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RESUMO

A emergéncia sanitaria gerada pela pandemia COVID-19 nos ultimos anos instigou a busca por
estratégias cientificas para a mitigacao de danos provocados pelo virus ao ser humano. Mesmo
com medicamentos aprovados pela FDA ainda ha restricdo de uso em pacientes e alguns estdo
disponiveis apenas para uso hospitalar. Além disso, o custo mais elevado desses medicamentos
pode representar um desafio para a ampla acessibilidade. A biodiversidade brasileira ¢ uma
fonte promissora para a prospecc¢ao de moléculas com potencial terapéutico. 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
fenolicos da biodiversidade brasileira e a interagdo destes com alvos proteicos especificos do
SARS-CoV-2. Assim, moléculas obtidas a partir de compostos presentes na extratoteca da
Embrapa Agroindustria Tropical (Tropical DB) foram avaliadas quanto a viabilidade celular e
atividade antiviral. Na primeira triagem foram empregadas células Vero pelo método de reducao
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). As concentragdes obtidas
que mantiveram a viabilidade acima de 70% em teste MTT foram utilizadas nos ensaios de
neutralizagdo viral (PRNT). A partir dos resultados de PRNT, foram realizados ensaios in silico
de ancoragem molecular para as moléculas selecionadas contra trés alvos: proteina Spike,
protease MP™ ¢ RNA-Polimerase RNA-Dependente (RdRp). Os trés compostos selecionados
na triagem foram: 4cido clorogénico, acido elagico e timol, sendo as concentragdes que
reduzem a viabilidade e estado metabolico celular em até 30% de: 100 pg/mL; 3,125 pg/mL e
25 pg/mL, respectivamente. Os resultados do teste PRNT, quando as moléculas em contato
diretamente com o virus, mostraram percentual de formacgao de placas virais de 96,7%, 30,9%
e 89,1% para o 4cido clorogénico, 4cido elagico e timol, respectivamente. O acido elagico se
destacou pela inibigdo viral de 69.1%. Nenhum dos compostos fenolicos analisados
apresentaram atividade viral quando foram analisados se atuavam isoladamente nas células. A
IC50 do 4cido elagico foi 0,3492 pg/mL. Na ancoragem molecular, o 4cido clorogénico obteve
melhor desempenho de energia quando avaliado para a proteina S, o 4cido elagico obteve maior
valor de pontuacdo para RdRp e o timol obteve triplo modo de acdo. Destaca-se o potencial,
especialmente do acido eldgico, como uma possivel molécula candidata para estudos futuros
que visem desenvolver alternativas de tratamento para a COVID-19. Esta molécula pode ser
utilizada na suplementagdo humana beneficiando individuos com alto risco de complicagdes
graves de COVID-19 e beneficiando paises com restrigdes financeiras e de infraestrutura de

saude. Essas descobertas enfatizam a importancia de pesquisas que buscam estabelecer novas



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

importancia da evolu¢do dos produtos derivados de compostos naturais.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; acido elagico; 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 Agroindustria 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 pg/mL; 3.125 pg/mL and 25 pg/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 ug/mL. In
molecular docking, chlorogenic acid had the best energy performance when evaluated for
protein S, ellagic acid had the highest score for RARp 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 INTRODUCAO

O SARS-CoV-2, com primeiro registro em Wuhan (China) em 2019, ¢ o “novo
coronavirus” responsavel pela COVID-19. O contagio do SARS-CoV-2 ocorre principalmente
por meio de secregdes contaminadas, como goticulas respiratorias expelidas durante a fala,
tosse ou espirro, além do contato com superficies contaminadas (HU et al., 2021). Essa forma
de transmissao facilitada contribuiu significativamente para a rapida propagagao do virus em
escala mundial, desencadeando a pandemia global de COVID-19 em 2020.

Em 4 de maio de 2020, mais de 3,3 milhdes de casos de COVID-19 foram relatados,
resultando em mais de 238.730 mortes em 215 paises (WHO, 2020). Estatisticas de vigilancia
relatadas pelo World corona tracker, até 15 de fevereiro de 2024, relatam que a pandemia
causou, 703.207.461 de casos de infec¢do confirmados, com mais de 6.983.297 de mortes no
mundo (Worldometer, 2024). Pelo Painel Coronavirus, até 10 de fevereiro de 2024, a pandemia
causou aproximadamente 38.374.307 milhoes de casos de infec¢do confirmados, com 709.601
mil mortes no Brasil (Coronavirus Brasil, 2024). A doenga ¢ contagiosa e potencialmente fatal,
especialmente para individuos com sistema imunoldgico enfraquecido, ou comorbidades
associadas, como diabetes, pneumonia, doenca cardiaca ou doengas imunossupressoras
(WOROBEY et al., 2022).

Para enfrentar a pandemia, enormes esforcos de investigagdo tém sido dedicados
ao desenvolvimento de vacinas e grandes entidades internacionais definiram a vacina¢do como
sua principal prioridade (UN NEWS, 2021). Em todo o mundo, 0,9 bilhdo de doses das vacinas
foram administradas em 12 de janeiro de 2022. A imunizagao € eficaz na prevencao da infec¢ao
(YEK et al., 2022) diminuindo sua gravidade (POLACK et al., 2020). No entanto, os principais
obstaculos para alcangar a imunidade coletiva incluem desigualdade na distribui¢do de vacinas,
vacinas ndo eficazes, o surgimento de variantes de escape imunoldgico do SARS-CoV-2 e
hesitacdo sobre a vacinacao entre a populagdo global. Como resultado, um direcionamento
antiviral eficaz, convenientemente acessivel e econdmico ao SARS-CoV-2 ¢ obrigatoério,
especialmente para paises de baixa renda.

As pandemias causadas por virus, como HINIT e SARS-CoV-2, representaram uma
grave ameaga a saude publica global. No caso da COVID-19, o cenario ¢ especialmente
preocupante devido a auséncia de farmacos cientificamente validados para o tratamento
completo da doenca (WEN et al., 2022). Diante desse desafio, torna-se urgente a busca por
estratégias eficazes e seguras de prevengao e controle da infec¢do, visando mitigar os impactos

devastadores da pandemia.
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A natureza ¢ um excelente reservatorio de compostos eficazes que podem ser usados
diretamente como produtos farmacéuticos ou ainda desenvolvidos em novos medicamentos.
Compostos naturais derivados de plantas tém sido usados na medicina ao longo da histdria e
sao considerados seguros em comparagdo com produtos sintéticos. Assim, uma avaliagao
rigorosa dos potenciais compostos naturais, envolvendo ensaios in vitro e posteriormente
clinicos controlados para a produ¢do de antivirais naturais eficazes ¢ necessaria. Dessa forma,
1sso pode levar a disponibilidade de medicamentos anti-SARS-CoV-2 a um custo razoavel,
servindo a0 mesmo tempo como fonte de rendimento nos paises de baixo rendimento. A
disponibilidade de antivirais naturais pode desempenhar um papel essencial no apoio a
COVID-19 no mundo, ajudando a tornar os cuidados de saude mais acessiveis e sustentaveis.

Por sua vez, a riqueza da Biodiversidade Brasileira como fonte potencial de novas
moléculas traz ao cendrio uma importante contribuicdo ao fornecer novas moléculas em
potencial para o controle de diferentes agentes patogénicos. Assim, um novo desafio que tem
surgido para diversas areas analiticas ¢ o estudo da composicdo quimica de matrizes no seu
estado bruto ou com um minimo de pré-tratamento amostral. Esta abordagem visa encontrar
“impressdes digitais” (substancias que discriminem as amostras) e/ou substincias bioativas
para a obten¢do de informacao quimica sem protocolos extenuantes de preparo amostral, o que
aumenta a rapidez do processo, reduzindo seu custo.

Os produtos naturais tém demonstrado seu potencial como fonte de moléculas
biologicamente ativas, inclusive com atividade antiviral contra diversos agentes patogénicos
(VALLI; BOLZANI, 2019). Isso ¢ evidente em diversos compostos farmacéuticos, que, embora
formalmente de natureza sintética, sdo, na verdade, isosteros do substrato peptidico (como
“imitadores de produtos naturais”), os quais sao produzidos por métodos sintéticos e ndo pelo
uso de fermentacdo ou extracdo para facilitar a recuperagio (NEWMAN; CRAGG, 2020). De
um relatorio de 2018 de Andrew Liu publicado pela “Fierce Farmacéutica”, o medicamento
mais vendido do ultimos 25 anos ¢ a atorvastatina (Lipitor), um hipocolesterolémico
descendente diretamente de um produto natural microbiano com vendas totais nos EUA de
US$94,67 bilhdes. O proximo € o Humira bioldgico, com vendas de US$75,78 bilhdes. E em
quarto ¢ o Advair, combinag¢do inaladora de um corticosteréide modificado e do agente beta-2-
adrenérgico (uma combina¢do de dois compostos derivados de produtos naturais com uma
modifica¢do semi sintética), com vendas de US$69,1 bilhdes. Logo, observa-se em primeiro e
quarto lugar derivados de moléculas de produto natural no grafico de vendas dos EUA
demonstrando o advento de novos produtos bioldgicos em protocolos de tratamento. Nota-se

que as moléculas naturais oferecem as melhores op¢des para encontrar novos agentes/modelos
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ativos, do que quando trabalhados em conjunto com quimicos sintéticos e bidélogos, oferecendo
o potencial para descobrir novas estruturas que podem levar a agentes eficazes em uma
variedade de doengas humanas (LIU, 2018).

Consideradas a relevancia da pandemia e COVID-19; o impacto da doenga sobre o
Sistema de Unico de Satide — SUS; a necessidade de estratégias de enfrentamento para COVID-
19; a identificagdo do advento das moléculas naturais como potenciais alvos para fairmacos, e a
biodiversidade brasileira como fonte de moléculas ativas, o presente trabalho contribui com a
identificacdo de moléculas naturais capazes de inibir o SARS-CoV-2 e de neutralizar o virus,
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 dependéncia do pais em insumos para a saude.

1.1 Evolucao da pandemia de COVID-19 e seu impacto

Dezesseis anos apds o surto da sindrome respiratéria 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 provincia de Hubei, China. Posteriormente, foi confirmado que os
pacientes estavam infectados por um novo agente, o coronavirus-2 da sindrome respiratoria
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 mamiferos vivos, como guaxinins, texugos €
raposas. Amostras ambientais coletadas no mercado continham o RNA do SARS-CoV-2,
embora ndo houvesse relatos de testes em animais comercializados no local (WOROBEY et al.,
2022).

A origem exata do SARS-CoV-2 ainda esta sob investigagdo, mas as evidéncias
sugerem uma possivel origem zoonoética, com a transmissdo do virus de animais para humanos,
que potencialmente iniciou-se no Mercado de Frutos do Mar de Huanan (WOROBEY et al.,
2022). E importante ressaltar que a pesquisa sobre a origem do virus estd em constante
evolugdo, e novos dados podem fornecer mais informacgdes desse surgimento.

A rapida disseminacdo internacional do virus levou a uma pandemia declarada pela
Organiza¢do Mundial da Saude em marco 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 paises e territorios.
Até 27 de julho de 2020, 16.114.449 de infeccdes e foram registradas 646.641 mortes (WHO,
2020). O virus se espalhou para quase todos os paises, desencadeando medidas drasticas de
contencdo. Houve uma necessidade urgente de leitos hospitalares, ventiladores e equipamentos

de protecao individual. Os impactos sociais, econdmicos € nas rotinas diarias foram profundos,
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resultando em lockdowns, desemprego em larga escala e perturbagdes nas cadeias de
suprimentos.

O agravo sanitario causado pela pandemia da COVID-19 pode ser dimensionado
pelos nimeros de casos e dbitos confirmados pela doenga globalmente. No Brasil, foi observada
transmissdo comunitaria, com colapso do Sistema Unico de Satude em algumas regides. De
acordo com os dados da OMS, o Brasil foi o segundo pais que mais registrou mortes pela doenga
sob a otica de numeros absolutos. Quase 7 milhdes de pessoas morreram devido a complicagdes
da doenca no mundo, tendo o Brasil representado cerca de 10% das notificagdes mundiais do
Brasil (WHO, 2020 e 2023). Estima-se, ainda, que o total de mortes no mundo seja de ao menos
20 milhdes (CHEN et al., 2022). Na figura 1 o impacto mundial da COVID-19 nos ultimos

anos em numeros.

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

dias
120 000 000 450 000
Americas
B Sudeste asiatico 400 000
100 000 000
SR 350 000
I Mediterraneo otiental
80 000 000 i 300 000
wn I Africa
(=]
w2
(5 . Pacifico ocidental 250 000
60 000 000 Mortes
200 000
40 000 000 L 150 000
| | 100 000
20 D00 000 -
50 000

19 200 021 202 ’ 2023

Fonte: Adaptado da Organizacdo Mundial da Saiude - “COVID-19 Epidemiological Update”.
Atualizagdo epidemioldgica semanal sobre COVID-19 - 19 de janeiro de 2024. No ultimo periodo de 28 dias (24
de julho a 20 de agosto de 2023), foram notificados quase 1,5 milhdes de novos casos de COVID-19 e mais de
2.000 mortes nas seis regides da OMS, um aumento de 63% de casos em comparacdo com os 28 dias anteriores
Atualmente, os casos notificados ndo representam com precisdo as taxas de infec¢do devido a reducdo da realizagdo

de testes e notificagdes a nivel mundial.

A pandemia de COVID-19 afetou em grande parte a comunidade cientifica,
incluindo a consequéncia direta das medidas de confinamento e do encerramento da maioria
das instalacdes de pesquisa universitaria com ensaios nao relacionados com a COVID-19. Em

questdo de meses, as universidades e instituicdes de pesquisa tiveram que redefinir e alocar

Mortes
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cuidadosamente atividades de pesquisa para o combate ao virus, e toda a pesquisa nao essencial
inevitavelmente foi interrompida. Os periddicos cientificos rapidamente ja detalharam as
caracteristicas da doenca e do proprio virus. Inimeros estudos foram conduzidos para
identificar medicamentos eficazes, candidatos clinicos e moléculas-chave que demonstraram
potencial atividade contra o SARS-CoV-2 ou que poderiam mitigar a tempestade de citocinas

desencadeada pela infec¢do (ZEGGINI et al., 2020).

1.2 Aspectos gerais sobre a COVID

A maioria das pessoas se infecta com os coronavirus ao longo da vida e apresenta
infecgdes respiratorias brandas a moderadas de curta duracdo (CHENG et al., 2007). Além das
doencas respiratorias, o grupo ¢ responsavel por implicagdes entéricas, hepaticas e
neuroldgicas, com comprometimento de leve a grave da satide do hospedeiro (CHENG et al.,
2007). Essa diversidade destaca a complexidade e a importancia de abordagens abrangentes na
gestdo da doenca.

Embora as infecgdes por coronavirus geralmente sejam leves, nas epidemias por
SARS-CoV em 2002 e MERS-CoV (do inglés, 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 cabeca e perda de olfato ou paladar. A forma grave pode apresentar
quadro clinico que varia de falta de ar, tosse paroxistica, expectoracao produtiva a opacidades
multifocais em vidro fosco envolvendo os lobos pulmonares (KONG & AGARWAL, 2020).
Grupos vulneraveis, como idosos e pessoas com comorbidades, enfrentam maior risco de
complicacdes. De acordo com o CDC, 8 em cada 10 mortes relatadas nos EUA ocorreram em
adultos com 65 anos ou mais (CDC, 2022). Uma metanalise retrospectiva incluindo 1.558
pacientes com COVID-19 foi realizada at¢ 1° de margo de 2020, em individuos com
comorbidades subjacentes e o risco de adquirir COVID-19, observou-se que comorbidades
comuns, como hipertensdo, DPOC, diabetes e doenga cardiocerebrovascular, sdo os fatores de
risco mais significativos em individuos quando comparados com outros estados de doenca
subjacentes (WANG et al., 2020). Assim, os desfechos da doenga variam de casos
assintomaticos até obitos, sendo influenciados por diversos fatores a exemplo de idade,
linfopenia, leucocitose e niveis alterados de bioquimicos e biomarcadores imunoldgicos
(GUAN et al., 2020).

Até o momento, ndo existem comprovagdes robustas que possibilitem a indicacao

de uma terapia farmacologica especifica para a COVID-19 (LUl & GUARALDI, 2023). A
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busca por alternativas no tratamento da COVID-19 tem sido objeto de varios 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), antimalaricos (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 ja foram avaliados quanto a eficacia no tratamento da pneumonia
por COVID-19 ou seus efeitos na evolu¢ao da doenga. O reposicionamento de medicamentos
existentes, incluindo o composto antiviral remdesivir ¢ a dexametasona, trouxeram beneficios
(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 nao possui registro em
bula para o uso especifico em COVID-19, configurando-se muitas vezes como uso off-label
(WIERSINGA et al., 2020). Seis medicamentos estdo autorizados para uso em pacientes com
Covid-19 pela Anvisa, sendo a maioria ainda em carater emergencial: Remdesivir (registro
definitivo); Sotrovimabe (uso emergencial); Baricitinibe (indicacdo aprovada); Molnupiravir
(uso emergencial); Paxlovid (uso emergencial) e Evusheld (uso emergencial) (PAGNO, 2023).
Além disso, a eficicia dos medicamentos pode variar entre pacientes e em diferentes estagios
da doenga, bem como muitos medicamentos aprovados podem ter efeitos colaterais, e sua
seguranga a longo prazo pode ndo ser totalmente conhecida (FERREIRA & ANDRICOPULO,
200). E essencial monitorar outra limitagdo da produgdo ou distribui¢do, em que o uso de
determinado medicamento numa doenca nova pode afetar sua disponibilidade para todos os
pacientes que precisam. Por fim, a COVID-19 ¢ uma doenca complexa, com manifestagdes
variadas, na qual um Unico medicamento pode ndo abordar todas as facetas da infec¢ao
(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 a pandemia, proporcionando uma
medida crucial no controle da disseminagdo do virus. Apds 272 dias de pandemia declarada
pela OMS, a fabricante Pfizer iniciou a aplica¢do de vacinas no Reino Unido (CASTRO;
SINGER, 2021). Logo em seguida, varias 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 wvetor viral (AstraZeneca, Johnson & Johnson's e Sputnik) , virus inativado (Sinovac) e
RNAs (Pfizer e Moderna).

Além das vacinas desenvolvidas e disponibilizadas a populacao, grupos de pesquisa
buscam solugdes para controlar o avanco da doenga, baseadas nas evidéncias cientificas
relacionadas a estrutura molecular viral e a fisiopatologia da doenga (GORDON et al., 2020).
Nesse sentido, estratégias de identificagdo de novas moléculas antivirais vém sendo

consideradas.

1.3 Biologia do virus SARS-CoV-2

Filogeneticamente, o virus SARS-CoV-2 esté relacionado a familia Coronaviridae
e se agrupa com o SARS-CoV e outros coronavirus (CoVs) detectados em morcegos (por
exemplo, RaTG13, RmYNO02) e pangolins (origindrios, por exemplo, da provincia de
Guangdong e Guangxi) (ANDERSEN et al., 2020). Os coronavirus abrangem 2 subfamilias, 5
géneros, 26 subgéneros e 46 espécies de virus. O SARS-CoV-2 pertence ao género
Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, espécie Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus. Essa classificagdo foi realizada pelo International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV), considerando principalmente caracteristicas moleculares e filogenéticas
(CURRENT ICTV TAXONOMY RELEASE, [s. d.]). O SARS-CoV-2 ¢ o sétimo coronavirus
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 ¢ 79% semelhante
ao SARS-CoV e compartilha 50% de identidade de sequéncia gendmica com o coronavirus da
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) (TABIBZADEH et al., 2020). Os CoVs
derivados de morcegos, como RaTG13 e RmYNO02, apresentam semelhangas de
aproximadamente 96% e 93% com o SARS-CoV-2, respectivamente. A arvore filogenética
mostrou que o virus esta localizado na linhagem B dos Betacoronavirus e esta relacionado aos
virus SARS e SARS de morcego (Figura 2) (TABIBZADEH et al., 2020). Uma caracteristica
notavel do SARS-CoV-2 ¢ encontrada na proteina S (Spike), onde cinco dos seis residuos de
aminoacidos dentro do dominio de ligacdao ao receptor (RBD) diferem do SARS-CoV. Além
disso, ha um sitio de clivagem polibasico na jun¢do das subunidades S1 e S2 da Spike,
permitindo uma clivagem mais eficaz por parte da furina e outras proteases (HU et al., 2021).

As mutacdes adquiridas pelo virus SARS-CoV-2 em escala global tiveram uma
vigilancia ampla e agil com o avango tecnoldgico no sequenciamento de nova geracdo. A
evolucdo do virus resultou no surgimento de variantes que podem ser resistentes aos

medicamentos existentes, comprometendo a eficicia da identificagdo e do tratamento da
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doenga. Esse cendrio tem sido marcado por um rapido desenvolvimento de variantes virais que,
ao demonstrarem notavel vantagem competitiva sobre as anteriores, tornam-se
predominantemente prevalentes em todo o mundo. Uma das primeiras € mais notaveis mutagdes
que impulsionaram a eficiéncia de transmissao foi a substitui¢ao ocorrida na proteina Spike, a

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

Figura 2 — Arvore filogenética contendo as primeiras cepas do virus SARS-CoV-2
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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 analise das primeiras infecgdoes confirmadas por
COVID-19 na China. O SARS-CoV-2 (em vermelho) é 0 2019-nCoV, um novo coronavirus de 2019. Sendo as
linhagens (A,B,C e D) definidas como entidades/organismos que compartilham um ancestral comum e apresentam

mutagdes similares.

A OMS identificou algumas dessas variantes como "variantes de preocupacao", que
se disseminaram regional ou globalmente em um ritmo acelerado e, em muitos casos, exibiram
uma maior habilidade para escapar da resposta imunologica do hospedeiro. Um exemplo foi a
extingdo da linhagem B.1 apo6s o surgimento da variante A/pha (linhagem PANGO B.1.1.7).
Pouco tempo apos a deteccdo da variante Alpha, varias outras variantes notaveis 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 caracteristicas distintivas, como a observagao de uma clivagem aprimorada da
furina nas variantes Alpha e Delta (KOELLE et al., 2022).

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

devido ao acumulo de um grande numero de mutagdes, especialmente na proteina spike,
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atualmente as mais recentes sublinhagens sequenciadas sio Omicron (KHANDIA e al, 2022).
Observou-se que o risco de resultados graves apos a infeccdo por SARS-CoV-2 foi
substancialmente menor para o Omicron do que para o Delta, com redugdes mais elevadas para
desfechos mais graves e variagdo significativa com a idade. Os afetados pela variante Omicron
tiveram um risco 60-70% menor de hospitalizacdo e morte do que a variante delta segundo
estudos na Inglaterra (NYBERG et al, 2022). Existem diversas teorias que explicam como a
Omicron reuniu um ndmero tio elevado de mutagdes em menos tempo com maior
transmissibilidade, maior evasao imunologica e desfechos menos graves, as quais envolvem a
intensificagdo das campanhas de vacinagdo, o recebimento de doses de reforgo, a realizagdo de
testes de eficacia de vacinas e imunoterapias contra variantes recentemente surgidas, a
atualiza¢do das vacinas disponiveis, a concessdo de vacinas multivalentes capazes de gerar
imunidade hibrida, bem como a modernizagdo de instalagdes médicas e a implementacao
rigorosa de medidas de prevencao e controle adequadas (KHANDIA et al, 2022).

A caracterizacdo e a determinagdo da estrutura e organizagdo gendmica do SARS-
CoV-2 podem auxiliar a entender o mecanismo de infeccdo e mutagdo viral. O genoma do
coronavirus (de 29.903 nucleotideos com cerca de 15 genes) € constituido por uma fita simples
de RNA, ndo segmentada e com aproximadamente 26-32 kb, apresentando cap 5’-metilado e
cauda 3’-poliadenilada (ABBASIAN et al., 2023). A regido codificante inclui os genes
responsaveis pela replicagao do genoma viral e os genes que codificam as proteinas estruturais
(glicoproteina spike (S), proteina do envelope (E), proteina da membrana (M) e a proteina do
nucleocapsideo (N)) (GORBALENYA et al., 2006). Na figura 3, observa-se a organizagao do
gene: 5’°- replicase ORF1ab (ORF do inglés — Open Reading Frame), S, E, M, N -3°. O SARS-
CoV-2 apresenta pelo menos 9 proteinas acessorias (3, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 10b, 13, 14) também
representadas na figura (ZHOU et al., 2020). O gene ORF1ab ¢ o maior segmento do genoma
dos CoVs, sendo composto pela ORFla e ORF1b, em que codificam as quatro proteinas

estruturais essenciais.
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Figura 3 — Representacdo esquematica para o arranjo do genoma do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Kirtipal et al., 2020. Em A: organizacdo do genoma do SARS-CoV e em B: dominios
funcionais no genoma do SARS-CoV. O genoma do SARS-CoV-2 codifica diversas proteinas ndo estruturais
(ORFla e ORF1b, que sdo processadas em NSP1-16) na extremidade 5', além de proteinas estruturais (S, E, M e

N) e varias outras proteinas acessorias (ORF3a, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9¢ ¢ 10) na extremidade 3.

Dentre essas proteinas estruturais, a glicoproteina S media a interagao da particula
viral com um receptor na superficie da célula-alvo por meio de um dominio de liga¢do ao
receptor (RDB, do inglés, Receptor Binding Domain) presente em sua subunidade S1 (Figura
4). Aregido S2 consiste em um peptideo de fusdo, responsavel pela adsor¢do da particula viral
com a membrana celular, enquanto a proteina E, que é a menor de todas as proteinas, e que
esta presente no virion em menor quantidade que as outras proteinas estruturais, esta associada
ao desencadeamento do processo de montagem da particula viral e brotamento. A proteina M
esta presente em maior quantidade no envelope e desempenha um papel na montagem de
particulas virais e determina o local de brotamento do virus ¢ a forma do envelope viral; sua
interagdo com a proteina N estabiliza o nucleocapsideo. A glicoproteina de espicula de CoVs
forma homotrimeros projetando-se da superficie viral e mediando a entrada do genoma do virus

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

Figura 4 — Estrutura do virus SARS-CoV-2, detalhando a proteina S
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Fonte: Adaptado de ZHOU et al (2021).
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Apds a primeira etapa do ciclo de replicacdo dos coronavirus que consiste na
adsorc¢do, em que a regido RBD da subunidade S1 da proteina S do virion interage com os
receptores (que inclui a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)) da célula hospedeira,
sao desencadeadas alteracdes conformacionais na subunidade S2 de S, culminando com a fusao
do envelope viral a 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 ultima via facilitada pelo baixo pH e pelas catepsinas
endossomicas (SHANG et al., 2020).

Posteriormente a entrada do virus, a expressao do complexo replicagio-transcrigao
ocorre de maneira muito similar a0 SARS-CoV e ao coronavirus causador da sindrome
reprodutiva e respiratéria dos suinos (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome -
PRRS), os modelos mais estudados para a replicacao dos coronavirus (MALIK, 2020). Apds a
fusdo das membranas celulares, ocorre o desnudamento, em que o nucleocapsideo viral ¢
liberado no citoplasma e o RNA viral torna-se disponivel para a tradu¢do como um mRNA e
transcri¢do. A tradugdo inicia-se pelas ORF1la e ORF1b que irdo codificar as poliproteinas ppla
e pplab, as quais vao ser clivadas nas NSPs (non-structural proteins). Essas poliproteinas
formam um complexo RNA transcriptase-replicase, ocorre a transcrigdo da sequéncia inteira do
genoma dando origem ao intermediario replicativo que iré servir de molde para sintese do RNA
gendmico, que sera utilizado na montagem dos novos virus. Em seguida ocorre a traducao das
OREFs estruturais para dar origem as proteinas estruturais e acessorias. Os virus recém-formados
passam por uma fase de encapsulacdo, na qual sdo envolvidos por membranas celulares
modificadas, adquirindo assim sua estrutura final. Apds a montagem, esses virus maduros sdao
transportados para a superficie celular em vesiculas e liberados para o meio extracelular por

meio de exocitose (MALIK, 2020) (Figura 5).
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Figura 5 — Ciclo viral do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de CHAKRAVARTI et a/ (2021). O SARS-CoV-2 entra nas células hospedeiras
por fusdo do endossomo na membrana plasmatica, mediada pela proteina spike e ligacdo ao receptor ACE2. Apds
a entrada, o RNA viral ¢ liberado, iniciando a traducdo de poliproteinas clivadas em Proteinas Nao Estruturais
(NSPs) e proteinas estruturais. Um complexo forma-se para transcrever o genoma viral e produzir mRNAs e RNA
subgendmico. As proteinas estruturais sdo traduzidas, encapsuladas no reticulo endoplasmatico e transportadas
para o Reticulo Endoplasmatico — Compartimento Intermediario de Golgi (ERGIC). Por fim, nucleocapsideos e
proteinas estruturais (spike - S, membrana - M, envelope - E, nucleocapsideo - N) formam particulas de virions

exportadas por exocitose.

Destaca-se o papel das proteinas ndo estruturais produzidas pelas regides nsp3 e
nsp5, que codificam duas importantes proteases: a protease tipo papaina (PLpro) e a 3C-like
protease (3CLpro, também conhecida como MP™), respectivamente (BLANCK; ZIEBUHR,
2016). A primeira origina as poliproteinas replicase ppla e pplab que compreendem as fungdes
necessarias para a sintese de RNA viral, contudo, a clivagem dessas replicases acontece pela

acdo da MP™ (cliva em 15 NSPs). Ambas proteases, junto com a enzima RNA polimerase
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dependente de RNA (RdRp - nspl2) sdo imprescindiveis para o processo de replicagdo do
SARS-CoV-2 (DONG et al., 2020).

1.4 Alvos e estratégias para o desenvolvimento de antivirais

O SARS-CoV-2 persiste na populagdo humana, manifestando-se no surgimento
continuo de novas variantes com maior capacidade de evasdo do sistema imunoldgico e maior
eficiéncia de transmissdo. A COVID-19 ndo parece estar erradicada, sugerindo a possibilidade
de epidemias anuais. Nesse cenario, a vacinacgao regular de reforgo se torna essencial para lidar
com as novas variantes que possam surgir (DENG et al., 2023). Essa estratégia visa manter a
eficacia das vacinas existentes e fortalecer a imunidade da populacdo contra as mutagdes do
virus. Nesse cenario inconstante, especialmente com parte da populagdo ndo buscando o
esquema vacinal completo (DUBE; MACDONALD, 2022), é necessario estudar estratégias de
remediagao.

Mesmo com medicamentos aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA)
como: Remdesivir, Sotrovimab, Baricitinib, Paxlovid e Monulpiravir, ainda ha restri¢do de uso
em pacientes e alguns estdo disponiveis apenas para uso hospitalar. Além disso, o custo mais
elevado desses medicamentos pode representar um desafio para a ampla acessibilidade (PACL
etal.,2021). Essas limita¢des evidenciam a necessidade de amplia¢des no campo do tratamento
paraa COVID-19.

Para avaliar potenciais candidatos antivirais, foram empregadas diversas técnicas
inovadoras, incluindo triagens de alto rendimento que utilizam pseudovirus, mini-replicons
virais ou o proprio SARS-CoV-2 em instalagdes de alta contencdo. Além disso, ensaios de
interacdo enzimatica e técnicas computacionais avancadas, como acoplamento molecular
(docking molecular), aprendizado de maquina (machine learning) e estratégias baseadas em
ligantes, foram empregadas para identificar uma ampla gama de possiveis tratamentos antivirais
(ADAMSON et al., 2021; BOBROWSKI et al., 2020).

Viarios estudos tentam identificar compostos naturais como inibidores virais in vitro
de coronavirus. Compostos polifenolicos como a quercetina e a rutina em concentragdes de
500-15.63 pg/mL inibiram o virus em ensaios experimentais (CHIOW et al., 2016); um extrato
de sabugueiro silvestre com predominancia de flavonoides exibiu capacidade inibitoria in vitro
com base em ensaio imunoenzimatico competitivo (BORODUSKE ef al., 2021); cumarinas a
partir de uma concentragao de 50 pg/mL exerceram efeitos virucida e antiviral consideraveis 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.



29

Os coronavirus sdo reportados em termos da sua biologia molecular e possiveis
alvos para a inibi¢do do SARS-CoV-2. Desse modo, relata-se alguns alvos e diferentes
estratégias para o desenvolvimento de antivirais.

e Proteina glicosilada Spike (S) e o receptor ACE2: A proteina S apresenta alta
afinidade ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e parece mediar o
processo de infeccdo viral. A expressdo de ACE nos pneumdcitos 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 transmissao e contdgio do SARS-CoV-2 (WU
et al., 2020). Como o virus utiliza o receptor ACE2 da célula hospedeira, esse se mostra um
alvo valido para o desenvolvimento de medicamentos (BORODUSKE et al., 2021).

e RdRp: A RdRp ¢ a enzima mais conservada em diversas espécies virais, como
virus influenza, virus da hepatite C (HCV), virus Zika (ZIKV) e coronavirus (CoV),
desempenhando o papel essencial no ciclo de vida desses virus (AHMED-BELKACEM et al.,
2014; XU et al., 2017; ZHOU et al., 2018). A similaridade da sequéncia proteica entre SARS-
CoV-2 e SARS-CoV RdRp ¢ de até 96% e as disparidades estruturais existentes sdo encontradas
na area cataliticamente inativa (MORSE et al., 2020). Assim, moléculas antivirais de amplo
espectro que atuam em RdRp podem bloquear a replicagdo viral de diferentes virus de RNA.

e Proteinas virais que atuam na replicacdo do SARS-CoV-2: A MP™ e a RdRp sdo
indispensaveis para o ciclo de vida do virus e desempenham um papel essencial na replicagdo
viral. Portanto, considera-las como alvos de drogas se tornou uma abordagem atraente para o
desenvolvimento de possiveis medicamentos antivirais. Estudos apontam farmacos e
compostos com derivados naturais com atividade antibacteriana e antiviral diante de uma alta
afinidade para a MP™, bem como uma inibi¢do da RdRp (WU et al., 2020).

e [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 inglés, chamado “docking”) molecular desempenha um papel essencial,
fornecendo informagdes cruciais sobre a natureza e os detalhes das interacdes entre essas
moléculas, o que, por sua vez, pode elucidar processos bioquimicos 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 investigacao da conformagao e orientagao do ligante no
sitio de ligagdo, levando em consideragdo interagdes eletrostaticas, de van der Waals e a
complementaridade de superficies. J& a segunda etapa trata-se da previsdo da pontuacdo de

ligacdo, traduzindo a probabilidade de que uma determinada pose representa um modelo com
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uma energia de ligagio favoravel. (GUEDES et al., 2021; LEE et al., 2015; JIMENEZ-
GARCIA et al., 2018).

e Produtos naturais: A busca por uma terapéutica definitiva contra o SARS-CoV-
2 desafia o dominio do reaproveitamento de medicamentos e das bibliotecas de compostos
sintéticos, os produtos naturais como agentes antivirais e estimuladores imunoldgicos tornam
uma alternativa relativamente barata e prontamente disponivel (LOW et. al., 2023). Produtos
naturais ha muito tempo sao reconhecidos por sua potente atividade antiviral, incluindo contra
0 MERS-CoV e 0 SARS-CoV (BHARADWAI et al., 2021). Estudos in silico ja revelaram forte
afinidade de varios produtos naturais com as proteinas nao estruturais do virus (BHARADWAJ

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

1.5 Novas moléculas da biodiversidade regional

Durante periodos remotos, comunidades como quilombolas, indigenas e ribeirinhos
empregaram o conhecimento popular sobre as propriedades curativas de plantas medicinais.
Estas, reconhecidas como fontes de substancias bioativas, desempenharam um papel
fundamental na medicina popular, sendo utilizadas no tratamento de diversas doengas (BADKE
et al.,2011). E, atualmente, segundo a OMS, o uso da medicina tradicional estd crescendo, nos
paises desenvolvidos se destaca como uso complementar e na Africa chega a 80% do uso na
medicina (VALLI; BOLZANI, 2019), e os produtos naturais ja representaram cerca de 60% de
todos os medicamentos da medicina ocidental (PAN et al., 2013). Esse acontecimento deve-se
a grande diversidade quimica e potencialidade farmacologica das espécies. Mesmo que as
substancias bioativas isoladas ndo venham a se tornar farmacos, podem ser utilizadas como
prototipos e originar compostos com aplicabilidade clinica (BADKE et al., 2011).

Destaca-se o elevado potencial das plantas na sintese de diversas substancias
antimicrobianas, que desempenham papéis cruciais nos mecanismos de defesa contra estresses
ambientais e bidticos (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 2018). Esses agentes
antimicrobianos, como compostos fenodlicos, polifendis, terpendides e alcaldides, t€ém sido
ressaltados pela sua eficacia na protecdo contra estresses, como radiagdo UV, seca, temperaturas
extremas e ataques de microorganismos e herbivoros (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI,
2018; TAKSHAK; AGRAWAL, 2019; GAO et al., 2020), o que pode ser de muito interesse
para meio cientifico de modo a explorar de forma racional as propriedades intrinsecas dos
metabolitos da biodiversidade brasileira.

Os produtos naturais t€ém demonstrado seu potencial como fonte de moléculas

biologicamente ativas para seres humanos, inclusive com atividade antiviral contra diversos
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agentes patogénicos, como por exemplo taninos que se mostraram eficientes contra o Herpes
simplex virus e virus da influenza A (DERKSEN et al., 2016). A avaliacdo de extratos vegetais
contra o virus SARS-CoV apresentou atividade antiviral moderada para potente nos ensaios de
fracionamento, purificagcdo e viabilidade, com destaque o extrato de Lycoris radiata, tendo o
composto licorina como responsavel pela atividade anti-SARS-CoV (LI et al., 2005). O avango
na biotecnologia de plantas medicinais demonstra o uso de plantas medicinais e de seus
constituintes na prevencao de diversas doengas (SOFOWORA; OGUNBODEDE; ONAYADE,
2013; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2020), o que
impulsiona a industria farmacéutica na busca de novos compostos bioativos.

Nesse sentido, o Brasil, abrigando o exclusivo bioma da Caatinga, com cerca de
800.000 km?, destaca-se por sua riqueza em espécies vegetais com metabolitos secundarios de
relevancia terapéutica. (FILIZOLA; SAMPAIO, 2015). O estudo de plantas medicinais na
Caatinga estd em ascensao devido a diversidade quimica e ao potencial farmacoldgico das
espécies, contribuindo para a busca de novos farmacos e protdtipos clinicos. 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 estdo presentes em sementes, frutas, folhas e raizes (AJILA; BHAT; PRASADA RAO,
2007). Nessa planta, estdo descritos predominantes compostos fenolicos, que sdo pouco
explorados (ZERAIK et al., 2016), sendo escassa, sobretudo, a quantidade de informacdes e

estudos acerca do potencial antiviral.

1.6 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos constituem o grupo com maior nimero de representantes
dentre os metabolitos secundarios sintetizados por plantas (SWALLAH et al., 2020). Eles sao
conhecidos como metabdlitos sintetizados a partir do 4acido chiquimico e policetideos, cujas
moléculas tém como caracteristica a presenca de um grupamento hidroxila (OH) ligado a um
grupo de hidrocarboneto aromatico (SWALLAH et al., 2020). Sao importantes compostos
observados em frutas, vegetais, chocolates, legumes, cereais e bebidas (GANESAN; XU, 2017)
e estdo presentes em todos os 6rgdos (frutos, sementes, raizes, cascas e folhas) das mais diversas
plantas (TEPLOVA et al., 2018).

Existem numerosas evidéncias quimicas, bioquimicas, epidemioldgicas e clinicas
que indicam os efeitos benéficos dos compostos fenolicos sobre a saide humana. Tal
propriedade se d, principalmente, pela capacidade de reagir com espécies reativas de oxigénio

e nitrogénio 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 a prevencdo e/ou reducdo de doencas cronicas ligadas ao
envelhecimento. Nesse sentido, eles também exercem diversos outros efeitos biologicos
especificos, por meio de mecanismos de acdo mais complexos, podendo assim apresentar
eficacia quimiopreventiva (BARVE et al., 2009; MANOHAR et al., 2013); cardiovascular
(MATTERA et al., 2017); antimicrobiana (LIMA et al., 2019); antiinflamatoria (PORRO et al.,
2019); anticancer (KUNDUR et al., 2019; XIONG et al., 2019) e atividade antiviral (ZHAO et
al.,2017).

Os fendlicos, notaveis antioxidantes dietéticos, tém sido amplamente reconhecidos,
e os acidos clorogénicos, em particular, t€m recebido aten¢do devido a sua distribui¢ao
abrangente e a sua presenga na dieta humana, com potenciais efeitos biologicos (UPADHYAY;
MOHAN RAO, 2013). O 4cido clorogénico (ACG), também conhecido como &cido tanico do
café e acido 3-cafeoilquinico, € um composto soluvel em dgua produzido pelas plantas por meio
da via do &cido chiquimico durante a respiracao aerébica (UPADHYAY; MOHAN RAO, 2013).
O ACG ¢ amplamente encontrado em plantas dicotiledoneas superiores, samambaias e muitas
plantas da medicina chinesa (WANG et al., 2022). Esses acidos demonstram uma variedade de
atividades farmacoldgicas, como exemplificado por Yu e colaboradores que destacaram a
capacidade de flavonoides como potenciais inibidores da entrada do SARS-CoV-2 (YU et al.,
2020). Ademais, ja foi demonstrado que o ACG retarda a absor¢ado intestinal de glicose e inibe
a gliconeogénese (ONG; HSU; TAN, 2012). Vale ressaltar que o ACG foi identificado como
um potencial medicamento contra cancer, tendo sido aprovado pela Administracdo de
Alimentos e Medicamentos da China em fase I (NCT02728349, abril de 2016), depois em fase
IT (NCT03758014, Novembro de 2018) e em ensaios clinicos em pacientes com glioma
(HUANG et al., 2019).

Acerca da biodisponibilidade desses compostos, relata-se a absor¢ao dos acidos
clorogénicos e de outros compostos fendlicos no aumento na capacidade antioxidante do plasma
ap6s o consumo de alimentos ricos nestes compostos (MANACH et al., 2005). Evidéncias
foram obtidas por meio da quantificacdo das concentragdes plasmaticas e/ou urindrias de acidos
clorogénicos ap6s o consumo de alimentos com quantidades conhecidas dos mesmos ou da
suplementagdo com os compostos isolados (NARDINI et al, 2002; KONISHI; ZHAO;
SHIMIZU, 2006; DE OLIVEIRA; BASTOS, 2011; AUGUSTI et al., 2021 ).

Dentre os compostos fenolicos, os taninos formam um grupo distinto, sendo
definidos como polimeros fendlicos que estdo unidos a um residuo de glucose central, sdo

soluveis em agua e possuem massa molecular especifica (RAHMAN et. al, 2021). Plantas ricas



33

em taninos podem ser usadas para o tratamento de diversas moléstias, como diarréias, pressao
alta, reumatismo, hemorragias, feridas e problemas estomacais (YILDIRIM & KUTLU, 2015).
Adicionalmente, vém sendo utilizados contra os efeitos anti-séptico e inibitorio da replicagao
do HIV (inibindo a transcriptase reversa, dificultando a replicacdo viral) (YILDIRIM &
KUTLU, 2015).

As atividades farmacolédgicas dos taninos sdo derivadas, pelo menos em parte, dos
taninos hidrolisaveis. Um exemplo € o acido elagico que ¢ encontrado em uma variedade de
frutas, como morangos, framboesas, romas e uvas, assim como em algumas nozes, como as
castanhas e amendoim. Além disso, o acido elagico (AE) ¢ conhecido por sua capacidade de
formar complexos com proteinas e outras moléculas, o que pode ter implicagdes em termos de
atividade biologica e beneficios para a satide como para a obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2, doenca hepdtica e aterosclerose (KANG et al., 2016). Em estudo, com
ressonancia plasmoénica de superficie, foi identificada a inibi¢ao da Mpro do SARS-CoV-2 com
base em elagitaninos (LI ef al., 2021). Outrossim, o AE inibiu a prolifera¢ao de células de cancer
de pulmdo com uma eficacia aproximadamente igual a do resveratrol, em que o tratamento de
camundongos portadores de tumor com uso do AE resultou em inibicdo significativa do
crescimento tumoral com supressao dos niveis de CIP2A e aumento da autofagia (DUAN et.
al, 2019). Por outro lado, um tratamento com AE (25 e 50 uM) inibiu o estresse oxidativo
induzido por Acrilamida que posteriormente levou a diminui¢do da citotoxicidade e dos danos
mitocondriais, lisossomicos e de DNA (SALIMI et al., 2021). Na figura 6 observa-se alguns
dos beneficios destes compostos que foram exemplificados.

O timol, um monoterpeno fendlico encontrado em 06leos essenciais de plantas como
o tomilho, destaca-se como outro exemplo dentro do grupo diversificado dos compostos
fenolicos (SHARIFI-RAD et al., 2022). Além de contribuir para o aroma agradavel do tomilho,
o timol demonstrou propriedades antimicrobianas, incluindo atividade antiviral (NAGOOR et.
al. 2017). O timol pode inibir a replicagdo de alguns virus, agindo diretamente sobre as
particulas virais ou interferindo nos processos celulares necessarios para a replicacao viral, a
exemplo de quando o Timol produziu um aumento significativo nos titulos de anticorpos contra

o virus da doenca de Newcastle em frangos (HASHEMIPOUR et. al, 2013).
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Figura 6 — Efeitos benéficos para a satide dos compostos fendlicos naturais

COMPOSTOS
FENOLICOS -
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Fonte: Adaptado de PANDEY et al., 2009. Efeitos benéficos para a saude pleiotropicos dos
compostos fenodlicos naturais. Estudos epidemioldgicos revelaram que os polifendis fornecem uma protegdo
significativa contra o desenvolvimento de diversas doengas cronicas como doengas cardiovasculares (DCV),

cancer, diabetes, infec¢des, envelhecimento, asma, virus, etc.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Identificar compostos fendlicos com potencial atividade antiviral ao SARS-CoV-2
com vistas a disponibilizagdo de moléculas candidatas para posterior desenvolvimento de

alternativas para o tratamento da COVID-19.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter um conjunto de moléculas candidatas anti-SARS-CoV-2 a partir de
biblioteca quimica composta por um Banco virtual de moléculas — Plataforma Tropical DB,
localizada no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais — LMQPN, da Embrapa
Agroindustria Tropical;

e Determinar a atividade citotdxica in vitro para moléculas selecionadas;

e Determinar o potencial de neutralizagdo antiviral in vitro para moléculas
selecionadas;

e Determinar a concentracgdo inibitoria IC50 para molécula com maior potencial
de neutralizagao;

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

CoV-2.
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3 MATERIAIS E METODOS
Figura 7 — Representagdo grafica da metodologia utilizada
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Fonte: De autoria propria. Abstract grafico da metodologia utilizada, em 1: Selecao e identificagdo
das molécula, em 2: Obtengao e cultivo da linhagem celular, em 3: Avaliagdo da viabilidade celular por MTT, em

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

3.1 Selecao e identificacdo das moléculas

As moléculas foram selecionadas da Plataforma Tropical DB da Embrapa
Agroindustria Tropical, a qual possui 466 moléculas no total e ndo possui acesso aberto, sendo
seus dados sigilosos. A selecao das moléculas ocorreu de maneira ampla a partir da ocorréncia
em espécies dos biomas brasileiros, teve como principio norteador resultados prévios das
moléculas do grupo de pesquisa da Embrapa Agroindustria Tropical para outros fins, assim
como relatos na literatura cientifica quanto ao potencial desses compostos na atividade antiviral.

Tendo como referéncia a ocorréncia natural em espécies do bioma brasileiro
depositadas na Tropical DB, foram selecionadas dezoito moléculas para avaliacdo da atividade
ndo citotoxica e determinagdo da potencial atividade antiviral contra o SARS-CoV-2: Acido
clorogénico, Acido elagico, Acido siringico, Timol, Quercetina, Rutina, Acido cafeico, Acido
galico, Kaempferol, Naringenina, Acido ferulico, Acido vanilico, Acido p-coumarico, Acido
trans-cindmico, Alfa-tocoferol, Catequina, Eugenol e Bisabolol. Destas 18 moléculas
selecionadas pelo nosso grupo ocorreu uma triagem restringindo a apenas tres.

De forma a assegurar a relagdo molécula x atividade antiviral, as moléculas
utilizadas nos ensaios foram adquiridas comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil). Todas as
substancias foram dissolvidas em Dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo final de 10
mg/mL para estoque e armazenadas a -30 °C. As moléculas selecionadas foram desafiadas
contra alvos do virus SARS-CoV-2, em ensaios in silico, para identificar possiveis mecanismos

de acdo, conforme representado na figura 8.
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Figura 8 — Representacdo do screening para a avaliagdo das moléculas candidatas
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Fonte: De autoria propria. O processo pode ser definido em quatro passos dentro de um “funil”, em
que as moléculas candidatas sdo selecionadas por meio de 1- resultados prévios do grupo/literatura, 2 - avaliagdo
da atividade ndo citotoxica e 3 - avaliagdo do potencial de neutralizagdo viral, para que em 4, com o “funil”

finalizado, ensaios in silico para identificacdo de possiveis mecanismos de agdo sejam realizados.

3.2 Obtencio e cultivo da linhagem celular

Foi utilizada a linhagem celular continua VERO E6 (ATCC®) derivada do
tecido renal de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto normal. A linhagem ¢
certificada pela OMS como segura para a produgdo de vacinas para uso humano (WHO, 1987)
e 0 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 Laboratério Multiusuario da Fiocruz Ceara.

Figura 9— A morfologia das células VERO em destaque
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Fonte: De autoria propria. Em (A), células VERO em baixa densidade; e em (B), as células VERO

em alta densidade. Escala: 100 pum.
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As células iniciais foram gentilmente fornecidas pelo Laboratorio de Biotecnologia
e Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Estadual do Ceara. A preparagao das células foi
realizada seguindo a metodologia descrita pela ATCC - “Animal Cell Culture Guide”. O cultivo
de células VERO foi realizado em meio Leibovitz’s (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 antibidtico (100 U/mL de penicilina; 100 pg/mL de
estreptomicina) (ATB) (Gibco, USA).

Para manutenc¢ao da linhagem celular VERO, foi utilizada inicialmente uma garrafa
de 25 cm? para o descongelamento da linhagem, semeada com densidade 1 x 10® células/mL
em meio de crescimento L-15 (20% SFB, 1% ATB), para forma¢do da monocamada e
confluéncia acima de 90%. No processo de descongelamento, uma ampola de células foi
retirada do freezer -80 °C e colocada rapidamente em dgua a 37 °C e aguardado por 5 minutos,
agitando lentamente a ampola sem atingir a tampa para que o descongelamento fosse uniforme.
Apbs o contetdo da ampola ser descongelado, este foi colocado em um tubo de centrifuga de
15 mL e adicionado 9 mL de meio de cultivo para retirar o residuo de DMSO, o qual ¢ toxico
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 observagdao da monocamada e da morfologia das células no microscopio 6ptico (MO).

ApoOs a observagdo microscopica, o meio de crescimento da garrafa foi descartado
e a monocamada celular foi lavada com 2 mL de solu¢do salina fosfatada (PBS), para retirada
de inibidores e competidores que poderiam interferir na a¢cdo da tripsina (Gibco, USA) junto a
ligagdes intercelulares. Em seguida, foram adicionados, suavemente, 1000 uL de tripsina 0,25%
sobre a monocamada, agitando levemente a garrafa para espalhar a tripsina. O material foi
incubado a 37 °C por 5-10 minutos para atingir a faixa de temperatura 6tima da enzima e
acelerar o processo de desprendimento das células na superficie da garrafa.

Apoés a tripsinizacdo, foi acrescentado 2 mL do meio L-15 homogeneizando
suavemente a suspensao 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 cm? 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 superficie da garrafa. As garrafas foram incubadas em
estufa a 37 °C com 5% de COy, e foi feita a observagdo microscopica do crescimento celular

apos 24 e 48 horas.
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Aproximadamente apos 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 cm?) foram observadas para verificar a formacao 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 tripsinizacdo. Foram efetuadas sucessivas batidas leves na garrafa com a mao, e 5-10
minutos de incubagdo a 37 °C para acelerar o desprendimento das células na superficie da
garrafa. Apos a incubag¢ao e mais sucessivas batidas na garrafa, as células desprenderam-se
totalmente da superficie; foi adicionado a suspensdo celular 6 mL do meio L-15,
homogeneizando suavemente com a pipeta, evitando a formagdo de bolhas. A suspensao 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 suspensdo 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 superficie da garrafa. As garrafas foram
incubadas em estufa a 28°C, e foi feita a observacdo microscopica do crescimento celular apos
24 e 48 horas.

Apos aressuspensao, uma aliquota 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 ndo sdo coloridos. Foi utilizada a diluicdo 1:1 (azul de trypan:células ressuspendidas)
e realizada a contagem do numero de células por mL com o auxilio de uma camara de
“Neubauer” de acordo com a formula: R=r x 10*x taxa de dilui¢do ( R = valor real da contagem
de células / r = quantidade de células contadas nos grides) (ALVES et. al, 2010). Apds o
estabelecimento do numero de células por mL nas garrafas, foram realizados os plaqueamento
devidos para cada ensaio de acordo com a férmula de diluicdo CV = C'V'. Foram cultivadas em
placas de 24 pogos 3 x 10° células/poco (para ensaio antiviral) e em placas de 96 pocos 2 x 10°
células/poco (para ensaio de citotoxicidade).

Ampolas de criopreservag¢ao de cada cultivo celular foram congeladas para usos
posteriores. O processo de congelamento se deu pela utilizagio de 1 x 10° 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 concentragdo determinada
experimentalmente para um congelamento bem sucedido. Como o DMSO possui alta
toxicidade em temperatura ambiente para as células, a adi¢gdo sempre foi realizada de forma

rapida, seguida de imediato congelamento a -80 °C, a fim de minimizar possiveis danos.
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3.3 Avaliac¢ao da viabilidade celular

Células da linhagem VERO foram diluidas para a concentragdo de 2,5 x 10°
células/mL em meio Leibovitz L-15 (Cultilab, Brasil) com 2% de SBF e 1% de antibioticos
(100 U/mL de penicilina; 100 pg/mL de estreptomicina), em incubadora a 37 °C a 5% CO..
Para o ensaio 100 pL da dilui¢ao das células foram adicionados em cada poco de placas de 96
pogos. Apds o periodo de 24 horas de incubacao em estufa de CO; a 37 °C (Thermo Scientific
Heracell, VIOS 160i CO,) foram acrescentadas as solugdes das substancias a serem testadas
nas dilui¢des em meio Leibovitz L-15 com 2% SFB. As dilui¢des foram realizadas partindo das
moléculas em estoque (10 mg/mL) de forma seriada (1:2), com 8 pontos, variando a
concentragdo dependendo de cada molécula, sendo a maior utilizada de 200 pL/mL e a menor
de 0,390 pL/mL. Na tabela verifica-se as dilui¢des utilizadas para as trés moléculas triadas. Os
pocos controle ndo receberam as substancias selecionadas.

Tabela 1 - Diluigdes seriadas utilizadas no ensaio de MTT

Molécula Diluicoes
Acido 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25
clorogénico pg/mL, 3.125 pg/mL, 1.562 ng/mL, 0.781 pg/mL e 0.390 pg/mL

50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL, 3.125 pg/mL, 1.562
Acido elagico pg/mL, 0.781 pg/mL e 0.390 pg/mL

50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 ng/mL, 3.125 pg/mL, 1.562
Timol pg/mL, 0.781 pg/mL e 0.390 pg/mL

Fonte: De autoria propria. O acido clorogénico necessitou da realizagdo de mais ensaios com diluigdes

maiores que as outras moléculas.

As células foram incubadas com as moléculas por 72 horas em estufaa 37 °C. Apds
esse periodo, adicionou-se 20 pL de solugdo MTT (0,5 mg/mL). A placa permaneceu por 4
horas na estufa de 5% CO, a 37 °C. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 3000 rpm por
10 min, MTT foi removido e os cristais de formazan diluidos com 150 puL de dimetilsulfoxido
(DMSO) por pogo. A placa foi submetida a agitagdo por 5 minutos e lida a 570 nm no leitor de
placas (Multiskan FC), conforme representado na figura 10 (MOSMAN, 1983).
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Figura 10 — Fluxograma representativo do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-

fenil brometo de tetrazolium)
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Fonte: De autoria propria via biorender.

3.4 Avaliacao da atividade antiviral

3.4.1 Local da experimentagdo e aspectos éticos

Toda a manipulagdo do virus SARS-CoV-2 foi realizada no laboratorio NB3 do
Laboratorio Central de Saude Publica do Cearéd (Lacen) em Fortaleza, Ceara. Inicialmente, a
pesquisa foi submetida e aprovada no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do

Ceara (CEP) - ntimero do protocolo 5.528.975.

3.4.2 Obtencdio do SARS-CoV-2

A obtengao do virus ocorreu por meio do esfregaco nasofaringeo coletado de um
paciente do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara (Hemoce), que foi submetido ao
diagnéstico de Covid-19, conforme descrito por Holshue et al. (2020). O esfregaco
nasofaringeo foi coletado no inicio dos sintomas e colocado em 3 mL de meio de transporte
viral do kit usado para diagnostico molecular. A amostra foi testada para SARS-CoV-2 por RT-
PCR no Hemoce utilizando o TagPath™ COVID-19 Combo Kit (ThermoFisher®), em seguida,

foi aliquotada e congelada a -20 °C até o isolamento do virus.
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3.4.3 Isolamento viral
Apos 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 °C. Durante o periodo de infeccao e replicacao viral foram
realizadas duas coletas (200 puL) do sobrenadante, uma no dia 5 e outra no dia 7 apds a infecgao,
para verificar a multiplicagdo do virus por RT-PCR no Hemoce. Os frascos foram monitorados
diariamente por microscopia Optica observando a perda de aderéncia das células. As suspensoes
de células-virus foram centrifugadas a 1.500 g por 10 min. Os sobrenadantes foram distribuidos
em volumes de 1 mL em frascos criogénicos pré-rotulados e os pellets foram descartados. Os
frascos criogénicos foram colocados em um freezer —80 °C. Esses criotubos foram nomeados
como aliquotas de virus de uso tnico para procedimentos de PRNT, o virus ficou estavel 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 Vigilancia Gendmica da Fiocruz-CE, utilizando o kit

CovidSeq™ adaptado pela Rede Genomica Fiocruz.

3.4.4 Titulacdo viral

Para a determinagdo da concentrag¢do de virus viaveis se utilizou a técnica de formagao
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 pogos 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 solu¢do de antibioticos de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Uma vez que as
células atingiram uma confluéncia de 90-100%, elas foram lavadas com uma solucao de PBS
com pH 7,3. Posteriormente, uma aliquota do estoque viral foi cuidadosamente descongelada e
submetida a uma dilui¢do em série decimal (107!, 102, 1073, 10#, 10°) em meio L-15 livre de
soro fetal bovino. Em seguida, 250 uL de cada dilui¢do foram adicionados em duplicata aos
pocos da placa, que foi entdo incubada por 1 hora a 37 °C, garantindo uma homogeneizagao a
cada 15 minutos.

Apos a incubacao, as solugdes dos pogos foram removidas e substituidas por 1 mL
de um overlay contendo 1% de carboximetilcelulose em L-15 suplementado com 2% de FBS e
1% de antibidticos de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Ap6és um periodo de incubagao
adicional de 72 horas a 37 °C, 1 mL de formaldeido a 3,65% em PBS foi adicionado aos pogos.

Ap6s 1 hora de incubagdo, a mistura foi cuidadosamente removida e as células foram coradas
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com uma solucdo de 0,5% de cristal violeta por um periodo de 5 a 15 minutos. As placas foram
entdo lavadas com dagua, digitalizadas e analisadas utilizando o programa ImageJ® para uma
contagem individualizada das placas de cada pogo.

A titulagcdo do virus foi realizada contando-se as placas formadas em uma das
dilui¢des de acordo com a formula: Titulo =P x F x 10X (PFU/mL), onde P representa a média
do numero de placas obtidas na dilui¢@o selecionada, F ¢ o fator de corre¢do para expressar o
titulo em PFU/mL (calculado como 1000uL dividido pelo volume do indculo) e 10% ¢ a diluigdo

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

3.4.5 Teste de neutralizacdo viral

Para avaliar a capacidade inibitoria das moléculas na replicagdo do SARS-CoV-2
in vitro, foi realizado o teste de neutralizagdo por reducao de placa (PRNT). As células VERO
foram distribuidas em placas de 24 pogos a uma concentragdo de 3x10° células/mL em meio
Leibovitz (L-15) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina) um dia antes do experimento.

As amostras foram diluidas até atingirem a maior concentragdo que reduz a
viabilidade celular e o estado metabolico 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 virus SARS-CoV-2, variante delta, e incubadas por 1 hora a
37 °C. Apos o periodo de incubagdo, 200 uLL da mistura molécula/virus foram adicionados em
duplicata aos pogos da placa de 24 pogos 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 pogos que receberam as amostras foram lavados com PBS pH 7,3
e, imediatamente apds, foi adicionado 60 PFU do virus SARS-CoV-2 e novamente incubado
por 1 horaa 37 °C, com agitacdo a cada 15 minutos. Dois pogos receberam apenas o virus como
controle positivo.

Apo0s o tempo de incubagao, as amostras foram removidas da placa e imediatamente
acrescentado 500 pL de overlay (L-15 com 2% SFB, 1% de antibidtico e 1,5% de
carboximetilcelulose). Apds 72 horas de incubacdo a 37 °C, as células foram fixadas com
formaldeido a 3,7% por 1 hora. Em seguida, o overlay foi removido e as células foram coradas
com cristal violeta a 0,5%.

Os pocos foram digitalizados e as placas contadas com o auxilio do programa

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

amostra X 100 / média do controle) — 100.

Figura 11 — Fluxograma do ensaio de neutraliza¢ao viral PRNT
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Fonte: De autoria propria pela autora via biorender. M+V: moléculas mais virus, M+C: moléculas

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

O ICso, definido como a concentragdo da amostra que corresponde a 50% de
atividade normalizada (ou 50% de redu¢do/inibi¢cdo da infec¢do), foi calculado apenas para as
moléculas que apresentaram inibi¢dao 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 excecdo de que foram realizados trés

experimentos independentes.
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3.5 Analise estatistica

Os valores do ensaio de MTT foram expressos como a média + desvio padrdo
de trés experimentos independentes com triplicata em uma tabela e plotados em grafico. A
viabilidade celular foi calculada pela normalizacao por faixa percentual, considerando a média
do controle Branco (somente células) como o valor de “0%”. Para o calculo da redugdo da
viabilidade celular foi realizada uma transformag¢ao dos dados ( formula “Y=100-Y"’).

Os resultados do PRNT foram demonstrados em média = desvio padrao 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 analise de variancia (One-way
ANOVA) utilizando o programa GraphPad Prim® 8.0.2. Foi utilizado p < 0,05 como referéncia
de significancia. O ICso foi determinado utilizando a equacdo dose-resposta — inibidor: log

inibidor versus normalizag@o da resposta - varidvel slope do programa GraphPad Prism® 8.02.

3.6 Ancoragem molecular

Simulagdes de ancoragem molecular foram realizadas com compostos selecionados
(4cido clorogénico, acido eldgico e timol) e trés alvos virais em parceria com o Laboratdrio
Multiusudrio de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical. As
estruturas proteicas 3D de alvos proteicos foram recuperadas do Protein DataBank (MORRIS
et al., 2009). As proteinas sao codificadas como 6VYB para a estrutura do ectodominio do pico
SARS-CoV-2 (estado aberto) (VAN DER SPOEL et al., 2005), 6LLU7 para a estrutura cristalina
da protease principal em complexo com um inibidor N3 (MP™) (LUIZ et al., 2018), 6M71 para
RdRp.

O docking molecular na presenca de acido clorogénico (CID 1794427), acido
elagico (CID 5281855) e timol (CID 6989) foi realizado o servidor web DockThor
(https://www.dockthor.Incc.br/v2/) adotando o campo de forca CHARMM36. O software
Openbabel (KHAN et al., 2022) foi usado para converter os codigos smile de cada ligante em
um arquivo no formato PDB para ser usado como entrada no DockThor.

Foram utilizados estados de protonagao padrao de cada proteina, com base no pH
neutro, e as cargas foram atribuidas com base no padrdo de acordo com os parametros de
aquisicao da grade do DockThor . A configuracdo padrao foi usada com 500 mil avaliagdes e
12 execugdes para cada ligante geraram as poses de acoplamento. Para realizar um calculo de
ancoragem molecular na plataforma DockThor (DockThor, 2023), foram submetidos os

arquivos com as estruturas da macromolécula (alvo bioldgico) e ligante (candidato a farmaco)
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para, posteriormente, definir a regido do sitio ativo da macromolécula, que serd o local onde
ocorrera a busca pela conformacdo mais estavel para o complexo.

A previsao de afinidade e a classificacdo de complexos proteina-ligante foram
realizadas com DockTScore, que ¢ uma func¢ao de pontuagdo empirica linear que leva em
consideracdo termos importantes para a ligagdo proteina-ligante, como interagdes
intermoleculares, entropia do ligante e dessolvatagdo (SCHUMACHER et al., 2018).

Além disso, o software ChimeraX (PETTERSEN, 2021) foi usado para a
visualizagdo da representacao grafica, bem como ligagdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio

e seus comprimentos de ligagdo e interagdes da cadeia de aminoacidos em cada pose de encaixe.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os compostos avaliados na Plataforma Tropical DB, o presente estudo
selecionou moléculas candidatas pertencentes a classe dos compostos fendlicos, tendo como
principio norteador para essa sele¢do resultados da literatura que citam o potencial desses
compostos para atividade antiviral. Para o presente estudo foram selecionados o Acido

Clorogénico, Acido Elagico e o Timol.

4.1 Analise de viabilidade celular

Os ensaios in vitro sao uma alternativa para avaliagdes de toxicidade de muitas
substancias (BERNAUER et al., 2005) e estudos detalhados de concentragdes e de tempo de
exposicao das células a essas substancias podem sustentar informacdes valiosas sobre o
mecanismo e tipo de toxicidade celular provocados por essas (EISENBRAND et al., 2002). A
utilizagdo desses ensaios apresentou aumento expressivo em todo o mundo nos ultimos anos,
especialmente com o uso de células VERO (KIESSLICH; KAMEN, 2020).

O teste de MTT ¢ 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 reproducao e os efeitos morfologicos das células quando expostas a
diferentes compostos. A avaliacdo da viabilidade celular desempenha um papel crucial na
avalia¢do da toxicidade, sendo o teste de MTT escolhido devido a sua simplicidade, rapidez e
alta sensibilidade. Os compostos testados podem exercer citotoxicidade por meio de varios
mecanismos, como destruicao de membranas celulares, inibi¢do da sintese de proteinas, ligagao
irreversivel a receptores, inibi¢do de polidesoxinucleotideos e interferéncia em reacdes
enzimaticas. Este método fornece uma ferramenta valiosa para quantificar os efeitos dos
compostos em cé€lulas in vitro. (LI; ZHOU; XU, 2015)

A redugdo do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT), um sal tetrazdlico, pela desidrogenase mitocondrial de células viaveis forma como
produto o azul de Formazan, o que torna possivel uma andlise da viabilidade e do estado
metabolico da célula. A producao de formazan, e a sua densidade Optica, refletem o estado
funcional da cadeia respiratoria, que ¢ proporcional ao numero de células metabolicamente
ativas em cultura (MOSMAN, 1983). O produto formado pode ser dissolvido em um solvente
e sua quantificacdo ¢ realizada por meio da medigdo da absorbancia, utilizando um
espectrofotometro.

Em um formato de 96 pogos, as células VERO tém uma taxa de crescimento

reduzida no meio de ensaio (tempo de duplicacdo de 48h), o que pode contribuir para a
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estabilidade do ensaio, diminuindo os artefatos induzidos pela rapida metabolizacao das células.
Os resultados analisados pelo ensaio de MTT foram representados em redugdo da viabilidade
celular (RVC) (PEREIRA et al., 2016) tendo em vista que a avaliagdo nao fornece nenhuma
visao sobre o mecanismo de agdo, podendo ser um mecanismo intrinseco da molécula
(citotoxicidade) ou um mecanismo em torno celular (BERRIDGE et al., 1996). Também foram
determinadas as concentracdes maximas que reduzem a viabilidade e o estado metabdlico
celular em até 30% ([RVC30%]), as quais foram o “cut off” para o ensaio de neutraliza¢do
celular.

A determinagdo 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 ndo
decorrentes das substancias adicionadas, como esgotamento de nutrientes do meio de cultivo
ou alteragdo do pH do meio e outros fatores decorrentes do grande periodo de incubagdo
(ROMERO et al., 2004; FOTAKIS; TIMBRELL, 2006; WANG et al., 2015). Adicionalmente,
foi considerada como 10% a inibicao da atividade ou letalidade celular decorrente do uso do
solvente DMSO, valor aproximado que ¢ 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 concentragdo da curva do teste, ou
seja, o maior volume de DMSO), totalizando, assim, 30%.

A concentragdo RVC30% para o &cido clorogénico foi de 100 pg/mL; para o timol
de 25 pg/mL e para o acido elagico de 3,125 pg/mL. Nessas concentracdes observou-se
demasiada integridade do tapete celular, sinalizando que ndo ocorreu morte celular
significativa, uma vez que a célula VERO perde aderéncia quando ndo viavel. Nas Tabelas 1 e
2 verificam-se os dados de concentragcdes RVC30% e RVC, em seguida, nos graficos na figura
12 observam-se os dados relativos a analise em escala logaritmica. E importante ressaltar que
os dados de viabilidade celular do MTT em células VERO possibilitam a representacdo do
potencial nefrotoxico para as células, onde as moléculas analisadas ndo tiveram nefrotoxicidade
nas concentracdes RVC30%, demonstrando uma opc¢do de concentracdo promissora para
aplicacdes terapéuticas ou funcionais, parecendo ndo demonstrar potencial de riscos
significativos para a satide renal in vivo. O ensaio a ser repetido em outras linhagens de células

pode contribuir para representagao da toxicidade em outros tipos celulares.
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Tabela 1 — Concentragdes maximas ndo toxicas com até 30% de redugao da

viabilidade/estado metabolico de respiragdo celular — MTT

Molécula Estrutura RVC30% (nM/mL) RVC30% (ng/mL)

HO. CO.H
Aado ( j}\f—\ 100

7 0,282

Ani HO" "0 )
clorogénico i “OH
OH
0]

HO O

Acido elagico "o O O on 0,010 3,125
g oH
(o]

Timol 0,166 25

OH

Fonte: De autoria propria O RVC30% na unidade pM/mL foi calculado utilizando os seguintes dados
estequiométricos: massa molar para acido clorogénico = 354,31 g/mol; para o acido elagico = 302,197 g/mol e

para o timol = 150,22 g/mol.

A dose representativa de RVC30% do 4cido clorogénico encontrado foi de 0,282
uM/mL, sendo entdo a maior dentre os compostos estudados, mostrando que € necessaria uma
dose relativamente maior para reduzir a viabilidade em até 30%, concluindo que possui menor
potencial citotoxico. Esses dados corroboram com os resultados da curva de andlise de
viabilidade do acido clorogénico apresentado por Cariddi e colaboradores (2015), onde,
também utilizando células VERO e ensaio de MTT, o acido clorogénico ndo afetou
negativamente a viabilidade celular, independentemente da concentragdo testada (de 0 a 200

pg/mL) ou ensaio realizado, maiores concentragdes promoveram até um pequeno aumento da
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viabilidade celular (CARIDDI et. a/, 2015). Essa constancia na alta viabilidade celular do acido
clorogénico também foi observada em pré-tratamento com acido clorogénico a 0,1 umol/L e 1

umol/L no trabalho de Tian e colaboradores (TIAN at. al, 2019).

Tabela 2 — Porcentagens de redugdo da viabilidade celular das moléculas no ensaio de

viabilidade celular - MTT

Concentracio Ac. Clorogénico Ac. Elagico Timol
200 pg/mL Me 43.63 - -
Dp 1.414 - -
100 pg/mL Me 27.89* - -
Dp 1.226 - -
50 ug/mL Me 14.19 67.36 36.83
Dp 0.729 0.398 2.276
25 pg/mL Me 11.19 67.24 27.21%
Dp 2.079 0.747 1.593
12.5 pg/mL Me 17.71 65.75 22.27
Dp 1.219 0.455 1.381
6.25 ng/mL Me 19.67 51.15 21.53
Dp 0.957 0.854 3.424
3.125 pg/mL Me 18.12 25.49* 16.07
Dp 1.371 1.091 1.369
1.562 ng/mL Me 14.27 14.06 12.74
Dp 1.193 1.244 1.979
0.781 pg/mL Me 8.51 10.13 7.81
Dp 0.898 0.978 1.928
0.390 pg/mL Me 1.06 0.83 6.27

Dp 1.025 1.081 1.543
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Fonte: De autoria propria. Tabela indicando as concentragdes utilizadas para cada molécula e suas
respectivas médias de porcentagem de RVC, bem como o desvio padrio entre as replicatas. O “*” marca onde foi

encontrado o0 RVC30% em cada uma das amostras. Me: média e Dp: desvio padrao.

Em relacdo a dose representativa de RVC30% do timol (25 pg/mL), foi observada
uma seguranga em relacdo ao uso em células de mamiferos, o que corrobora pelo
reconhecimento do timol como uma substancia geralmente relatada como segura (“Generally
Recognized as Safe” - GRAS) pela FDA (21 CFR 182.10, 21 CFR 182.2). Ademais, o timol a
50 pg/mL atingiu 36,83% de RVC, ndo sendo necessario determinar o ensaio para maiores
concentragdes diante do objetivo determinado de 30%. No estudo de Sharifi-Rad e
colaboradores foi observado que 50% de RVC foi atingido na concentracao de 140 pg/mL para
o timol comercial Roth (Karlsruhe, Germany). Nesse sentido, para 13,17 % de aumento na RVC
seria necessario um aumento de 90 pg/mL na concentragdo inicial do presente estudo, o qual é
um valor consideravel, demonstrando uma estabilizagao na resposta deste composto em relagao

a viabilidade celular (SHARIFI-RAD et al., 2022).

Figura 12 — Viabilidade celular determinada por MTT na presenga de diferentes

concentracdes de moléculas
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Fonte: De autoria propria. Em A - Grafico do acido clorogénico, B - Grafico do acido elagico e em
C - Grafico do timol, médias de (%) RVC versus o logaritmo da concentragdo de cada molécula em pg/mL: 200
pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL, 3.125 pg/mL, 1.562 pg/mL, 0.781 pg/mL e
0.390 pg/mL . Média + desvio padrao (n=3).

Os resultados de concentragdo pg/mL sugeriram que o timol possui um potencial
de citotoxicidade de 4 vezes maior que o acido clorogénico, enquanto que o acido elagico
demonstra um potencial de citotoxicidade em células VERO de 32 vezes ao acido clorogénico.
O acido elagico apresentou alta citotoxicidade nas maiores concentragdoes, com reducao da
viabilidade celular superior a 27% nas concentragdes de 12,5 e 50 pg/mL. Tal resultado
demonstra um maior potencial citotéxico em relacdo a estudos similares, como Mudlem e
colaboradores, em que avaliaram a citotoxicidade por MTT do 4cido eldgico em macrofagos
peritoneais murinos e notaram uma RVC de 50% na concentra¢do de 23,8 pg/mL de acido
elagico (MUALEM et al., 2018), enquanto aqui a RVC de 51.15% foi atingida em 6.25 pg/mL,
mostrando que a citotoxicidade ¢ maior nas células VERO do que nos macrofagos.

A partir dos gréaficos anteriores, observa-se uma tendéncia a redugdo da viabilidade
celular conforme a concentracdo das moléculas aumenta, tendo o 4cido eldgico apresentado o
maior potencial citotoxico para a célula VERO (Figura 12). Esses resultados sdo consistentes
com estudos anteriores, reforgando a confiabilidade e destacando as moléculas como uma opgao
promissora para aplicagdes terap€uticas ou funcionais. Essa compreensao do RVC ¢ crucial para
a avaliagdo da seguranca e eficacia de produtos contendo AC, AE e timol, bem como para o

desenvolvimento de futuras pesquisas e aplicagdes clinicas.

4.2 Titulagio viral e determinacio da variante

Para se confirmar a variante, o segundo criotubo foi encaminhado para o
sequenciamento realizado pelo Grupo de Vigilancia Gendmica da Fiocruz-CE, no qual foi
identificado como sendo da variante Delta AY.99.2, a qual estava predominantemente em
circulacao no periodo de coleta. Para outras variantes e cepas houve limitagdes no isolamento
do virus e consequentes ensaios.

O método utilizado permite quantificar o numero de particulas virais vidveis a
partir da determinagdo das Unidades Formadoras de Placa (PFU) em volume de sobrenadante
de cultura contendo virus. Para a titulagao viral utilizou-se de dilui¢cdes 1:10 do virus estoque.
O virus apresentou uma titulagio de 4,04 x 10> PFU/mL do SARS-CoV-2. Na figura 13 ¢é
possivel observar um maior nimero de placas nas menores dilui¢des, sendo reduzida conforme

houve maiores diluigdes do virus.



53

Figura 13 — Teste de PRNT da titulagdo do SARS-CoV-2
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Fonte: De autoria propria. Titulagdo do virus SARS-CoV-2 em duplicata nas diluigdes 102, 1073,

10* € 107, respectivamente, da esquerda para a direita.

O titulo encontrado de 4,04 x 10° PFU/mL pode ser associado aos sintomas
clinicos do paciente em que a amostra foi coletada, ja que titulos elevados de virus tém sido
associados a sintomas clinicos graves resultados (LIBRATY et al., 2002), a avaliagdo de titulos
de virus infecciosos que refletem melhor a infectividade do virus ¢ importante para determinar
a patogénese da doenga, bem como a precisdo da capacidade de transmissdo. Na detec¢ao da
formacao de placa, o meio de cobertura (overlay) evita fluxos convectivos no meio, permitindo
que os virus se fixem no fundo dos pogos e facilite a formacao 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 ja que cepas clinicas de virus podem nao formar placas claras, mostrando
que seria de interesse para ensaios posteriores, a utiliza¢do de diferentes meios e sobreposi¢ao
a fim de resultados melhores (FUKUTA et al., 2021).

Outro ponto a ser ressaltado ¢ que o ensaio de placas para PFU ¢ padrao-ouro
para a determinagdo das concentragdes de virions liticos infecciosos, contudo pode ser afetado
por varios fatores, incluindo a escolha das células hospedeiras, faixas de diluicdo, quantidade
do meio semi-sélido utilizado para sobreposi¢ao e erros na contagem manual (SHURTLEFF et.
al, 2012). Neste sentido, a utilizacao classica do titulo do virus PFU teve como resultado a
capacidade infecciosa deste virus e ndo foi avaliada de forma robusta a quantidade do virus, ja

que pode ocorrer uma subestimag¢ao dos niveis de particulas infecciosas nessa técnica.
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4.3 Analise da neutralizacio viral

As células Vero sdo conhecidas por serem uma 6tima linhagem celular para os
ensaios virais (KIESSLICH; KAMEN, 2020), nesse sentido o ensaio para quantificacdo da
neutralizacdo viral foi realizado utilizando as células VERO. Dentre as caracteristicas
relevantes dessa célula para esses ensaios se destaca que a Vero ¢ deficiente na produgdo de
interferon, dificultando a defesa antiviral da linhagem e contribuindo positivamente para a
infeccdo (KIESSLICH; KAMEN, 2020). Outrossim, ¢ a interacdo da proteina spike com a
proteina ACE2, que ¢ muito importante para favorecer a entrada do virus na célula. Tal enzima
¢ 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
sdo provenientes do rim, pressupde-se que também ocorrem elevadas quantidades de ACE2
contribuindo para a infecgao viral.

Para o formato das células VERO com 24 pogos, que abrange o ensaio de infec¢ao
viral, é possivel ocorrer a entrada viral, sintese de RNA e liberagao viral da célula hospedeira,
uma vez que as células sdo expostas ao SARS-CoV-2 por 72h, respeitando a biologia viral
durante a infec¢ao do hospedeiro, em que tempo médio estimado para replicagdao viral em
células infectadas varia de cerca de 6 a 12 horas (CHEEMARLA et. al., 2021). Durante o
protocolo realizado, houve observagdo microscopica, onde visualizou-se morte celular,
desprendimento do tapete celular e vacuolizac¢do do citoplasma onde ocorreram a formagao das
placas (Figura 13).

As moléculas foram testadas quanto a sua capacidade de neutralizar o SARS-CoV-
2, variante Delta, atuando diretamente no virus ou indiretamente quando incubadas com as
c€lulas e posteriormente infectadas. Nenhuma das moléculas diluidas parece ter reduzido a
atividade viral do virus quando incubada com a célula comparado com o nosso controle.
Entretanto, quando as amostras foram incubadas diretamente com o virus e posteriormente nas
células, o acido eldgico na concentracao de 3.125 pg/mL apresentou atividade inibidora viral
de 69,1%.

O achado do acido elagico diante do virus SARS-CoV-2 a esta concentragdo ¢
inédito, mas sua atividade antiviral ja havia sido observada como aponta Alexova e
colaboradores numa revisao recente, destacando que os elagitaninos hidrolisaveis (constituintes
do AE) aparentemente interagem com glicoproteinas virais e moléculas de glicosaminoglicanos
em superficie da célula hospedeira, o que auxilia a entrada de uma série de virus nas células

hospedeiras (ALEXOVA et. al, 2023).
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O efeito antiviral do AE purificado para outras doengas também té€m sido explorado,
como contra Zika, HRV-2, HRV-3, HRV-4, em que foi sugerido que o impedimento da gripe
pela molécula ocorre pela interrupg¢do da interacdo do virus com o superficie da célula
hospedeira (ACQUADRO et. al, 2020; HAIDARI et. al, 2009; PARK et. al, 2014). Os efeitos
da AE nos virus podem estender-se a outros mecanismos, a exemplo da infec¢ao pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), esta molécula restringe a replicagao viral por inibi¢ao
da integrase viral, mas ndo da protease (SHIN ez. al, 2005). Na infeccao pelo virus da hepatite
B, por outro lado, o AE restringiu a proliferacdo viral, do antigeno Be da hepatite (PROMSONG
et. al, 2018).

Na figura 14 nota-se uma predominancia de placas nos ensaios determinados por
molécula+células, enquanto que, para molécula+virus, observa-se uma reducao da formacao de
placas, sobretudo, para o 4cido elagico, o qual, mesmo a baixa concentrac¢do (a menor dentre as
trés moléculas) foi responsavel por essa diminui¢do da atividade viral. E importante ressaltar
que nenhum dos compostos fendlicos analisados apresentaram significativa atividade quando
foram analisados se atuavam isoladamente nas células. Tal fenomeno mostra, que,
provavelmente, a atividade antiviral estd relacionada a algum mecanismo de inibicdo em
relacdo a atividade molécula+virus (suposto no estudo in silico - item 4.4) e ndo a uma intera¢ao

prolongada com a molécula.

Figura 13 — Pocos de placas utilizadas no ensaio PRNT para as moléculas teste

Acido clorogénico Acido elagico Timol

Fonte: De autoria propria. Imagem representativa de experimentos de diferentes ensaios (n=2).
Exemplos dos pogos (de diferentes placas) com duplicatas (a e b) dos ensaios de PRNT das moléculas. 1a, 1b, 3a,
3b, 5a e 5b sdo referentes aos ensaios em que as moléculas primeiramente foram incubadas com as células
(moléculatcélulas) e posteriormente infectadas com o virus. 2a, 2b, 4a, 4b, 6a e 6b sdo referentes aos ensaios que
as moléculas foram primeiramente incubadas com o virus (molécula+virus) e posteriormente adicionadas as
células. As placas sdo visualizadas por pontos brancos, que indicam a visualiza¢do do fundo da placa e o roxo a

integridade da monocamada de células.
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Os ensaios parametrizados das moléculas acido elagico, acido clorogénico e timol,
respectivamente tiveram os seguintes valores de porcentagem de formacdo de placas em
molécula+células: 88,9%, 99% e 100%; para molécula+virus: 96,7%, 30,9% e 89,1%. A mesma
concentracdo de Dimetilsulféxido (DMSO) utilizada para diluir as moléculas previamente foi
usada para controle do virus, objetivando averiguar se ndo ocorreria interferéncia na ligacdo do
virus com a célula, ndo tendo mostrado interferéncia, portanto, foi utilizada para representar o

valor “100%” da analise.

Figura 14 — Ensaio de PRNT amostra+tcélulas e células+virus
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Fonte: De autoria propria. O controle DMSO+Virus é definido por 100% de formagdo de placas.
Em A - Porcentagem de placas formadas quando as amostras foram inicialmente incubadas com as células e
posteriormente infectadas com o virus. Em B - Porcentagem de placas formadas quando as amostras foram
incubadas com o virus e posteriormente adicionadas as células. Média + desvio padrdo (n=2) * - apresentam

diferenca significativa (P<0,0001) pelo teste t.

Das moléculas incubadas com os virus, apenas uma apresentou atividade
neutralizante de forma significativa contra o virus SARS-CoV-2, quando em contato direto.
Dessa forma, o acido elagico foi diluido de forma seriada e analisado pelo ensaio de PRNT
(Figura 15). Foi possivel estabelecer o IC50% do 4cido elagico, encontrando o valor de 0,3492
ug/mL que corresponde a concentragdo capaz de diminuir 50% das placas do controle (virus +
DMSO) - Figura 16. O resultado encontrado ¢ divergente do encontrado por David e
colaboradores, em que o IC50 do 4cido elagico contra o SARS-CoV-2 em ensaios de placa ndo

foi possivel ser estabelecido numa curva dose-resposta, pois concentragdes na faixa de 1-120
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png/mL desta molécula ndo inibiram a infeccdo em células Vero E6 no estudo (DAVID et. al,
2021).

Em estudo utilizando extratos da casca de roma, que possui o acido eldgico como
segundo principal composto, foram utilizadas maiores concentragdes (62.5-1000 pg/mL) e o
IC50 do extrato foi de 0,06 mg/mL, ou 60 ug/mL, sugerindo uma menor poténcia do composto
em relacdo a atividade bioldgica da molécula pura, j4 que ¢ necessaria uma concentragao
relativamente elevada do extrato (quando comparada com o resultado - 0,3492 pg/mL) para
atingir uma inibi¢do de 50% da atividade biologica alvo (SURUCIC et. al, 2021). Isso pode
indicar que o extrato ndo ¢ muito eficaz na inibi¢do da atividade viral, mas, quando o extrato

esta fracionado, a molécula acido elagico isolada se destaca.

Figura 15 — Ensaio de titulagcdo da molécula acido elagico

3,125 pg/mL 1,563 pg/mL 1 0,781 pg/mL 0,355 pg/mL

S

Fonte: De autoria propria. Foram utilizadas diluigdes seriadas com fator 2 partindo da maior

concentragdo (RVC30% = 3,125 pg/mL), com 4 pontos em duplicata, conforme apresentado na figura.
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Figura 16 — Estudo do IC50 do Acido elagico
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Fonte: De autoria propria. O IC50 foi determinado utilizando a equacdo dose-resposta — inibidor:
log (inibidor) versus normalizagdo da resposta - variavel slope. Foram utilizadas diluigdes seriadas com fator 2

partindo da maior concentragdo (RVC30% =3,125 pg/mL) em 4 pontos.

Ensaios com células VERO também auxiliaram a determinar a atividade antiviral
de outras doengas. Em se tratando de alcaldides, foram observadas inibi¢des do virus da
estomatite vesicular, virus da doenca de Newcastle e virus da diarreia epidémica suina em
concentragdes de 50, 100 e 500 nM em culturas de células, respectivamente (DONG, Hui Jun
et al., 2018). Para o virus CHIKYV, extrato de Uncaria tomentosa rico em quercetina na
concentragcdo de 100 pg/mL reduziu o efeito citopatico em cultura (LIMA, 2020). Ja para a
herpes simples tipo I (HSV-1) foram observados efeitos antivirais principalmente com o uso de
polifendis como a catequina em extratos e améndoa 0,4 mg/mL (KHAN ef al., 2005; SON et
al., 2013; HASSAN; MASARCIKOVA; BERCHOVA, 2015; MUSARRA-PIZZO et al.,
2019).

Para as moléculas testadas neste trabalho outros virus poderiam ser passiveis de
serem testados a exemplo do HSV-1, que ja possui validagdes relatadas sobre o efeito no Timol
(LAI et al., 2012; SHARIFI-RAD, J. et al., 2017); de virus entéricos (KUBICA et al., 2014);
da dengue (PAJARO-CASTRO et al., 2015); da febre amarela (GOMEZ; STASHENKO;
OCAZIONEZ, 2013) e do zika (HADDAD et al., 2019), tais arboviroses muito relevantes no
nosso pais. Adicionalmente, ¢ recomendado o teste com outras variantes do SARS-CoV-2, as
quais podem impactar a eficacia das moléculas antivirais.

Uma limitagdo a ser considerada no presente trabalho foi a auséncia de um controle

de inibi¢ao da replicagdo viral nos ensaios in vitro aplicados. Estudos prévios ja demonstraram
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que durante a cultura de células VERO infectados in vitro pelo SARS-CoV-2, o farmaco
Remdesivir levou a relativa diminuic¢ao da taxa de células infectadas, que foi quantificado pelo
RT-PCR quantitativo para detec¢ao do gene SARS-CoV-2, sugerindo o seu uso como controle
na inibi¢do da infec¢ao in vitro (JANG et al., 2021). No entanto, no nosso modelo, a substancia
ndo foi utilizada na andlise antiviral nem citotoxica por conta de dificil obtencdo

medicamentosa.

4.4 Ancoragem molecular

O propdsito fundamental de um processo dedicado a descoberta de novos farmacos
reside na exploracao de moléculas capazes de interagir com os alvos conhecidos associados a
doengas especificas, que desencadeiam respostas biologicas. Uma limitagao esta relacionada a
determinagdo da pontuagdo de ligacdo, pois para tal ocorrem varias simplificacdes na avaliagao
dos complexos proteina-ligante, ndo abrangendo completamente todos os fendmenos
bioquimicos e fisicos. A superficie de energia do complexo proteina-ligante ¢ multidimensional,
tornando complexa a identificagdo de minimos globais. O sucesso da técnica de ancoragem
molecular ¢ avaliado pela capacidade da pose prevista em representar um modelo experimental,
com uma discrepancia de coordenadas menor que 2 A. Outros pardmetros criticos incluem a
precisao no modo de interagdo, 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 trés principais alvos proteicos do SARS-CoV-2 em interagao
com os trés compostos organicos. A Tabela 3 mostra a energia total de ligacdo dos ligantes e
alvos moleculares, considerando as caracteristicas de cada alvo, observamos que a energia total
varia de -6.370 Kcal/mol a -7,245 Kcal/mol, principalmente devido as diferentes interacdes
entre o ligante e os alvos potenciais. O dcido clorogénico obteve melhor valor de energia quando
avaliado para a proteina S, o 4dcido eldgico obteve maior valor de pontuacdo para RdRp e o
timol obteve triplo modo de ac¢do. O timol se apresenta como a molécula de maior energia de
interacdo para a proteina Spike, o que implica numa reprodutibilidade com a “pior” interagao,
pois o valor menos negativo (na energia livre de Gibbs - AG) representa que a formagao da
ligagdo ¢ desfavoravel em termos de energia. A energia livre AG ¢ definida como a diferenca
entre a entropia e a entalpia multiplicada pela temperatura, corresponde a energia que “sobra”
apds uma interacao quimica, sendo uma reacao espontanea somente se a energia livre for menor

do que zero. Na ancoragem, o algoritmo vai buscar na interface de ambas as proteinas o local
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de ligacdo com o menor indice de energia livre, assim quanto menor o AG, teoricamente, mais

estavel e firmemente ligadas estarao as duas proteinas (GRAY et. al, 2003).

Tabela 3 — Ancoragem nos ligantes AC, AE e timol dos alvos moleculares do virus SARS-
Cov-2: RdRp, Spike e MPRO

Moléculas Pontuacdo  Energia T. Energia . Energia vdW  Energia E.

RdRp

Ac. Clorogénico -6,800 -1,894 -57,090 -1,239 -55,851

Ac. Elagico -7,004 5,119 -39,054 -9,135 -29,919

Timol -6,726 14,834 -21,940 -6,936 -15,004
Spike

Ac. Clorogénico -7,245 9,590 -42,035 -2,365 -39,670

Ac. Elagico -6,982 7,230 -41,057 -7,188 -33,869

Timol -6,869 14,366 -22,510 -8,007 -14,503
MPRO

Ac. Clorogénico -6.464 12.077 -39.954 0.257 -40.211

Ac. Elagico -6.370 12.505 -32.309 -2.421 -29.888

Timol -7.037 17.262 -20.283 -4.720 -15.563

Fonte: De autoria propria. As unidades de energia sdo dadas em unidades Kcal/mol. T. Energia
(energia total), 1. Energia (energia de intera¢do), E. vdW ( energia de van der Waals) ¢ E. Energia (energia

eletrostatica).

O 4cido elagico ¢ estudado como um importante agente na prevengdo e tratamento
de canceres e patdgenos humanos (S) (SELIM et al., 2023). Ele ¢ conhecido por suas atividades
antioxidantes, mas demonstra efeitos de resposta imunologica. O acido elagico pode atuar como
um inibidor antiviral, mostrando interacdo in silico contra a proteina RNA polimerase

dependente de RNA (Figura 15), que € um fator chave envolvido na sintese de RNA da infec¢ao



61

viral (WANG et al., 2021). O composto bioativo acido eladgico possui um modo de ligagdo para
SARS-CoV-2 RdRp sendo atribuido a ligacao H e a interacdo com os residuos Gly808, pro809,
His816, Thr817 e Tyr831. Além disso, o sistema de anéis aromaticos do acido elagico fazem
interacao hidrofobica de ion © com Lys798. Assim, o acido elagico poderia atuar inibindo o
processo da replicagdo, impossibilitando o genoma viral da progénie baseado no modelo de
RNA de fita simples de ser sintetizado através da formacao de ligagdes fosfodiéster; isso
significa que interromperia um papel indispensavel para a COVID-19. Alguns estudos da
literatura ja haviam confirmado tal hipotese 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 validagdo. Notaram que a corilagina atuou através
do bloqueio da fusdo do receptor da Spike do SARS-CoV-2 com receptores da ACE2 (YANG
et al., 2021). Esse estudo corrobora com as possibilidades de a¢do das moléculas naturais
diretamente em ACE2 impedindo a entrada viral na célula (YANG et. al, 2021). Selim e
colaboradores relata compostos fenolicos do azeite de oliva, em que a Apigenina possui melhor
predicao de acoplamento contra RdRp, com energia de afinidade de —18.2 kcal/mol, seguido da
taxifolina com valor de —14.2 kcal/mol. Ademais, ¢ sugerido a atividade sinérgica onde os
compostos brutos no azeite de oliva demonstraram eficdcia antiviral moderada contra SARS-
CoV-2 in vitro (SELIM et al., 2023). A atividade de sinergia usando uma abordagem
combinatoria entre as moléculas AC, AE e timol também poderia ser observada, sendo uma

oportunidade para estudos posteriores.
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Figura 17 — Ancoragem molecular do 4cido eldgico contra a RdRp

Fonte: De autoria propria pelo ChimeraX. Modelo de encaixe 3D da pose mais favoravel para a
molécula interagindo com a estrutura da enzima - RdRp. Em A observa-se a enzima completa no encaixe ¢ em B
uma aproximagdo do sitio de interagdo. Representacdo em branco: carbono, em vermelho: oxigénio, em azul:

nitrogénio (hidrogénios ndo aparecem).

Nesse contexto, os compostos fendlicos, notaveis antioxidantes dietéticos, tém sido
amplamente reconhecidos, e os 4cidos clorogénicos, em particular, tém recebido aten¢do devido
a sua distribui¢do abrangente e a sua presen¢a na dieta humana, com potenciais efeitos
biologicos (UPADHYAY; MOHAN RAO, 2013). Esses acidos demonstram uma variedade de
atividades farmacologicas, 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 pseudovirus, o 4cido
isoclorogénico, proveniente de uma biblioteca de 1871 compostos naturais da Push
Biotechnology (Chengdu, China), revelou-se um antiviral eficaz da entrada de pseudovirus,
alcancando concentragdes de até¢ 100 uM. Este efeito sugeriu uma possivel interagdo molecular
com a RdRp, o mesmo mecanismo do Remdesivir, proporcionando uma perspectiva promissora
para a exploracdo desses compostos na busca por estratégias terapéuticas contra a infec¢do por
SARS-CoV-2. (ZHANG et al., 2021).

Os componentes principais de varios 6leos essenciais, reconhecidos por suas
propriedades antimicrobianas, foram acoplados ao dominio de ligagdo ao receptor S1 da

glicoproteina spike (S) - RBD. Ao examinar o timol em relagdo a proteina S, dados revelaram
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uma intera¢ao altamente eficaz, demonstrando uma das melhores pontuagdes entre todos os
compostos, de - 5.4 kcal/mol para a RBD da Spike. O estudo destaca que a presenca do anel de
fenol, juntamente com a adi¢ao do grupo hidroxila, confere a esses compostos uma eficiéncia
notavel como agentes antivirais (KULKARNI ez al., 2020); Tal resultado nao ratifica o descrito
(Tabela 3), uma vez que teve-se as outras moléculas com pontua¢do melhor que o timol, entdo
se sugere uma abordagem de interagdo mais especifica do Timol, na regido S1 da proteina.
Acerca das limitagdes ressalta-se que o software in silico depende de suposicoes e
simplificagdes que podem nao refletir com precisao a complexidade bioldgica dos sistemas. Por
exemplo, as proteinas podem ser modeladas como uma estrutura rigida em vez de flexivel e
com moléculas dinamicas, ou a afinidade do ligante para as proteinas ¢ assumida com base em
dados empiricos, conhecidos como campos de for¢ca. Embora os estudos in silico fornegam
informacodes valiosas sobre o potencial dos antivirais, ¢ importante validar as previsoes feitas
por modelos in silico utilizando estudos in vitro e in vivo. Embora estudos in vitro tenham
comprovado ser util na sele¢do de antivirais, ¢ importante reconhecer sua limitacdo em imitar
o ambiente fisioldgico. Um exemplo que demonstra essa limitagdo ¢ a cloroquina, que possui
um resultado extremamente favordvel in silico e atualmente existem diversas evidéncias

mostram resultados ineficientes clinicamente (HO et. al, 2021).
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5 CONCLUSAO

O estudo desempenhou um papel significativo na identificacdo e avaliacao 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 quimica composta por um Banco virtual de moléculas
da Embrapa Agroindustria Tropical. A determinacdo da atividade citotdxica in vitro para as
moléculas acido clorogénico, acido eldgico e timol ocorreu. A partir da atividade que reduz a
viabilidade e estado metabolico celular em até 30% ocorreu a analise da neutralizagdo viral das
amostras, que revelou variagdes nos niveis de atividade, destacando-se o 4acido elagico com taxa
de inibi¢do de 69,1% contra a variante Delta do virus, logo determinou-se sua IC50. Embora os
compostos fenolicos timol e acido clorogénico ndo tenham demonstrado atividade antiviral
significativa, a interagdo proeminente do acido elagico com a RdRp, evidenciada nos ensaios
de ancoragem molecular contra as proteinas-chave, fortalece sua posi¢do como um possivel
agente terapéutico.

Tal agente pode ser utilizado na suplementacdo beneficiando individuos com alto
risco de complicagdes graves de COVID-19, como idosos, pacientes com diabetes tipo 2,
doengas cardiovasculares, aterosclerose e doengas neurodegenerativas; e beneficiando também
paises com restri¢coes financeiras e de infraestrutura de satide. No entanto, € importante ressaltar
que esses resultados sdo preliminares e requerem validacdo por meio de estudos adicionais.
Trabalhos futuros devem avaliar cuidadosamente a biodisponibilidade, dosagem adequada,
modo de entrega e potencial combinatorio de produtos naturais em modelos in vivo antes de
serem testados em ensaios clinicos em humanos. Além disso, é crucial melhorar a eficacia e
capacidade de entrega de medicamentos antivirais, como o desenvolvimento de antivirais em
aerossol para administracdo por inalagdo e sistemas de entrega de nano-transportadores para
melhorar a biodisponibilidade. Esses esfor¢os contribuem para o acervo de conhecimento sobre
moléculas com atividades antivirais e fornecem compreensdo mais profunda para o

desenvolvimento de estratégias alternativas no controle do SARS-CoV-2.
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