célula. O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 400 x g e, em seguida, o sobrenadante 

descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio completo. Antes de iniciar o repique, foi 

feita uma observação da monocamada e da morfologia das células no microscópio óptico (MO). 

Após a observação microscópica, o meio de crescimento da garrafa foi descartado 

e a monocamada celular foi lavada com 2 mL de solução salina fosfatada (PBS), para retirada 

de inibidores e competidores que poderiam interferir na ação da tripsina  (Gibco, USA) junto a 

ligações intercelulares. Em seguida, foram adicionados, suavemente, 1000 μL de tripsina 0,25% 

sobre a monocamada, agitando levemente a garrafa para espalhar a tripsina. O material foi 

incubado a 37 ºC por 5-10 minutos para atingir a faixa de temperatura ótima da enzima e 

acelerar o processo de desprendimento das células na superfície da garrafa.  

Após a tripsinização, foi acrescentado 2 mL do meio L-15 homogeneizando 

suavemente a suspensão celular, a qual foi centrifugada a 125 x g por 10 minutos. A seguir, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em meio de crescimento L-15 (10% SFB, 

1% ATB). As células foram transferidas para uma garrafa nova de 75 cm² completando o 

volume da garrafa com meio L-15 (10% SFB, 1% ATB) suficiente para 10 mL e agitando 

levemente para espalhar as células na superfície da garrafa. As garrafas foram incubadas em 

estufa a 37 ºC com 5% de CO2, e foi feita a observação microscópica do crescimento celular 

após 24 e 48 horas.  
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Aproximadamente após 3 dias, a linhagem celular VERO foi submetida a primeira 

passagem ou o primeiro repique celular. As células mantidas em meio de crescimento L-15 

(10% SFB, 1% ATB) e em garrafa (75 cm²)  foram observadas para verificar a formação da 

monocamada e a morfologia das células no MO. Em seguida, o meio de crescimento L-15 foi 

descartado, lavado com 2 mL de PBS e, em seguida, foi utilizado  3 mL de tripsina (0,25%) 

para tripsinização. Foram efetuadas sucessivas batidas leves na garrafa com a mão, e 5-10 

minutos de incubação a 37 ºC para acelerar o desprendimento das células na superfície da 

garrafa. Após a incubação e mais sucessivas batidas na garrafa, as células desprenderam-se 

totalmente da superfície; foi adicionado à suspensão celular 6 mL do meio  L-15, 

homogeneizando suavemente com a pipeta, evitando a formação de bolhas.  A suspensão foi 

pipetada a um falcon, o qual foi centrifugado a 300 x g por 5 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em meio de crescimento - 3 mL de L-15 

(10% SFB, 1% ATB). Foi adicionado cerca de 0,7 mL da suspensão celular em garrafas novas, 

completando o volume da garrafa com 10 mL do meio de crescimento L-15 (10% SFB), e 

agitando levemente para espalhar as células na superfície da garrafa. As garrafas foram 

incubadas em estufa a 28ºC, e foi feita a observação microscópica do crescimento celular após 

24 e 48 horas.  

Após a ressuspensão, uma alíquota das células foi corada com azul de trypan (0,4%) 

(GIBCO), um corante vital em que as células vivas ou tecidos com membranas celulares 

intactas não são coloridos. Foi utilizada a diluição 1:1 (azul de trypan:células ressuspendidas) 

e realizada a contagem do número de células por mL com o auxílio de uma câmara de 

<Neubauer= de acordo com a fórmula: R= r x 104 x taxa de diluição ( R = valor real da contagem 

de células / r = quantidade de células contadas nos grides) (ALVES et. al, 2010). Após o 

estabelecimento do número de células por mL nas garrafas, foram realizados os plaqueamento 

devidos para cada ensaio de acordo com a fórmula de diluição CV = C'V'. Foram cultivadas em 

placas de 24 poços 3 x 105 células/poço (para ensaio antiviral) e em placas de 96 poços 2  x 105 

células/poço (para ensaio de citotoxicidade). 

Ampolas de criopreservação de cada cultivo celular foram congeladas para usos 

posteriores. O processo de congelamento se deu pela utilização de 1 x 106 células/mL em 

ampolas crioprotetoras adicionado de 10% de DMSO como agente crioprotetor intracelular, a 

exemplo de 0,1 mL de DMSO para 0,9 mL de células na concentração determinada 

experimentalmente para um congelamento bem sucedido. Como o DMSO possui alta 

toxicidade em temperatura ambiente para as células, a adição sempre foi realizada de forma 

rápida, seguida de imediato congelamento a -80 ºC, a fim de minimizar possíveis danos. 
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3.3 Avaliação da viabilidade celular 

Células da linhagem VERO foram diluídas para a concentração de 2,5 x 105 

células/mL em meio Leibovitz L-15 (Cultilab, Brasil) com 2% de SBF e 1% de  antibióticos 

(100 U/mL de penicilina; 100 µg/mL de estreptomicina), em incubadora a 37 °C a  5% CO2. 

Para o ensaio 100 μL da diluição das células foram adicionados em cada poço de placas de 96 

poços. Após o período de 24 horas de incubação em estufa de CO2 a 37 °C (Thermo Scientific 

Heracell, VIOS 160i CO2) foram acrescentadas as soluções das substâncias a serem testadas 

nas diluições em meio Leibovitz L-15 com 2% SFB. As diluições foram realizadas partindo das 

moléculas em estoque (10 mg/mL) de forma seriada (1:2), com 8 pontos, variando a 

concentração dependendo de cada molécula, sendo a maior utilizada de 200  μL/mL e a menor 

de 0,390  μL/mL. Na tabela verifica-se as diluições utilizadas para as três moléculas triadas. Os 

poços controle não receberam as substâncias selecionadas.  

Tabela 1 - Diluições seriadas utilizadas no ensaio de MTT 

Fonte: De autoria própria. O ácido clorogênico necessitou da realização de mais ensaios com diluições 

maiores que as outras moléculas.  

As células foram incubadas com as moléculas por 72 horas em estufa a 37 °C.  Após 

esse período, adicionou-se 20 μL de solução MTT (0,5 mg/mL). A placa permaneceu por 4 

horas na estufa de 5% CO2 a 37 °C. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 3000 rpm por 

10 min, MTT foi removido e os cristais de formazan diluídos com 150 μL de dimetilsulfóxido 

(DMSO) por poço. A placa foi submetida a agitação por 5 minutos e lida a 570 nm no leitor de 

placas (Multiskan FC), conforme representado na figura 10 (MOSMAN, 1983). 

 

Molécula Diluições 

Ácido 

clorogênico 

200 µg/mL, 100 µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 6.25 

µg/mL, 3.125 µg/mL, 1.562 µg/mL, 0.781 µg/mL e 0.390 µg/mL 

Ácido elágico 

50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 6.25 µg/mL, 3.125 µg/mL, 1.562 

µg/mL, 0.781 µg/mL e 0.390 µg/mL 

Timol 
50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 6.25 µg/mL, 3.125 µg/mL, 1.562 

µg/mL, 0.781 µg/mL e 0.390 µg/mL 
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Figura 10  3  Fluxograma representativo do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-

fenil brometo de tetrazolium) 

 

      Fonte: De autoria própria via biorender. 

3.4 Avaliação da atividade antiviral 

3.4.1 Local da experimentação e aspectos éticos 

 Toda a manipulação do vírus SARS-CoV-2 foi realizada no laboratório NB3 do 

Laboratório Central de Saúde Pública do Ceará (Lacen) em Fortaleza, Ceará. Inicialmente, a 

pesquisa foi submetida e aprovada no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do 

Ceará (CEP)  - número do protocolo 5.528.975. 

3.4.2 Obtenção do SARS-CoV-2 

 A obtenção do vírus ocorreu por meio do esfregaço nasofaríngeo coletado de um 

paciente do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceará (Hemoce), que foi submetido ao 

diagnóstico de Covid-19, conforme descrito por Holshue et al. (2020). O esfregaço 

nasofaríngeo foi coletado no início dos sintomas e colocado em 3 mL de meio de transporte 

viral do kit usado para diagnóstico molecular. A amostra foi testada para SARS-CoV-2 por RT-

PCR no Hemoce utilizando o TaqPath™ COVID-19 Combo Kit (ThermoFisher®), em seguida, 

foi aliquotada e congelada a -20 ºC até o isolamento do vírus. 
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3.4.3 Isolamento viral 

Após 11 dias da coleta da amostra do paciente ocorreu o isolamento viral. As células 

VERO confluentes ≥ 90% em monocamada cultivadas em frascos foram infectadas com SARS-

CoV-2 e incubadas em estufa a 37 ºC. Durante o período de infecção e replicação viral foram 

realizadas duas coletas (200 µL) do sobrenadante, uma no dia 5 e outra no dia 7 após a infecção, 

para verificar a multiplicação do vírus por RT-PCR no Hemoce. Os frascos foram monitorados 

diariamente por microscopia óptica observando a perda de aderência das células. As suspensões 

de células-vírus foram centrifugadas a 1.500 g por 10 min. Os sobrenadantes foram distribuídos 

em volumes de 1 mL em frascos criogênicos pré-rotulados e os pellets foram descartados. Os 

frascos criogênicos foram colocados em um freezer  −80 °C. Esses criotubos foram nomeados 

como alíquotas de vírus de uso único para procedimentos de PRNT, o vírus ficou estável durante 

pelo menos 6 meses quando preparado e armazenado desta maneira. 

 Para determinar a variante, um segundo criotubo foi encaminhado para o 

sequenciamento realizado pelo Grupo de Vigilância Genômica da Fiocruz-CE,  utilizando o kit 

CovidSeqTM adaptado pela Rede Genômica Fiocruz.  

3.4.4 Titulação viral  

Para a determinação da concentração de vírus viáveis se utilizou a técnica de formação 

de placas para quantificar as unidades formadoras de placa - PFU, utilizando o protocolo 

descrito previamente por BEWLEY et al., 2021.  

As células VERO E6 foram cultivadas em placas de 12 poços e incubadas a uma 

temperatura de 37 °C em um meio de cultura L-15 enriquecido com 2% de soro fetal bovino e 

1% de uma solução de antibióticos de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Uma vez que as 

células atingiram uma confluência de 90-100%, elas foram lavadas com uma solução de PBS 

com pH 7,3. Posteriormente, uma alíquota do estoque viral foi cuidadosamente descongelada e 

submetida a uma diluição em série decimal (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5) em meio L-15 livre de 

soro fetal bovino. Em seguida, 250 µL de cada diluição foram adicionados em duplicata aos 

poços da placa, que foi então incubada por 1 hora a 37 °C, garantindo uma homogeneização a 

cada 15 minutos. 

Após a incubação, as soluções dos poços foram removidas e substituídas por 1 mL 

de um overlay contendo 1% de carboximetilcelulose em L-15 suplementado com 2% de FBS e 

1% de antibióticos de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Após um período de incubação 

adicional de 72 horas a 37 °C, 1 mL de formaldeído a 3,65% em PBS foi adicionado aos poços. 

Após 1 hora de incubação, a mistura foi cuidadosamente removida e as células foram coradas 
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com uma solução de 0,5% de cristal violeta por um período de 5 a 15 minutos. As placas foram 

então lavadas com água, digitalizadas e analisadas utilizando o programa ImageJ® para uma 

contagem individualizada das placas de cada poço. 

A titulação do vírus foi realizada contando-se as placas formadas em uma das 

diluições de acordo com a fórmula: Título = P x F x 10X (PFU/mL), onde P representa a média 

do número de placas obtidas na diluição selecionada, F é o fator de correção para expressar o 

título em PFU/mL (calculado como 1000μL dividido pelo volume do inóculo) e 10X é a diluição 

na qual as placas foram contadas. (BEWLEY et al., 2021) 

3.4.5 Teste de neutralização viral     

Para avaliar a capacidade inibitória das moléculas na replicação do SARS-CoV-2 

in vitro, foi realizado o teste de neutralização por redução de placa (PRNT). As células VERO 

foram distribuídas em placas de 24 poços a uma concentração de 3x105 células/mL em meio 

Leibovitz (L-15) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina) um dia antes do experimento. 

As amostras foram diluídas até atingirem a maior concentração que reduz a 

viabilidade celular e o estado metabólico em até 30% (RVC30%) em meio L-15 puro, conforme 

determinado pelo teste MTT. Em seguida, as moléculas foram misturadas com 60 unidades 

formadoras de placa (PFU) do vírus SARS-CoV-2, variante delta, e incubadas por 1 hora a 

37 °C. Após o período de incubação, 200 µL da mistura molécula/vírus foram adicionados em 

duplicata aos poços da placa de 24 poços e incubados por mais 1 hora a 37 °C, agitando-se 

cuidadosamente a cada 15 minutos. 

Paralelamente, as amostras também foram incubadas apenas com as células por 1 

hora a 37 °C. Em seguida, os poços que receberam as amostras foram lavados com PBS pH 7,3 

e, imediatamente após, foi adicionado 60 PFU do vírus SARS-CoV-2 e novamente incubado 

por 1 hora a 37 °C, com agitação a cada 15 minutos. Dois poços receberam apenas o vírus como 

controle positivo. 

Após o tempo de incubação, as amostras foram removidas da placa e imediatamente 

acrescentado 500 µL de overlay (L-15 com 2% SFB, 1% de antibiótico e 1,5% de 

carboximetilcelulose). Após 72 horas de incubação a 37 ºC, as células foram fixadas com 

formaldeído a 3,7% por 1 hora. Em seguida, o overlay foi removido e as células foram coradas 

com cristal violeta a 0,5%. 

Os poços foram digitalizados e as placas contadas com o auxílio do programa 

ImageJ®. Fluxograma representativo da metodologia da técnica pode ser observado na Figura 
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11. A porcentagem de neutralização foi calculada utilizando a fórmula: PRNT% = (média da 

amostra X 100 / média do controle) 3 100.  

Figura 11 3 Fluxograma do ensaio de neutralização viral  PRNT 

 

Fonte: De autoria própria pela autora via biorender. M+V: moléculas mais vírus, M+C: moléculas 

mais células, t.a.: temperatura ambiente. As setas duplas indicam o acontecimento em paralelo. 

O IC50, definido como a concentração da amostra que corresponde a 50% de 

atividade normalizada (ou 50% de redução/inibição da infecção), foi calculado apenas para as 

moléculas que apresentaram inibição viral superior a 50%. Para isso, diluiu-se a molécula 

correspondente ao resultado viral determinado em 5 vezes de forma seriada com fator 2 em 

meio L-15 puro, iniciando na determinada RVC30%, obtida no ensaio MTT. A metodologia foi 

a mesma descrita anteriormente (item 3.4.4), com exceção de que foram realizados três 

experimentos independentes.  
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3.5 Análise estatística 

          Os valores do ensaio de MTT foram expressos como a média ± desvio padrão 

de três experimentos independentes com triplicata em uma tabela e plotados em gráfico. A 

viabilidade celular foi calculada pela normalização por faixa percentual, considerando a média 

do controle Branco (somente células) como o valor de <0%=. Para o cálculo da redução da 

viabilidade celular foi realizada uma transformação dos dados ( fórmula <Y=100-Y=).   

Os resultados do PRNT foram demonstrados em média ± desvio padrão e analisados 

comparando-se dois experimentos independentes com duplicatas. Os testes paramétricos feitos 

nos grupos tratados e controle utilizaram teste t de Student e a análise de variância (One-way 

ANOVA) utilizando o programa GraphPad Prim® 8.0.2. Foi utilizado p < 0,05 como referência 

de significância. O IC50 foi determinado utilizando a equação dose-resposta 3 inibidor: log 

inibidor versus normalização da resposta - variável slope do programa GraphPad Prism® 8.02. 

3.6 Ancoragem molecular 

Simulações de ancoragem molecular foram realizadas com compostos selecionados 

(ácido clorogênico, ácido elágico e timol) e três alvos virais em parceria com o Laboratório 

Multiusuário de Química de Produtos Naturais da Embrapa Agroindústria Tropical. As 

estruturas proteicas 3D de alvos proteicos foram recuperadas do Protein DataBank (MORRIS 

et al., 2009). As proteínas são codificadas como 6VYB para a estrutura do ectodomínio do pico 

SARS-CoV-2 (estado aberto) (VAN DER SPOEL et al., 2005), 6LU7 para a estrutura cristalina 

da protease principal em complexo com um inibidor N3 (Mpro) (LUIZ et al., 2018), 6M71 para 

RdRp.  

O docking molecular na presença de ácido clorogênico (CID 1794427), ácido 

elágico (CID 5281855) e timol (CID 6989) foi realizado  o servidor web DockThor 

(https://www.dockthor.lncc.br/v2/) adotando o campo de força CHARMM36. O software 

Openbabel (KHAN et al., 2022) foi usado para converter os códigos smile de cada ligante em 

um arquivo no formato PDB para ser usado como entrada no DockThor. 

Foram utilizados estados de protonação padrão de cada proteína, com base no pH 

neutro, e as cargas foram atribuídas com base no padrão de acordo com os parâmetros de 

aquisição da grade do DockThor . A configuração padrão foi usada com 500 mil avaliações e 

12 execuções para cada ligante geraram as poses de acoplamento. Para realizar um cálculo de 

ancoragem molecular na plataforma DockThor (DockThor, 2023), foram submetidos os 

arquivos com as estruturas da macromolécula (alvo biológico) e ligante (candidato a fármaco) 
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para, posteriormente, definir a região do sítio ativo da macromolécula, que será o local onde 

ocorrerá a busca pela conformação mais estável para o complexo.  

A previsão de afinidade e a classificação de complexos proteína-ligante foram 

realizadas com DockTScore, que é uma função de pontuação empírica linear que leva em 

consideração termos importantes para a ligação proteína-ligante, como interações 

intermoleculares, entropia do ligante e dessolvatação (SCHUMACHER et al., 2018). 

Além disso, o software ChimeraX (PETTERSEN, 2021) foi usado para a 

visualização da representação gráfica, bem como ligações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio 

e seus comprimentos de ligação e interações da cadeia de aminoácidos em cada pose de encaixe. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Entre os compostos avaliados na Plataforma Tropical DB, o presente estudo 

selecionou moléculas candidatas pertencentes à classe dos compostos fenólicos, tendo como 

princípio norteador para essa seleção resultados da literatura que citam o potencial desses 

compostos para atividade antiviral. Para o presente estudo foram selecionados o Ácido 

Clorogênico, Ácido Elágico e o Timol. 

 4.1 Análise de viabilidade celular 

Os ensaios in vitro são uma alternativa para avaliações de toxicidade de muitas 

substâncias (BERNAUER et al., 2005) e estudos detalhados de concentrações e de tempo de 

exposição das células a essas substâncias podem sustentar informações valiosas sobre o 

mecanismo e tipo de toxicidade celular provocados por essas (EISENBRAND et al., 2002). A 

utilização desses ensaios apresentou aumento expressivo em todo o mundo nos últimos anos, 

especialmente com o uso de células VERO (KIESSLICH; KAMEN, 2020). 

O teste de MTT é uma abordagem comumente utilizada para avaliar a viabilidade 

celular, conseguindo, assim, abordar a citotoxicidade in vitro (PERES et. al, 2008). Ele permite 

observar o crescimento, a reprodução e os efeitos morfológicos das células quando expostas a 

diferentes compostos. A avaliação da viabilidade celular desempenha um papel crucial na 

avaliação da toxicidade, sendo o teste de MTT escolhido devido à sua simplicidade, rapidez e 

alta sensibilidade. Os compostos testados podem exercer citotoxicidade por meio de vários 

mecanismos, como destruição de membranas celulares, inibição da síntese de proteínas, ligação 

irreversível a receptores, inibição de polidesoxinucleotídeos e interferência em reações 

enzimáticas. Este método fornece uma ferramenta valiosa para quantificar os efeitos dos 

compostos em células in vitro. (LI; ZHOU; XU, 2015) 

A redução do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium 

(MTT), um sal tetrazólico, pela desidrogenase mitocondrial de células viáveis forma como 

produto o azul de Formazan, o que torna possível uma análise da viabilidade e do estado 

metabólico da célula. A produção de formazan, e a sua densidade óptica, refletem o estado 

funcional da cadeia respiratória, que é proporcional ao número de células metabolicamente 

ativas em cultura (MOSMAN, 1983). O produto formado pode ser dissolvido em um solvente 

e sua quantificação é realizada por meio da medição da absorbância, utilizando um 

espectrofotômetro. 

Em um formato de 96 poços, as células VERO têm uma taxa de crescimento 

reduzida no meio de ensaio (tempo de duplicação de 48h), o que pode contribuir para a 
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estabilidade do ensaio, diminuindo os artefatos induzidos pela rápida metabolização das células. 

Os resultados analisados pelo ensaio de MTT foram representados em redução da viabilidade 

celular (RVC) (PEREIRA et al., 2016) tendo em vista que a avaliação não fornece nenhuma 

visão sobre o mecanismo de ação, podendo ser um mecanismo intrínseco da molécula 

(citotoxicidade) ou um mecanismo em torno celular (BERRIDGE et al., 1996). Também foram 

determinadas as concentrações máximas que reduzem a viabilidade e o estado metabólico 

celular em até 30% ([RVC30%]), as quais foram o <cut off= para o ensaio de neutralização 

celular. 

A determinação da porcentagem de 30% se deve por ocorrer causas externas ao uso 

da molécula adicionada. Nesse sentido, a letalidade pode ocorrer devido a outros fatores não 

decorrentes das substâncias adicionadas,  como esgotamento de nutrientes do meio de cultivo 

ou alteração do pH do meio e outros fatores decorrentes do grande período de incubação 

(ROMERO et al., 2004; FOTAKIS; TIMBRELL, 2006; WANG et al., 2015). Adicionalmente, 

foi considerada como 10% a inibição da atividade ou letalidade celular decorrente do uso do 

solvente DMSO, valor aproximado que é observado no controle em que foi usado somente o 

DMSO (foi encontrado RVC = 11,84% quando o DMSO foi testado como controle negativo, 

sendo utilizado no volume igual ao que foi usado na maior concentração da curva do teste, ou 

seja, o maior volume de DMSO), totalizando, assim, 30%. 

A concentração RVC30% para o ácido clorogênico foi de 100 µg/mL; para o timol 

de 25 µg/mL e para o ácido elágico de 3,125 µg/mL. Nessas concentrações observou-se 

demasiada integridade do tapete celular, sinalizando que não ocorreu morte celular 

significativa, uma vez que a célula VERO perde aderência quando não viável. Nas Tabelas 1 e 

2 verificam-se os dados de concentrações RVC30% e RVC, em seguida, nos gráficos na figura 

12 observam-se os dados relativos à análise em escala logarítmica. É importante ressaltar que 

os dados de viabilidade celular do MTT em células VERO possibilitam a representação do 

potencial nefrotóxico para as células, onde as moléculas analisadas não tiveram nefrotoxicidade 

nas concentrações RVC30%, demonstrando uma opção de concentração promissora para 

aplicações terapêuticas ou funcionais, parecendo não demonstrar potencial de riscos 

significativos para a saúde renal in vivo. O ensaio a ser repetido em outras linhagens de células 

pode contribuir para representação da toxicidade em outros tipos celulares. 
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Tabela 1 3  Concentrações máximas não tóxicas com até 30% de redução da 

viabilidade/estado metabólico de respiração celular 3 MTT 

Fonte: De autoria própria O RVC30% na unidade µM/mL foi calculado utilizando os seguintes dados 

estequiométricos: massa molar para ácido clorogênico = 354,31 g/mol; para o ácido elágico = 302,197 g/mol e 

para o timol = 150,22 g/mol. 

 

A dose representativa de RVC30% do ácido clorogênico encontrado foi de 0,282 

µM/mL, sendo então a maior dentre os compostos estudados, mostrando que é necessária uma 

dose relativamente maior para reduzir a viabilidade em até 30%, concluindo que possui menor 

potencial citotóxico. Esses dados corroboram com os resultados da curva de análise de 

viabilidade do ácido clorogênico apresentado por Cariddi e colaboradores (2015), onde, 

também utilizando células VERO e ensaio de MTT,  o ácido clorogênico não afetou 

negativamente a viabilidade celular, independentemente da concentração testada (de 0 a 200  

µg/mL) ou ensaio realizado, maiores concentrações promoveram até um pequeno aumento da 

Molécula Estrutura RVC30% (µM/mL) RVC30% (µg/mL) 

 

Ácido 

clorogênico 

  

0,282 

 

100 

 

Ácido elágico 

 

 

0,010 

 

 

3,125  

 

Timol 

 

 

0,166 

 

25 
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viabilidade celular (CARIDDI et. al, 2015).  Essa constância na alta viabilidade celular do ácido 

clorogênico também foi observada em pré-tratamento com  ácido clorogênico a 0,1 μmol/L e 1 

μmol/L no trabalho de Tian e colaboradores (TIAN at. al, 2019). 

Tabela 2 3 Porcentagens de redução da viabilidade celular das moléculas no ensaio de 

viabilidade celular - MTT 

Concentração     Ác. Clorogênico         Ác. Elágico             Timol 

200 µg/mL   Me 43.63 - - 

Dp 1.414 - - 

100 µg/mL Me 27.89* - - 

Dp 1.226 - - 

50 µg/mL Me 14.19 67.36 36.83 

Dp 0.729 0.398 2.276 

25 µg/mL Me 11.19 67.24 27.21* 

Dp 2.079 0.747 1.593 

12.5 µg/mL Me 17.71 65.75 22.27 

Dp 1.219 0.455 1.381 

6.25 µg/mL Me 19.67 51.15 21.53 

Dp 0.957 0.854 3.424 

3.125 µg/mL Me 18.12 25.49* 16.07 

Dp 1.371 1.091 1.369 

1.562 µg/mL Me 14.27 14.06 12.74 

Dp 1.193 1.244 1.979 

0.781 µg/mL Me 8.51 10.13 7.81 

Dp 0.898 0.978 1.928 

0.390 µg/mL Me 1.06 0.83 6.27 

Dp 1.025 1.081 1.543 
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Fonte: De autoria própria. Tabela indicando as concentrações utilizadas para cada molécula e suas 

respectivas médias de porcentagem de RVC, bem como o desvio padrão entre as replicatas. O <*= marca onde foi 

encontrado o RVC30% em cada uma das amostras. Me: média e Dp: desvio padrão. 

Em relação à dose representativa de RVC30% do timol (25 µg/mL), foi observada 

uma segurança em relação ao uso em células de mamíferos, o que corrobora pelo 

reconhecimento do timol como uma substância geralmente relatada como segura (<Generally 

Recognized as Safe” - GRAS) pela FDA (21 CFR 182.10, 21 CFR 182.2). Ademais, o timol a 

50 µg/mL atingiu 36,83% de RVC, não sendo necessário determinar o ensaio para maiores 

concentrações diante do objetivo determinado de 30%. No estudo de Sharifi-Rad e 

colaboradores foi observado que 50% de RVC foi atingido na concentração de 140 µg/mL para 

o timol comercial Roth (Karlsruhe, Germany). Nesse sentido, para 13,17 % de aumento na RVC 

seria necessário um aumento de 90 µg/mL na concentração inicial do presente estudo, o qual é 

um valor considerável, demonstrando uma estabilização na resposta deste composto em relação 

a viabilidade celular  (SHARIFI-RAD et al., 2022). 

Figura 12 3  Viabilidade celular determinada por MTT na presença de diferentes 

concentrações de moléculas 
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Fonte: De autoria própria. Em A - Gráfico do ácido clorogênico, B - Gráfico do ácido elágico e em 

C - Gráfico do  timol, médias de (%) RVC versus o logaritmo da concentração de cada molécula em  µg/mL: 200 

µg/mL, 100 µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 6.25 µg/mL, 3.125 µg/mL, 1.562 µg/mL, 0.781 µg/mL e 

0.390 µg/mL . Média ± desvio padrão (n=3).  

Os resultados de concentração µg/mL sugeriram que o timol possui um potencial 

de citotoxicidade de 4 vezes maior que o ácido clorogênico, enquanto que o ácido elágico 

demonstra um potencial de citotoxicidade em células VERO de 32 vezes ao ácido clorogênico. 

O ácido elágico apresentou alta citotoxicidade nas maiores concentrações, com redução da 

viabilidade celular superior a 27% nas concentrações de 12,5 e 50 µg/mL. Tal resultado 

demonstra um maior potencial citotóxico em relação a estudos similares, como  Muálem e 

colaboradores, em que avaliaram a citotoxicidade por MTT do ácido elágico em macrófagos 

peritoneais murinos e notaram uma RVC de 50% na concentração de 23,8 µg/mL de ácido 

elágico (MUÁLEM et al., 2018), enquanto aqui a RVC de 51.15% foi atingida em 6.25 µg/mL, 

mostrando que a citotoxicidade é maior nas células VERO do que nos macrofagos. 

A partir dos gráficos anteriores, observa-se uma tendência a redução da viabilidade 

celular conforme a concentração das moléculas aumenta, tendo o ácido elágico apresentado  o 

maior potencial citotóxico para a célula VERO (Figura 12). Esses resultados são consistentes 

com estudos anteriores, reforçando a confiabilidade e destacando as moléculas como uma opção 

promissora para aplicações terapêuticas ou funcionais. Essa compreensão do RVC é crucial para 

a avaliação da segurança e eficácia de produtos contendo AC, AE e timol, bem como para o 

desenvolvimento de futuras pesquisas e aplicações clínicas. 

4.2 Titulação viral e determinação da variante  

 Para se confirmar a variante, o segundo criotubo foi encaminhado para o 

sequenciamento realizado pelo Grupo de Vigilância Genômica da Fiocruz-CE, no qual foi 

identificado como sendo da variante Delta AY.99.2, a qual estava predominantemente em 

circulação no período de coleta.  Para outras variantes e cepas houve limitações no isolamento 

do vírus e consequentes ensaios. 

 O método utilizado permite quantificar o número de partículas virais viáveis a 

partir da determinação das Unidades Formadoras de Placa (PFU) em volume de sobrenadante 

de cultura contendo vírus. Para a titulação viral utilizou-se de diluições 1:10 do vírus estoque. 

O vírus apresentou uma titulação de 4,04 x 105 PFU/mL do SARS-CoV-2. Na figura 13 é 

possível observar um maior número de placas nas menores diluições, sendo reduzida conforme 

houve maiores diluições do vírus. 
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Figura 13 3 Teste de PRNT da titulação do SARS-CoV-2 

 

Fonte: De autoria própria. Titulação do vírus SARS-CoV-2 em duplicata nas diluições 10-2, 10-3, 

10-4 e 10-5, respectivamente, da esquerda para a direita. 

 O título encontrado de 4,04 x 105 PFU/mL pode ser associado aos sintomas 

clínicos do paciente em que a amostra foi coletada, já que títulos elevados de vírus têm sido 

associados a sintomas clínicos graves resultados (LIBRATY et al., 2002), a avaliação de títulos 

de vírus infecciosos que refletem melhor a infectividade do vírus é importante para determinar 

a patogênese da doença, bem como a precisão da capacidade de transmissão. Na detecção da 

formação de placa, o meio de cobertura (overlay) evita fluxos convectivos no meio, permitindo 

que os vírus se fixem no fundo dos poços e facilite a formação de placas (MATROSOVICH et. 

al., 2006). No trabalho de Fukuta e colaboradores. utilizaram-se outros meios de <overlay= para 

a mesma técnica utilizada, como o meio Avicel e o meio misto de metilcelulose, tais meios se 

mostraram vantajosos já que cepas clínicas de vírus podem não formar placas claras, mostrando 

que seria de interesse para ensaios posteriores, a utilização de diferentes meios e sobreposição 

a fim de resultados melhores (FUKUTA et al., 2021). 

 Outro ponto a ser ressaltado é que o ensaio de placas para PFU é padrão-ouro 

para a determinação das concentrações de virions líticos infecciosos, contudo pode ser afetado 

por vários fatores, incluindo a escolha das células hospedeiras, faixas de diluição, quantidade 

do meio semi-sólido utilizado para sobreposição e erros na contagem manual (SHURTLEFF et. 

al, 2012). Neste sentido, a utilização clássica do título do vírus PFU teve como resultado a 

capacidade infecciosa deste vírus e não foi avaliada de forma robusta a quantidade do vírus, já 

que pode ocorrer uma subestimação dos níveis de partículas infecciosas nessa técnica. 
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4.3 Análise da neutralização viral 
As células Vero são conhecidas por serem uma ótima linhagem celular para os 

ensaios virais (KIESSLICH; KAMEN, 2020), nesse sentido o ensaio para quantificação da 

neutralização viral foi realizado utilizando as células VERO. Dentre as características 

relevantes dessa célula para esses ensaios se destaca que a Vero é deficiente na produção de 

interferon, dificultando a defesa antiviral da linhagem e contribuindo positivamente para a 

infecção (KIESSLICH; KAMEN, 2020). Outrossim, é a interação da proteína spike com a 

proteína ACE2,  que é muito importante para favorecer a entrada do vírus na célula. Tal enzima 

é expressa, principalmente em células do rim de acordo com o The Human Protein atlas 

(TISSUE EXPRESSION OF ACE2 - SUMMARY, [s. d.]), desse modo, nas células Vero, que 

são provenientes do rim, pressupõe-se que também ocorrem elevadas quantidades de ACE2 

contribuindo para a infecção viral.  

 Para o formato das células VERO com 24 poços, que abrange o ensaio de infecção 

viral, é possível ocorrer a entrada viral, síntese de RNA e liberação viral da célula hospedeira, 

uma vez que as células são expostas ao SARS-CoV-2 por 72h, respeitando a biologia viral 

durante a infecção do hospedeiro, em que tempo médio estimado para replicação viral em 

células infectadas varia de cerca de 6 a 12 horas (CHEEMARLA et. al., 2021).  Durante o 

protocolo realizado, houve observação microscópica, onde visualizou-se morte celular, 

desprendimento do tapete celular e vacuolização do citoplasma onde ocorreram a formação das 

placas (Figura 13). 

As moléculas foram testadas quanto a sua capacidade de neutralizar o SARS-CoV-

2, variante Delta, atuando diretamente no vírus ou indiretamente quando incubadas com as 

células e posteriormente infectadas. Nenhuma das moléculas diluídas parece ter reduzido a 

atividade viral do vírus quando incubada com a célula comparado com o nosso controle. 

Entretanto, quando as amostras foram incubadas diretamente com o vírus e posteriormente nas 

células, o ácido elágico na concentração de  3.125 µg/mL apresentou atividade inibidora viral 

de 69,1%.  

O achado do ácido elágico diante do vírus SARS-CoV-2 a esta concentração é 

inédito, mas sua atividade antiviral já havia sido observada como aponta Alexova e 

colaboradores numa revisão recente, destacando que os elagitaninos hidrolisáveis (constituintes 

do AE) aparentemente interagem com glicoproteínas virais e moléculas de glicosaminoglicanos 

em superfície da célula hospedeira, o que auxilia a entrada de uma série de vírus nas células 

hospedeiras (ALEXOVA et. al, 2023).  
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O efeito antiviral do AE purificado para outras doenças também têm sido explorado, 

como contra Zika, HRV-2, HRV-3, HRV-4, em que foi sugerido que o impedimento da gripe 

pela molécula ocorre pela interrupção da interação do vírus com o superfície da célula 

hospedeira (ACQUADRO et. al, 2020; HAIDARI et. al, 2009; PARK et. al, 2014). Os efeitos 

da AE nos vírus podem estender-se a outros mecanismos, a exemplo da infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), esta molécula restringe a replicação viral por inibição 

da integrase viral, mas não da protease (SHIN et. al, 2005). Na infecção pelo vírus da hepatite 

B, por outro lado, o AE restringiu a proliferação viral, do antígeno Be da hepatite (PROMSONG 

et. al, 2018). 

Na figura 14 nota-se uma predominância de placas nos ensaios determinados por 

molécula+células, enquanto que, para molécula+vírus, observa-se uma redução da formação de 

placas, sobretudo, para o ácido elágico, o qual, mesmo a baixa concentração (a menor dentre as 

três moléculas) foi responsável por essa diminuição da atividade viral. É importante ressaltar 

que nenhum dos compostos fenólicos analisados apresentaram significativa atividade quando 

foram analisados se atuavam isoladamente nas células. Tal fenômeno mostra, que, 

provavelmente, a atividade antiviral está relacionada a algum mecanismo de inibição em 

relação a atividade molécula+vírus (suposto no estudo in silico - item 4.4) e não a uma interação 

prolongada com a molécula. 

Figura 13 3 Poços de placas utilizadas no ensaio PRNT para as moléculas teste 

 

Fonte: De autoria própria. Imagem representativa de experimentos de diferentes ensaios (n=2). 

Exemplos dos poços (de diferentes placas) com duplicatas (a e b) dos ensaios de PRNT das moléculas. 1a, 1b, 3a, 

3b, 5a e 5b são referentes aos ensaios em que as moléculas primeiramente foram incubadas com as células 

(molécula+células)  e posteriormente infectadas com o vírus. 2a, 2b, 4a, 4b, 6a e 6b são referentes aos ensaios que 

as moléculas foram primeiramente incubadas com o vírus (molécula+vírus) e posteriormente adicionadas às 

células. As placas são visualizadas por pontos brancos, que indicam a visualização do fundo da placa e o roxo a 

integridade da monocamada de células.  
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Os ensaios parametrizados das moléculas ácido elágico, ácido clorogênico e timol, 

respectivamente tiveram os seguintes valores de porcentagem de formação de placas em 

molécula+células: 88,9%, 99% e 100%; para molécula+vírus: 96,7%, 30,9% e 89,1%. A mesma 

concentração de Dimetilsulfóxido (DMSO) utilizada para diluir as moléculas previamente foi 

usada para controle do vírus, objetivando averiguar se não ocorreria interferência na ligação do 

vírus com a célula, não tendo mostrado interferência, portanto, foi utilizada para representar o 

valor <100%= da análise. 

Figura 14 3  Ensaio de PRNT amostra+células e células+vírus 

 

Fonte: De autoria própria. O controle DMSO+Vírus é definido por 100% de formação de placas. 

Em A - Porcentagem de placas formadas quando as amostras foram inicialmente incubadas com as células e 

posteriormente infectadas com o vírus. Em B - Porcentagem de placas formadas quando as amostras foram 

incubadas com o vírus e posteriormente adicionadas às células. Média ± desvio padrão (n=2) * - apresentam 

diferença significativa (P<0,0001) pelo teste t.  

Das moléculas incubadas com os vírus, apenas uma apresentou atividade 

neutralizante de forma significativa contra o vírus SARS-CoV-2, quando em contato direto.  

Dessa forma, o ácido elágico foi diluído de forma seriada e analisado pelo ensaio de PRNT 

(Figura 15). Foi possível estabelecer o IC50% do ácido elágico, encontrando o valor de 0,3492 

µg/mL que corresponde à concentração capaz de diminuir 50% das placas do controle (vírus + 

DMSO) - Figura 16. O resultado encontrado é divergente do encontrado por David e 

colaboradores, em que o IC50 do ácido elágico contra o SARS-CoV-2 em ensaios de placa não 

foi possível ser estabelecido numa curva dose-resposta, pois concentrações na faixa de 13120 
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µg/mL desta molécula não inibiram a infecção em células Vero E6 no estudo (DAVID et. al, 

2021). 

Em estudo utilizando extratos da casca de romã, que possui o ácido elágico como 

segundo principal composto, foram utilizadas maiores concentrações (62.531000 μg/mL) e o 

IC50 do extrato foi de 0,06 mg/mL, ou 60 µg/mL, sugerindo uma menor potência do composto 

em relação à atividade biológica da molécula pura, já que é necessária uma concentração 

relativamente elevada do extrato (quando comparada com o resultado - 0,3492 µg/mL) para 

atingir uma inibição de 50% da atividade biológica alvo (SURUČIĆ et. al, 2021). Isso pode 

indicar que o extrato não é muito eficaz na inibição da atividade viral, mas, quando o extrato 

está fracionado, a molécula ácido elágico isolada se destaca. 

Figura 15 3  Ensaio de titulação da molécula ácido elágico

 

Fonte: De autoria própria. Foram utilizadas diluições seriadas com fator 2 partindo da maior 

concentração (RVC30% = 3,125 µg/mL), com  4 pontos em duplicata, conforme apresentado na figura.  
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Figura 16 3 Estudo do IC50 do Ácido elágico 

 

Fonte: De autoria própria. O IC50 foi determinado utilizando a equação dose-resposta 3 inibidor: 

log (inibidor) versus normalização da resposta - variável slope. Foram utilizadas diluições seriadas com fator 2 

partindo da maior concentração (RVC30% =3,125 µg/mL) em 4 pontos.  

Ensaios com células VERO também auxiliaram a determinar a atividade antiviral 

de outras doenças. Em se tratando de alcalóides, foram observadas inibições do vírus da 

estomatite vesicular, vírus da doença de Newcastle e vírus da diarreia epidêmica suína em 

concentrações de 50, 100 e 500 nM em culturas de células, respectivamente (DONG, Hui Jun 

et al., 2018). Para o vírus CHIKV, extrato de Uncaria tomentosa rico em quercetina na 

concentração de 100 μg/mL reduziu o efeito citopático em cultura (LIMA, 2020). Já para a 

herpes simples tipo I (HSV-1) foram observados efeitos antivirais principalmente com o uso de 

polifenóis como a catequina  em extratos e amêndoa 0,4 mg/mL (KHAN et al., 2005; SON et 

al., 2013; HASSAN; MASARČÍKOVÁ; BERCHOVÁ, 2015;  MUSARRA-PIZZO et al., 

2019 ).  

Para as moléculas testadas neste trabalho outros vírus poderiam ser passíveis de 

serem testados a exemplo do HSV-1, que já possui validações relatadas sobre o efeito no Timol 

(LAI et al., 2012; SHARIFI-RAD, J. et al., 2017); de vírus entéricos (KUBIÇA et al., 2014); 

da dengue (PÁJARO-CASTRO et al., 2015); da febre amarela (GÓMEZ; STASHENKO; 

OCAZIONEZ, 2013) e do zika (HADDAD et al., 2019), tais arboviroses muito relevantes no 

nosso país. Adicionalmente, é recomendado o teste com outras variantes do SARS-CoV-2, as 

quais podem impactar a eficácia das moléculas antivirais. 

Uma limitação a ser considerada no presente trabalho foi a ausência de um controle 

de inibição da replicação viral nos ensaios in vitro aplicados. Estudos prévios já demonstraram 
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que durante a cultura de células VERO infectados in vitro pelo SARS-CoV-2, o fármaco  

Remdesivir levou à relativa diminuição da taxa de células infectadas, que foi quantificado pelo 

RT-PCR quantitativo para detecção do gene SARS-CoV-2, sugerindo o seu uso como controle 

na inibição da infecção in vitro (JANG et al., 2021). No entanto, no nosso modelo, a substância 

não foi utilizada na análise antiviral nem citotóxica por conta de dificil obtenção 

medicamentosa.  

4.4 Ancoragem molecular 

O propósito fundamental de um processo dedicado à descoberta de novos fármacos 

reside na exploração de moléculas capazes de interagir com os alvos conhecidos associados a 

doenças específicas, que desencadeiam respostas biológicas. Uma limitação está relacionada à 

determinação da pontuação de ligação, pois para tal ocorrem várias simplificações na avaliação 

dos complexos proteína-ligante, não abrangendo completamente todos os fenômenos 

bioquímicos e físicos. A superfície de energia do complexo proteína-ligante é multidimensional, 

tornando complexa a identificação de mínimos globais. O sucesso da técnica de ancoragem 

molecular é avaliado pela capacidade da pose prevista em representar um modelo experimental, 

com uma discrepância de coordenadas menor que 2 Å. Outros parâmetros críticos incluem a 

precisão no modo de interação, a capacidade de distinguir moléculas ativas de inativas e a 

habilidade de classificar moléculas ativas de acordo com medidas experimentais (BALLANTE; 

MARSHALL, 2016; JAKHAR et al., 2020). 

Neste estudo usamos três principais alvos proteicos do SARS-CoV-2 em interação 

com os três compostos orgânicos. A Tabela 3 mostra a energia total de ligação dos ligantes e 

alvos moleculares, considerando as características de cada alvo, observamos que a energia total 

varia de -6.370 Kcal/mol a -7,245 Kcal/mol, principalmente devido às diferentes interações 

entre o ligante e os alvos potenciais. O ácido clorogênico obteve melhor valor de energia quando 

avaliado para a proteína S, o ácido elágico obteve maior valor de pontuação para RdRp e o 

timol obteve triplo modo de ação. O timol se apresenta como a molécula de maior energia de 

interação para a proteína Spike, o que implica numa reprodutibilidade com a <pior= interação, 

pois o valor menos negativo (na energia livre de Gibbs - ΔG) representa que a formação da 

ligação é desfavorável em termos de energia. A energia livre ΔG é definida como a diferença 

entre a entropia e a entalpia multiplicada pela temperatura, corresponde a energia que <sobra= 

após uma interação química, sendo uma reação espontânea somente se a energia livre for menor 

do que zero. Na ancoragem, o algoritmo vai buscar na interface de ambas as proteínas o local 
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de ligação com o menor índice de energia livre, assim quanto menor o ΔG, teoricamente, mais 

estável e firmemente ligadas estarão as duas proteínas (GRAY et. al, 2003). 

Tabela 3 3 Ancoragem nos ligantes AC, AE e timol dos alvos moleculares do vírus SARS-
Cov-2: RdRp, Spike e MPRO 

Moléculas Pontuação Energia T. Energia I. Energia vdW Energia E. 

 
RdRp 

    

Ác. Clorogênico -6,800 -1,894 -57,090 -1,239 -55,851 

Ác. Elágico -7,004 5,119 -39,054 -9,135 -29,919 

Timol -6,726 14,834 -21,940 -6,936 -15,004 

 
Spike 

    

Ác. Clorogênico -7,245 9,590 -42,035 -2,365 -39,670 

Ác. Elágico -6,982 7,230 -41,057 -7,188 -33,869 

Timol -6,869 14,366 -22,510 -8,007 -14,503 

 
MPRO 

    

Ác. Clorogênico -6.464 12.077 -39.954 0.257 -40.211 

Ác. Elágico -6.370 12.505 -32.309 -2.421 -29.888 

Timol -7.037 17.262 -20.283 -4.720 -15.563 

Fonte: De autoria própria. As unidades de energia são dadas em unidades Kcal/mol. T. Energia 

(energia total), I. Energia (energia de interação), E. vdW ( energia de van der Waals) e E. Energia (energia 

eletrostática). 

O ácido elágico é estudado como um importante agente na prevenção e tratamento 

de cânceres e patógenos humanos (S) (SELIM et al., 2023). Ele é conhecido por suas atividades 

antioxidantes, mas demonstra efeitos de resposta imunológica. O ácido elágico pode atuar como 

um inibidor antiviral, mostrando interação in silico contra a proteína RNA polimerase 

dependente de RNA (Figura 15), que é um fator chave envolvido na síntese de RNA da infecção 
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viral (WANG et al., 2021). O composto bioativo ácido elágico possui um modo de ligação para 

SARS-CoV-2  RdRp sendo atribuído à ligação H e a interação com os resíduos Gly808, pro809, 

His816, Thr817 e Tyr831. Além disso, o sistema de anéis aromáticos do ácido elágico fazem 

interação hidrofóbica de íon π com Lys798. Assim, o ácido elágico poderia atuar inibindo o 

processo da replicação, impossibilitando o genoma viral da progênie baseado no modelo de 

RNA de fita simples de ser sintetizado através da formação de ligações fosfodiéster; isso 

significa que interromperia um papel indispensável para a COVID-19. Alguns estudos da 

literatura já haviam confirmado tal hipótese in silico (SHALDAM et al., 2021; SUPIAN et al., 

2022). 

Yang e colaboradores avaliaram o tanino corilagina por meio de ancoragem 

molecular e em seguida ensaios in vitro para validação. Notaram que a corilagina atuou através 

do bloqueio da fusão do receptor da Spike do SARS-CoV-2 com receptores da ACE2 (YANG 

et al., 2021). Esse estudo corrobora com as possibilidades de ação das moléculas naturais 

diretamente em ACE2 impedindo a entrada viral na célula (YANG et. al, 2021). Selim e 

colaboradores relata compostos fenólicos do azeite de oliva, em que a Apigenina possui melhor 

predição de acoplamento contra RdRp, com energia de afinidade de −18.2 kcal/mol, seguido da 

taxifolina com valor de −14.2 kcal/mol. Ademais, é sugerido a atividade sinérgica onde os 

compostos brutos no azeite de oliva demonstraram eficácia antiviral moderada contra SARS-

CoV-2 in vitro (SELIM et al., 2023). A atividade de sinergia usando uma abordagem 

combinatória entre as moléculas AC, AE e timol também poderia ser observada, sendo uma 

oportunidade para estudos posteriores. 
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Figura 17 3 Ancoragem molecular do ácido elágico contra a RdRp 

 

Fonte: De autoria própria pelo ChimeraX. Modelo de encaixe 3D da pose mais favorável para a 

molécula interagindo com a estrutura da enzima - RdRp. Em A observa-se a enzima completa no encaixe e em B 

uma aproximação do sítio de interação. Representação em branco: carbono, em vermelho: oxigênio, em azul: 

nitrogênio (hidrogênios não aparecem). 

Nesse contexto, os compostos fenólicos, notáveis antioxidantes dietéticos, têm sido 

amplamente reconhecidos, e os ácidos clorogênicos, em particular, têm recebido atenção devido 

à sua distribuição abrangente e à sua presença na dieta humana, com potenciais efeitos 

biológicos (UPADHYAY; MOHAN RAO, 2013). Esses ácidos demonstram uma variedade de 

atividades farmacológicas, como exemplificado por um estudo que destacou a capacidade de 

flavonoides como potenciais inibidores da entrada do SARS-CoV-2. Utilizando triagem virtual 

baseada em ancoragem molecular e um subsequente ensaio com pseudovírus, o ácido 

isoclorogênico, proveniente de uma biblioteca de 1871 compostos naturais da Push 

Biotechnology (Chengdu, China), revelou-se um antiviral eficaz da entrada de pseudovírus, 

alcançando concentrações de até 100 μM. Este efeito sugeriu uma possível interação molecular 

com a RdRp, o mesmo mecanismo do Remdesivir, proporcionando uma perspectiva promissora 

para a exploração desses compostos na busca por estratégias terapêuticas contra a infecção por 

SARS-CoV-2. (ZHANG et al., 2021). 

Os componentes principais de vários óleos essenciais, reconhecidos por suas 

propriedades antimicrobianas, foram acoplados ao domínio de ligação ao receptor S1 da 

glicoproteína spike (S) - RBD. Ao examinar o timol em relação à proteína S, dados revelaram 
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uma interação altamente eficaz, demonstrando uma das melhores pontuações entre todos os 

compostos, de - 5.4 kcal/mol para a RBD da Spike. O estudo destaca que a presença do anel de 

fenol, juntamente com a adição do grupo hidroxila, confere a esses compostos uma eficiência 

notável como agentes antivirais (KULKARNI et al., 2020); Tal resultado não ratifica o descrito 

(Tabela 3), uma vez que teve-se as outras moléculas com pontuação melhor que o timol, então 

se sugere uma abordagem de interação mais específica do Timol, na região S1 da proteína. 

Acerca das limitações ressalta-se que o software in silico depende de suposições e 

simplificações que podem não refletir com precisão a complexidade biológica dos sistemas. Por 

exemplo, as proteínas podem ser modeladas como uma estrutura rígida em vez de flexível e 

com moléculas dinâmicas, ou a afinidade do ligante para as proteínas é assumida com base em 

dados empíricos, conhecidos como campos de força. Embora os estudos in silico forneçam 

informações valiosas sobre o potencial dos antivirais, é importante validar as previsões feitas 

por modelos in silico utilizando estudos in vitro e in vivo. Embora estudos in vitro tenham 

comprovado ser útil na seleção de antivirais, é importante reconhecer sua limitação em imitar 

o ambiente fisiológico. Um exemplo que demonstra essa limitação é a cloroquina, que possui 

um resultado extremamente favorável in silico e atualmente existem diversas evidências 

mostram resultados ineficientes clinicamente (HO et. al, 2021).  
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5 CONCLUSÃO 

 

O estudo desempenhou um papel significativo na identificação e avaliação de 

moléculas com potencial para inibir o SARS-CoV-2. Foi obtido o conjunto de moléculas anti-

SARS-CoV-2 a partir de uma biblioteca química composta por um Banco virtual de moléculas 

da Embrapa Agroindústria Tropical. A determinação da atividade citotóxica in vitro para as 

moléculas ácido clorogênico, ácido elágico e timol ocorreu. A partir da atividade que reduz a 

viabilidade e estado metabólico celular em até 30% ocorreu a análise da neutralização viral das 

amostras, que revelou variações nos níveis de atividade, destacando-se o ácido elágico com taxa 

de inibição de 69,1% contra a variante Delta do vírus, logo determinou-se sua IC50. Embora os 

compostos fenólicos timol e ácido clorogênico não tenham demonstrado atividade antiviral 

significativa, a interação proeminente do ácido elágico com a RdRp, evidenciada nos ensaios 

de ancoragem molecular contra as proteínas-chave, fortalece sua posição como um possível 

agente terapêutico.  

Tal agente pode ser utilizado na suplementação beneficiando indivíduos com alto 

risco de complicações graves de COVID-19, como idosos, pacientes com diabetes tipo 2, 

doenças cardiovasculares, aterosclerose e doenças neurodegenerativas; e beneficiando também 

países com restrições financeiras e de infraestrutura de saúde. No entanto, é importante ressaltar 

que esses resultados são preliminares e requerem validação por meio de estudos adicionais. 

Trabalhos futuros devem avaliar cuidadosamente a biodisponibilidade, dosagem adequada, 

modo de entrega e potencial combinatório de produtos naturais em modelos in vivo antes de 

serem testados em ensaios clínicos em humanos. Além disso, é crucial melhorar a eficácia e 

capacidade de entrega de medicamentos antivirais, como o desenvolvimento de antivirais em 

aerossol para administração por inalação e sistemas de entrega de nano-transportadores para 

melhorar a biodisponibilidade. Esses esforços contribuem para o acervo de conhecimento sobre 

moléculas com atividades antivirais e fornecem compreensão mais profunda para o 

desenvolvimento de estratégias alternativas no controle do SARS-CoV-2. 
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