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RESUMO

Em marco de 2020, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) declarou a pandemia da
Covid-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, tornando-se um problema global sem
precedentes na saude humana, na estabilidade social e, posteriormente, um problema
socioeconémico. Os produtos naturais e suas moléculas estruturais tém contribuido
historicamente a farmacoterapia, atuando como fonte de moléculas com diferentes
atividades biol6gicas, enfatizando sua acdo contra cancer, doengas infecciosas e
potentes inibidores antivirais. Nesse contexto, a biodiversidade brasileira, dada a sua
riqueza, se apresenta como fonte promissora na bioprospecgao e no desenvolvimento
de moléculas com potencial aplicacdes bioldgicas. Nesse trabalho foram avaliados os
flavonoides: caempferol e alfa-bisabolol, assim como a vitamina E (alfa-tocoferol),
quanto ao seu potencial como agente antiviral. Para tanto, foram conduzidos ensaios
in vitro para avaliar o potencial citotoxico das moléculas por ensaios de MTT e,
posteriormente, ensaios de neutralizacao viral PRNT em linhagem de células Vero
contra a linhagem Delta do SAR-CoV-2. A partir dos ensaios de citotoxicidade foram
determinadas as concentragdes, para cada molécula, com potencial citotoxico inferior
a 30%, sendo 25, 6,25 e 6,25 mg/mL para alfa-tocoferol, caempferol e alfa-bisabolol,
respectivamente. Essas concentragdes foram utilizadas nos ensaios de neutralizagéo
viral. Os resultados de neutralizacao viral PRNT, quando em contato diretamente com
0 virus, mostraram percentual de inibicado de 98,2%, 20,8% e 8,8% para o alfa-
tocoferol, caempferol e alfa-bisabolol, respectivamente. Visando avaliar o possivel
mecanismo de acdo da molécula, ensaios in silico de ancoragem molecular foram
realizados contra trés alvos de proteinas virais de RNA polimerase RdRp, MP©e Spike.
Na ancoragem molecular, o alfa-tocoferol obteve melhor desempenho de energia,
seguido pelo caempferol e alfa-bisabolol, com o diferencial que, o alfa-tocoferol obteve
triplo modo de agao MP™, RdRp e Spike. O presente trabalho apresentou a atividade
antiviral anti-SARS-CoV-2, in vitro, do alfa-tocoferol, assim como sua interagdo com
sitios de importancia na replicagao viral, podendo indicar o potencial dessa molécula
no tratamento da Covid-19, enfatizando, assim, a importancia de estudos que visem

estabelecer novas alternativas para descoberta de agentes antivirais.

Palavras-chave: vitamina E; SARS-CoV-2; COVID-19; produtos naturais.



ABSTRACT

In March 2020, the World Health Organization (WHO) declared the Covid-19
pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, becoming an unprecedented global
problem in human health, social stability and, subsequently, a socioeconomic problem.
Natural products and their structural molecules have historically contributed to
pharmacotherapy, acting as a source of molecules with different biological activities,
emphasizing their action against cancer, infectious diseases, and potent antiviral
inhibitors. In this context, Brazilian biodiversity, given its richness, presents itself as a
promising source in bioprospecting and in the development of molecules with potential
biological applications. This work, the flavonoids: kaempferol and alpha-bisabolol, as
well as vitamin E (alpha-tocopherol), were evaluated for their potential as an antiviral
agent. For this purpose, in vitro assays were conducted to evaluate the cytotoxic
potential of the molecules by MTT assays and, later, PRNT viral neutralization assays
in Vero cell line against the Delta lineage of SAR-CoV-2. From the cytotoxicity assays,
the concentrations were determined for each molecule with a cytotoxic potential lower
than 30%, being 25, 6.25 and 6.25 mg/mL for alpha-tocopherol, kaempferol and alpha-
bisabolol, respectively. These concentrations were used in viral neutralization assays.
The PRNT viral neutralization results, when in direct contact with the virus, showed an
inhibition percentage of 98.2%, 20.8% and 8.8% for alpha-tocopherol, kaempferol and
alpha-bisabolol, respectively. To evaluate the possible mechanism of action of the
molecule, in silico molecular docking assays were performed against three targets of
viral RNA polymerase proteins RdRp, MP and Spike. In molecular anchoring, alpha-
tocopherol obtained the best energy performance, followed by kaempferol and alpha-
bisabolol, with the difference that alpha-tocopherol obtained a triple mode of action
MpP RdRp and Spike. The present work presented the in vitro anti-SARS-CoV-2
antiviral activity of alpha-tocopherol, as well as its interaction with sites of importance
in viral replication, which may indicate the potential of this molecule in the treatment of
Covid-19, thus emphasizing the importance of studies aimed at establishing new
alternatives for the discovery of antiviral agents.

Keywords: vitamin E; SARS-CoV-2; COVID-19; natural products.
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1 INTRODUCAO

Apo6s mais de dois anos do inicio do surto da doenga do coronavirus 2019
(COVID-19), a pandemia continua a prejudicar a estabilidade social e econdémica
humana em paises e regides em todo o mundo (ZENG; CHEN; LIU, 2022). De acordo
com as estatisticas de vigilancia relatadas pelo World corona tracker, até 27 de junho
de 2023, no mundo, a pandemia causou, aproximadamente 700.000.000 de casos de
infeccao confirmados, com mais de 7.000.000 de mortes
(https://www.worldometers.info/coronavirus). Pelo Painel Coronavirus, até 27 de junho
de 2023, a pandemia causou aproximadamente 38.000.000 milhées de casos de
infeccdo  confirmados, com 703.964 mil de mortes no Brasil
(https://covid.saude.gov.br/). A doenca é contagiosa e potencialmente fatal,
especialmente para individuos com sistema imunolégico enfraquecido, ou
comorbidades associadas, como diabetes, pneumonia, doenca cardiaca ou doenca
imunossupressora (HASSAN et al., 2020; HANNA et al., 2021).

1.1 Coronavirus

O surto da doenca emergente do coronavirus 2, sindrome respiratoria
aguda grave (SARS-CoV-2) (COVID-19), na China, trouxe atencdo ao mundo e foi
declarada pandemia pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) em 11 de marco de
2020. Os avancos cientificos desde a pandemia da sindrome respiratéria aguda grave
(SARS) em 2002~2003 e da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS), em
2012, contribuiram a compreensao da epidemiologia e patogénese do SARS-CoV-2 e
o desenvolvimento de terapéuticas para tratar a infeccdo viral (JIN et al,
2020).Chlamydas e colaboradores descreveram o surto de doencga por coronavirus
2019 (COVID-2019), originado em dezembro de 2019 em Wuhan, na China, e que
emergiu como uma ameagca global a saude humana.

A infeccao e transmissao altamente contagiosa por SARS-CoV-2 apresenta
uma diversidade de hospedeiros humano e aumento do risco de doenga com o0 avango
da idade, destacando a importdncia de uma compreensdo aprofundada de suas
propriedades bioldgicas. Analises estruturais elucidaram pontos chaves em dominios
de ligagao viral, mutacdes e proteinas especificas no hospedeiro, como o receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e a serina 2 da protease transmembrana


https://www.worldometers.info/coronavirus
https://covid.saude.gov.br/
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(TMPRSS2) a serem implicados na entrada celular e na infectividade viral. Além disso,
as alteracdes epigenéticas que regulam a estrutura da cromatina mostraram um
grande impacto na estabilizagdo do genoma e na manutengcéo da homeostase celular
e tém sido implicadas na fisiopatologia da infecgdo pelo virus (CHLAMYDAS;
PAPAVASSILIOU; PIPERI, 2021).

1.2 SARS-CoV-2, sua organizacao gendmica, proteinas estruturais e ciclo de vida

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado de RNA de sentido positivo (séo
fitas que contém o cddigo que sera traduzido pelos ribossomos), ndo segmentado, do
subgénero Sarbecovirus e da subfamilia Orthocoronavirinae, amplamente distribuido
em humanos e outros mamiferos (morcegos).

A familia Coronaviridae, contém quatro géneros: Alpha-coronavirus, Beta-
coronavirus, Gamma-coronavirus e Delta-coronavirus. O SARS-CoV-2 e suas
variantes pertencem a linhagem 3-coronavirus. O virion (particula viral completa que
consiste em RNA cercado por uma proteina, constituindo a forma infectante de um
virus), tem um virus do genoma do acido ribonucleico (RNA) de fita simples de 27 a
31 Kb encapsulado por um envelope de membrana dando uma forma de coroa, que
codificam proteinas estruturais e acessorias (JIN et al., 2020).

A caracterizacao e determinagéo da estrutura e organizacao gendémica do
SARS-CoV-2, ajuda a entender e explicar o mecanismo de infeccdo e mutacao viral,
que conta com um genoma de aproximadamente 30kb (CHAKRAVARTI et al., 2021).

A organizagdo do genoma consiste em quadro de leitura aberta (ORFs), e
tem inicio em uma regiao nao traduzida (UTR) do terminal 5’ e termina em 3’ UTR, e
desempenham papel significativo na ligacdo e tradugao entre o virus e a célula
hospedeira. A primeira ORF (1a/1b), localizada no 5’-UTR, contém dois tercos do
genoma, codifica as poliproteinas (NSPs), o restante do genoma 3'- UTR, codifica
quatro proteinas estruturais a glicoproteina spike (S), a glicoproteina de membrana
(M), a proteina do envelope (E) e a proteina do nucleocapsideo (N) (ZHOU; ZHU;
CHU, 2022).
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Figura 1 - Organizacdo do genoma do SARS-CoV-2 e as diferentes proteinas
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Fonte: Adaptado de (CHAKRAVARTI et al., 2021).

Estudos indicam que a proteina glicosilada Spike (S) apresenta alta
afinidade ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e parece mediar
0 processo de infeccao viral. Proteinas virais que atuam na replicacdo do SARS-CoV-
2, as enzimas MP™° e RdRp sao indispensaveis para o ciclo de vida do virus e
desempenham um papel essencial na replicagcao viral. Portanto, considera-las como
alvos de drogas se tornou uma abordagem atraente para o desenvolvimento de
possiveis medicamentos antivirais (CHAKRAVARTI et al., 2021).

Dos 16 NSPs do SARS-CoV-2, quatro NSPs primarios sdo NSP3 ou
papaina como protease 3, NSP5 ou 3C como proteinase, NSP12 ou RdRp e NSP13
ou helicase. A proteinase semelhante a papaina ou NSP3 é uma proteina de 200 kDa
que é responsavel pela clivagem no terminal N da poliproteina replicase. Este maior
NSP com 1945 residuos de aminoacidos, ou seja, NSP3 junto com NSP4,
desempenha um papel essencial na replicagdo viral ao montar as vesiculas
citoplasmaticas de dupla membrana (CHAKRAVARTI et al., 2021).
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1.3 Ciclo de vida do SARS-CoV-2

Conforme descrito nos estudos de (CHLAMYDAS; PAPAVASSILIOU;
PIPERI, 2021) o SARS-CoV-2 pode entrar na célula hospedeira através da fusdo do
endossomo e da membrana plasmética. A proteina spike do SARS-CoV-2 liga-se a
membrana da célula hospedeira ligando-se ao Receptor 2 da Enzima Conversora de
Angiotensina (ACE2). Para entrar na célula hospedeira, 0 SARS- CoV-2 precisa da
serina protease das células hospedeiras, TMPRSS2, para ativar a proteina spike e
clivar o receptor ACE2 que finalmente facilita a ligacdo do SARS-CoV-2 & membrana
celular da célula hospedeira e inicia a fusao viral e membrana plasmatica.

Ap6s a entrada, o RNA viral é liberado na célula hospedeira e as
poliproteinas virais sdo traduzidas usando o ribossomo da célula hospedeira.
Durante a traducdo, formam-se as poliproteinas (PP) PP1a e PP1ab que séao
finalmente clivadas pelas proteases virais, protease tipo papaina (PL PRO ) e
protease tipo 3C (3CL PRO) para criar Proteinas Nao Estruturais (NSPs) funcionais. O
RNA genbmico do coronavirus codifica dois tipos de proteinas, NSPs cruciais para a
sintese de RNA viral e proteinas estruturais necessarias para a montagem do virion
(MASTERS, 2006); (SUN et al., 2012).

Ap6s a traducdo de proteinas estruturais e NSPs, o Complexo Replicase-
Transcriptase (RTC) é formado pela montagem da RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) (NSP12), helicase (NSP13) e outras subunidades como NSP7 e NSP8.
Além disso, o complexo transcreve um modelo de genoma viral de genes de sentido
negativo, incluindo genoma de progénie e RNA subgenémico como produtos
intermediarios, seguido pela transcricdo de mRNAs de sentido positivo mediados por
RdRp.

ApGs a transcrigao, as proteinas subgendémicas sao traduzidas para formar
proteinas estruturais e acessérias, como proteinas M, S e E, e encapsuladas no
reticulo endoplasmatico e, em seguida, transportadas para o compartimento
intermediario do reticulo endoplasmatico-Golgi (ERGIC). Em seguida, o genoma viral
previamente replicado pode se juntar diretamente a proteina N para formar o
nucleocapsideo que ¢é isolado no ERGIC. Finalmente, os nucleocapsideos,
juntamente com varias outras proteinas estruturais, _formam as particulas de virions
em uma forma vesiculada, que € exportada para fora da célula por exocitose para
liberar virions (CHEN; LIU; GUO, 2020).
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Figura 2 - Ciclo de vida do SARS-CoV-2
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Fonte: (CHAKRAVARTI et al., 2021).

1.4 Variantes

No final de 2020 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), classificou as
variantes como variantes de interesse (VOIs), variantes preocupantes (VOCs) e
variantes sob monitoramentos (VUMs) com base em suas caracteristicas e no risco
representado a saude publica.

As variantes do SARS-CoV-2 tém surgido ao longo do tempo, e algumas
delas tém sido motivo de preocupagdo devido a sua maior transmissibilidade e
potencial de escape imunoldgico. Entre as variantes mais conhecidas e classificadas
como preocupantes (VOCs), estao a Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron (ZHOU; ZHU;
CHU, 2022) (Tabela 1).

A variante Alfa, encontrada primeiramente no Reino Unido, entre as
mutacdes, a mutacdo da proteina N501Y desempenha um papel extremamente
importante no aumento da afinidade com os receptores ACE-2 e no aumento da
adesdo viral e da capacidade de entrar nas células hospedeiras (WU et al., 2021).

Beta, inicialmente identificada na Africa do Sul, apresenta mutacdes na
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proteina spike, que é responsavel pela entrada do virus nas células humana,
das quais 3 mutacoes (K417N, E484K e N501Y) estédo localizadas no dominio de
ligacdo ao receptor (RBD), aumentando a afinidade de ligagdo com os receptores ACE-
2, resultando em maior risco de transmissao e reduzindo a terapia com anticorpos
monoclonais, soros convalescentes e soros pos-vacinacdo (WIBMER et al., 2021),
(MWENDA et al., 2021).

Tabela 1 - Resumo das variantes de preocupacao

Alfa B.1.1.7 9 H69_V70 e Y1444 delecdo N501Y;
A570D; D614G; P681H; T716l; S982A;
D1118H
Beta B.1.351 8 L242_1 244 delegao; D8OA D215G;

K417N; E484K;N501Y D614G; A701V

Gama P.1 12 L18F; T20N; P26S; D138Y R190S;
K417T; E484K; N501Y D614G; H655Y;
T10271; V1176F

Delta B.1.617.2 9 E156_F157 delecdo; T19R G142D;
R158G; L452R; T478K D614G; P681R;
D950N
Omicron BA.1 34 H69_V70; V143_Y145; N211 delecao.

R214_insEPE; A67V T95I; G142D; L212l;
G339D S371L; S373P; S375F; K417N
N440K; G446S; S477N; T478K E484A;
Q493R; G496S; Q498R N501Y; Y505H;
T547K; D614G H655Y; N679K; P681H;
N764K D796Y; N856K; Q954H; N969K

L981F

BA.1.1 35
H69_V70; V143_Y145; N211 delecéo.
R214_insEPE; A67V T95I; G142D; L212l;
G339D R346K; S371L; S373P; S375F
K417N; N440K; G446S; S477N T478K;
E484A; Q493R; G496S; Q498R; N501Y;
Y505H; T547K D614G; H655Y; N679K;
P681H N764K; D796Y; N856K; Q954H
N969K; L981F.
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BA.2 28 L24_A27delinsS; T19I; G142D
V213G; G339D; S371F; S373P S375F;
T376A; D405N; R408S; K417N; N440K;
S477N; T478K; E484A; Q493R;
Q498R; N501Y; Y505H; D614G;

HB655Y; N679K; P681H;
N764K; D796Y; Q954H; N969K;

Fonte: Adaptado de (ZHOU; ZHU; CHU, 2022).

J& a variante gama, identificada no Brasil, também possui mutagbes na
proteina spike, com trés mutacdes (N501Y, K417T e E484K) localizadas no RBD,
semelhantes a variante Beta. Segundo o estudo do Reino Unido, a variante Gama é
cerca de 1,7 a 2,4 vezes mais transmissivel (WANG et al., 2021).

A variante Delta, identificada na India, conhecida por sua alta
transmissibilidade e responsavel pela causa de uma segunda onda de infeccoes
mortais por COVID-19 na india. Delta tem uma capacidade de replicagdo maior do
que Alpha, e a mutacao da proteina spike de P861R no local de clivagem de Furin
torna a variante Delta mais facil de replicar e, portanto, tem uma transmissdo mais
forte, aumentando o risco de hospitalizacao e reduzindo a atividade neutralizante (LIU;
ROCKLQOV, 2021).

Por fim, a variante omicron, identificada pela primeira vez na Africa do Sul,
tem chamado a atencao devido ao grande numero de mutacdes em sua proteina spike,
0 que pode aumentar sua capacidade de infectar células humanas. A variante Omicron
apresenta enorme potencial de escape imune e transmissibilidade. Seis dessas
mutacdes (G339D, N440K, S477N, T478K, Q498R e N501Y) aumentam a afinidade de
ligacdo ao receptor hACE-2 humano, enquanto sete mutagdes (K417N, G446S,
E484A, Q493R, G496S, Q498R e N501Y) sdo associados a uma reducdo na
neutralizacdo (WILLETT et al., 2022).

1.5 iodiversidade Brasileira
Os produtos naturais possuem uma longa histéria e sdo comumente

usados no mundo com a perspectiva de descobrir novas moléculas bioativas,

processo conhecido como bioprospeccao. As moléculas candidatas, estudadas em
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modelos de screening, e subsequentemente, em técnicas analiticas, identificam
potenciais acdes bioldgicas, a exemplo do cancer e doencas infecciosas (MARQUES
et al., 2022).

A biodiversidade tem sido a base para o desenvolvimento e crescimento da
nossa sociedade. Espécies vegetais, foram essenciais para a sobrevivéncia humana,
principalmente aquelas com uso medicinal. Popula¢des antigas ao redor do planeta
estabeleceram um conjunto de espécies vegetais Uteis. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude, o uso da medicina tradicional esta crescendo nos paises
desenvolvidos como uso complementar e chega a 80% na Africa, que depende
essencialmente das plantas para cuidados primarios de saude (VALLI; BOLZANI,
2019).

Considerando a diversidade quimica e biolégica presente no Brasil, existe
oportunidades para inovacao de base biol6gica. Existem alguns produtos naturais
brasileiros que foram utilizados com sucesso para desenvolver novos produtos e
evidenciar o potencial da biodiversidade do pais. A biodiversidade brasileira €, sem
duvida, vasta. No entanto, poucos produtos surgiram desse rico universo quimico.
(VALLI; BOLZANI, 2019).

Figura 3 - Produtos naturais utilizados como medicamentos identificados no século

passado

Captopril aprovado
para tratamento de
hipertensdo

Fonte: Adaptado de (VALLI; BOLZANI, 2019).
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A populacao brasileira tem uma longa tradicao no uso de plantas medicinais
para o tratamento de diversas doencas agudas e cronicas. Isso tem chamado a
atengcdo de pesquisadores brasileiros e de algumas industrias farmacéuticas
brasileiras para o estudo de plantas medicinais nativas e seus principios ativos. Mais
recentemente, o uso de novas tecnologias, como abordagens protebmicas e
gendmicas, levou a um interesse recorrente em produtos naturais tanto da academia

guanto de empresas farmacéuticas (DUTRA et al., 2016).

1.6 Produtos Naturais

Diante desse cenario desafiador, a busca por alternativas terapéuticas
eficazes se torna ainda mais urgente, nesse contexto, compostos naturais tém
despertado interesse como possiveis agentes antivirais contra o SARS-CoV-2 e suas
variantes. Estudos tém demonstrado que algumas substancias presentes em plantas
medicinais, como flavonoides e polifendis, apresentam atividade antiviral in vitro
contra o0 SARS-CoV-2.

Produtos naturais podem inibir diretamente patdgenos relacionados a
doencas que infectam o trato respiratdério ou estruturam atividades do sistema
imunolégico para prevenir ou aliviar infec¢gdo (YAN et al., 2021). Essas pesquisas
passam por um longo processo de desenvolvimento desde a formulagao inicial até o
isolamento e extracdo de compostos com propriedades terapéuticas. Mesmo durante
a pandemia de COVID-19, pesquisas foram conduzidas visando identificar possiveis
moléculas/compostos com capacidade de prevenir e ou tratar a doencga, estudando os
efeitos farmacoldgicos de sementes de cominho preto por meio da extracao de seus
compostos bioativos (ISLAM et al., 2021).

Desde sua descoberta em 1922 por Evans e Bishop, o alfa-tocoferol aparece
como um importante agente de prevencao e tratamento de doencas inflamatérias,
imunolégicas e neurodegenerativas, e por outro lado, ndo ha pesquisas investigando
como um possivel agente antiviral (SZYMANSKA; NOWICKA; KRUK, 2017).

Os flavonoides s&o conhecidos e indicados em medicamentos tradicionais
e modernos no tratamento de varias doengas, como protecao contra o cancer (cancer
de pele e glioblastoma) e prevencado da osteoporose, incluindo infec¢des virais
(AGRAWAL; AGRAWAL; BLUNDEN, 2020). As atividades imunomoduladoras e anti-

inflamatdrias de citocinas foram descritas por (ALZAABI et al., 2022), além de mostrar
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a capacidade dos flavonoides em reduzir o agravamento do COVID-19 em caso de
obesidade por meio do metabolismo de lipideos.

Caempferol é um flavonoide natural derivado principalmente do rizoma da
familia do gengibre e presente em diferentes espécies vegetais. Tem recebido ampla
atencao por causa de seus efeitos anticancerigenos. Caempferol induziu piroptose
através da regulacao da autofagia em células, tendo mostrado no estudo boa atividade
antiglioma por induzir ROS (CHEN et al., 2020). Estudos também relataram atividades
anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana e antiviral, contra o pseudoraiva (PRV)
(LI et al.,, 2021). No extrato das folhas de Vitis vinifera caempferol mostrou relevancia
contra dois virus humanos: Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e (SARS-CoV-2), inibindo
a replicagdo viral nos estagios iniciais, bloqueando diretamente as proteinas na
superficie viral (ZANNELLA et al., 2021).

Alfa-Bisabolol € um dos importantes sesquiterpenos monociclicos, derivado
naturalmente de Oleos essenciais de muitas plantas comestiveis. Foi obtido pela
primeira vez a partir de Matricaria chamomilla, comumente conhecida como camomila
ou camomila alema. A literatura disponivel indica que esta planta, juntamente com
outras plantas contendo alfa-Bisabolol, € popularmente utilizada na medicina
tradicional por potenciais beneficios a saude. Estudos experimentais demonstraram
propriedades farmacolégicas do alfa-Bisabolol, incluindo anticancer, antinociceptivo,
neuroprotetor, cardioprotetor e antimicrobiano (EDDIN et al., 2022).

Mesmo com medicamentos aprovados pela Food and Drugs Administration
(FDA) como: Remdesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe, Paxlovid e Monulpiravir, ainda ha
restricdo na aplicagcdo em pacientes e alguns estdo disponiveis apenas para uso
hospitalar (PACL et al., 2021), além do custo elevado, por exemplo, Paxlovid,
fabricado pela Pfizer, custa em média R$4.876,83. Nessa perspectiva, estratégias de
identificagdo de novas moléculas antivirais vém sendo consideradas relevantes para
a identificagéo de novos farmacos terapéuticos.

Esses compostos naturais podem atuar em diferentes etapas do ciclo de
replicacdo viral, como a entrada do virus nas células, a replicacdo do seu material
genético e a montagem de novas particulas virais. Além disso, eles podem ajudar a
modular a resposta imune do hospedeiro, contribuindo para o controle da infecgdo. E
importante ressaltar que a atividade antiviral in vitro ndo garante a eficacia desses
compostos no tratamento de pacientes infectados.
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No entanto, eles representam uma esperanga na busca por alternativas
terapéuticas, especialmente em locais onde o0 acesso a medicamentos antivirais €

limitado.
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2 JUSTIFICATIVA

Consideradas a relevancia da pandemia instalada; o impacto da doenca
sobre o Sistema de Unico de Saude — SUS; a necessidade de estratégias de
enfrentamento para COVID-19; a restricio de medicamentos aprovados para
pacientes; a identificacdo de potenciais proteinas do SARS-CoV-2 como potenciais
alvos para farmacos, e a biodiversidade brasileira como fonte de moléculas ativas,
este trabalho visou: a) contribuir com a identificacdo de moléculas capazes de inibir o
SARS-CoV-2, b) identificar por estudos in silico a interacdo dos compostos contra a
proteina S, MPRO, RdRp.

A identificacdo de moléculas candidatas auxiliard no desenvolvimento de
potenciais medicamentos eficazes e seletivos, oriundos da bioprospeccao das
moléculas chaves para auxiliar na terapéutica e tratamento da COVID-19, visando

reduzir a dependéncia do pais em insumos para a saude.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

|dentificar produtos com potencial atividade antiviral, a partir de produtos

naturais contra o SARS-CoV-2, para o tratamento da COVID-19.

3.2

Objetivos Especificos

a) 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;

b) Determinar o potencial citotéxico e de neutralizagédo antiviral in vitro para
moléculas selecionadas.

c) Determinar a concentracéo inibitéria IC50 para molécula com maior
potencial de neutralizacéo.

d) Determinar o grau de afinidade de moléculas baseadas nas estruturas
das substancias de elevado potencial de acao contra o SARS-CoV-2, a
partir das analises realizadas pelo protocolo in silico, tendo como alvos

as proteinas S, MPRC e RdRp.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao das moléculas

A Dbiblioteca quimica constituida de banco virtual de moléculas da
Biodiversidade Brasileira (Tropical DB/Embrapa Agroindustria Tropical - CNPAT)
(https://www.embrapa.br/agroindustria-tropical); elaborada a partir de moléculas
extraidas de plantas dos diferentes Biomas Brasileiros foi utilizada para os ensaios de
busca de moléculas candidatas.

A selecédo das moléculas teve como principio norteador resultados prévios
do grupo de pesquisa, assim como relatos cientificos publicados sobre potenciais
classes de compostos com atividade antiviral.

Tendo como referéncia a ocorréncia natural em espécies depositadas na
Tropical DB, foram selecionadas o alfa-tocoferol, caempferol e o alfa-bisabolol para
avaliar a potencial atividade antiviral contra o SARS-CoV-2. As moléculas utilizadas
foram adquiridas comercialmente (SIGMA), como forma de assegurar o efeito
individual de cada molécula.

Cultura de células Vero

Células da linhagem Vero foram cultivadas em meio L-15 com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB), 1% de antibi6tico penicilina/estreptomicina. A manutencao é
realizada até atingir a confluéncia de 75%. Todo o protocolo de cultivo e manutencao

das células seguiu as recomendacgdes do fabricante.

4.2 Teste de Citotoxicidade MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-di-fenil brometo
de tetrazolium)

A reducgéo do MTT, um sal tetrazdlico, pela desidrogenase mitocondrial de
células viaveis para formar como produto o azul de Formazan é utilizada como
referéncia. O ensaio mede a respiragcao celular, que é proporcional a quantidade de
Formazan produzida, e ao numero de células vidveis em cultura.

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio com MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium]} (Life Technologies, USA). Células da

linhagem Vero foram diluidas para a concentragdo de 2,5 x 10° células/mL em meio
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Leibovitz L-15 (Cultilab, Brasil) com 2% soro fetal bovino (SFB). Em seguida, 100 uL
dessa solucao foram adicionadas em placas de 96 poc¢os. Apds o periodo de 24 horas
de incubagé@o em estufa de COz2a 37°C (Panasonic, MCO- 18AC, USA& Canadd), o
meio foi removido e acrescentada as solugdes das substancias em quadruplicata na
concentragao inicial de 10 uM em meio Leibovitz L-15 com 2% SFB. Foi feita uma
diluicdo logaritmica de —logz= de 10 diluicdes. Os pogos controle nao receberam as
substancias selecionadas.

As células foram incubadas com as moléculas selecionadas, em diferentes
concentragdes: 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562 e 0,781 mg/mL, 24 a 48
horas-em estufa de CO2 a 37°C. Apés esse periodo, 0 meio foi removido, as células
foram lavadas uma vez com 200 uL de PBS 7,4 e acrescentado 20 yL de MTT ( 5
mg/mL). A placa permaneceu por 4 horas na estufa de 5% COz a 37°C. Em seguida, o
MTT foi removido e os cristais de formazan diluidos com 150 pL de dimetilsulfoxido
(DMSQ). A placa foi lida a 570 nm no leitor de placas (Micronal B542). A viabilidade
celular foi calculada pela seguinte férmula: VC%=DO(a)/DO(c)*100. Para
determinacao da Concentracao Citotoxica em 50% (CC50) foi realizada a equagao de
regressao linear a partir dos resultados de concentracdo e viabilidade celular,
considerando o modelo de equacéao: y = a+bx (MOSMANN, 1983).

4.3 Local da Experimentacao

Toda a manipulagao do virus SARS-CoV-2 foi realizada no laboratério de
nivel de biosseguranga Il (NB3) do LACEN em Fortaleza, Ceara. Abaixo, fotos do
laboratério NB3 onde foram realizadas as atividades relacionadas a manipulacao do
virus SARS-CoV-2.



26

Figura 4 - Infraestrutura do laboratério NB3, LACEN-CE. a) Corredor de acesso ao
NB3; b) Medidor de pressao; c) Pass Through; d) Porta de acesso; €) Portas de entrada
e saida; e f) interior do NB3

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4 Obtencao do SARS-CoV-2

O virus foi obtido de um esfregaco nasofaringeo coletado de um paciente
do Hemoce que foi submetido ao diagnostico de Covid-19, conforme descrito
(HOLSHUE et al., 2020). O esfregacgo nasofaringeo foi coletado no inicio dos sintomas
e colocado em 2-3 mL de meio de transporte viral usado para diagnostico molecular.
A amostra foi testada para SARS-CoV-2 por RT-PCR no Hemoce, aliquotada e
congelada a -20° C até o isolamento do virus. As atividades de pesquisa foram
submetidas ao Comité de Etica em Pesquisa.

4.5 Isolamento Viral

O isolamento viral ocorreu 11 dias apds a coleta da amostra. Todo o
processo de isolamento foi realizado dentro do Laboratério Central do Estado do Ceara
— LACEN, nivel de biosseguranca lll. Durante o periodo de infec¢ao e replicacao viral
foram realizadas duas coletas (200 pL) do sobrenadante, uma no dia 5 e outra no dia
7 apos a infeccao, para verificar a multiplicacao do virus por RT-PCR por tempo real.
Foi possivel verificar uma reducao do ct da amostra coletada no dia 7 em comparacao
com a amostra do dia 5. Dessa forma podemos verificar que o virus se replicou nas
células Vero E6 devido ao aumento dos genes no sobrenadante do cultivo celular
detectados por RT-PCR em tempo real.

4.6 Titulacao Viral - PFU - “Plaque formation units” e ldentificacao da
variante

A concentracao de virus viaveis foi verificada pela técnica de PFU - “Plaque
formation units” utilizando o protocolo descrito previamente por (MENDOZA et al.,
2020). O sobrenadante do cultivo celular foi coletado 7 dias apés a infecgdo com a
amostra clinica, aliquotado em criotubos e armazenado a -80° C. Uma semana depois
do congelamento, uma amostra foi descongelada em banho- maria a 37° C e titulada
pela técnica e PFU. Células Vero E6 foram cultivadas em placas de 12 pogos e
incubadas a 37°C em meio de cultura L-15 com 2% de soro fetal bovino e 1% de
antibioéticos penicilina/estreptomicina (GIBCO). Apds atingirem uma confluéncia de 90-
100%, as células foram lavadas com PBS pH 7,3 e uma aliquota do virus foi
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descongelada e diluida de forma seriada (10", 102, 103, 104, 10-%) em meio L-15 sem
soro fetal bovino. 250 pL de cada diluicdo foi adicionada em duplicata nos pogos e a
placa foi incubada por 1 horas a 37°C homogeneizando a cada 15 minutos. Em
seguida, as solugdes dos pogos foram removidas e adicionado 1 ml do overlay
contendo 1,0% de carboximetilcelulose em L-15 contendo 2% de FBS e 1% de
antibiéticos penicilina/estreptomicina (GIBCO). Apds 72 horas de incubacédo a 37 °C, 1
ml de formaldeido a 3,65% em PBS foi adicionado nos pocos e decorrido o tempo de
1 hora, a mistura foi removida e as células coradas com 0,5% cristal violeta por5a 15
minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com agua corrente, digitalizadas e
analisadas utilizando o programa ImageJ®.

A titulagao do virus foi realizada contando-se as placas formadas em uma
das dilui¢des utilizando-se a formula: PFU = média de placas /D x V (D= diluicdo e V=
volume de virus adicionado a placa). O virus apresentou uma titulacdo de 4,04 x 10°
PFU/mL do SARS-CoV-2.

Figura 5 - PRNT da titulagdo do SARS-CoV-2 nas diluigdes 102, 10-3, 104 e 109,
respectivamente, da esquerda para a direita

-

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.7 Determinacao da Variante Viral

Para se determinar a variante, um segundo criotubo foi encaminhado para
0 sequenciamento realizado pelo Grupo de Vigilancia Genémica da Fiocruz-CE, no
qual foi identificado como sendo da variante VOC Delta AY.99.2, utilizando o kit
CovidSeq™.

4.8 Teste de Neutralizacao Viral PRNT

Para determinar a capacidade inibitéria das moléculas na replicacao do
SARS-Cov-2 in vitro foi realizado a técnica de PRNT — “Plaque reduction neutralization
test” como descrito por Bewley et al, (2021) com pequenas modificagdes.

Células Vero E6 ATCC foram plaqueadas (500uL/pog¢o) na concentracao
de 3 x 105mL em placas de 24 pogos usando meio Leibovitz (L-15) contendo 2% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) um dia antes do
ensaio. As amostras foram diluidas na maior concentracdo correspondente a
concentracao letal de 30% (LC30%) em meio L-15 sem SFB e antibiético. Em seguida,
as moléculas foram misturadas com 60 PFU do virus SARS-CoV-2, variante delta, e
incubadas por 1 hora a 37°C. Decorrido o tempo, 200 puL da mistura molécula/virus foi
adicionada em duplicata a placa de 24 pocos e incubada por 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, 0os pog¢os que
receberam as amostras foram lavados com PBS pH 7,3 e imediatamente apds foi
adicionado 60 PFU do virus SARS-Cov-2 e incubado por 1 hora a 37°C, sob agitacao
a cada 15 minutos. Dois pocos receberam apenas o virus como controle positivo.

Decorrido o tempo de incubacgao, as amostras foram removidas da placa e
imediatamente acrescentado 500 pL do overlay (L-15 com 2% SFB, 1% de antibidtico
e 1,5% de carboximetilcelulose). Apds 72 horas de incubacéo a 37° C, as células foram
fixadas com formaldeido 3,7% por 1 hora. Em seguida, o overlay foi removido e as
células coradas com cristal de violeta 0,5%. Os pocos foram digitalizados e as placas
contadas com o auxilio do programa ImageJ®.

A porcentagem de neutralizacao foi calculada utilizando a formula: PRNT%=
(média da amostra X 100 / média do controle) — 100. Os testes foram realizados em

duplicata em dois experimentos independentes. O ICso da concentracao inibitoria foi
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calculado apenas para as amostras que apresentaram inibicao viral superior a 50%.
Para isso, as amostras foram diluidas 5 vezes de forma seriada em meio L-15 sem
SFB e antibidtico iniciando na concentracdo LC30%. A metodologia foi a mesma
descrita anteriormente, com excegcdo que foram realizados trés experimentos
independentes. O ICso foi determinado utilizando a equagao dose-resposta — inibidor:
log (inibidor versus normalizagéo da resposta - variavel slope do programa GraphPad
Prism® 6.01.

Figura 6 - PRNT para determinacéo do ICso

4.9 Ancoragem Molecular

Realizou-se simulagbes de ancoragem molecular com compostos
selecionados e trés alvos do virus. As estruturas de proteina 3D de alvos de proteina
foram recuperadas do Protein DataBank (BERNMAN et al., 2000).

As proteinas sao codificadas como 6VYB para a estrutura de ectodominio
SARS-CoV-2 spike (estado aberto) (Walls.,, 2020), 6LU7 para a estrutura
cristalina da protease principal de COVID-19 em complexo com um inibidor N3 (MPRO)
(JIN et al., 2020), 6M71 a RdRp.
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A ancoragem molecular na presenca de a-tocoferol (CID 2116), caempferol
(CID 5280863) e a-bisabolol foram realizados pelo programa DOCTHOR disponivel
no servidor do Laboratério Nacional de Ciéncia da Computacdo (GUEDES et al.,
2021). O software Openbabel (O'BOYLE et al., 2011) foi usado para converter o0s
arquivos smile de cada ligante em arquivos no formato PDB para ser usado como
entrada para o DockThor.

Os estados de protonacao padrdao de cada proteina, com base no pH
neutro, foram usados, e as cargas foram atribuidas com base no padrao de acordo
com os parametros de aquisicdo da grade do DockThor. A configuracao padrao foi
usada com um milh&o de avaliagbes e 24 execugoes para cada ligante geraram as
poses de encaixe. A previsdo de afinidade e a classificagdo de complexos proteina-
ligante sao realizadas com o DockTScore, que é uma funcédo de pontuacao empirica
linear que leva em consideracao termos importantes para a ligacao proteina-ligante,
como interagdes intermoleculares, entropia do ligante e dessolvatacdo (GUEDES et
al., 2021).

O célculo da afinidade de ligagao em diferentes estruturas de ancoragem
foi classificado e a ligacao proteina-ligante no sitio de ligacao foi considerada expressa
como sua afinidade de ligacéo. A forca de atracao da proteina e do ligante determinou
a afinidade de ligagdo correspondente. Esses valores de afinidade de ligacdo de
diferentes estruturas de ancoragem para cada ligante e cada alvo.

Além disso, o software PyMol (Schrddinger, 2015) e o software LigPlot+
(WALLACE et al., 1995) foram usados para a visualizagdao da representacao grafica,
bem como ligacdes hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio e seus comprimentos de
ligac&o e interagOes da cadeia de aminoacidos em cada pose de encaixe.

4.10 Analises Estatisticas
Os resultados foram analisados por comparacao de dois experimentos

independentes pelo teste “t”, One-way ANOVA (P<0,05) utilizando o programa
GraphPad Prim® 6.01.
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade das moléculas

A citotoxicidade das moléculas selecionadas foi determinada nas diferentes
concentragbes avaliadas. A partir dos resultados obtidos, foram selecionadas as
concentragcbes com valores < 30% em porcentagem de inibigao/citotoxicidade,
calculados para cada ponto de diluicdo, em trés experimentos independentes
realizados em triplicata. As concentracbes selecionadas estdo apresentadas na
Tabela 2.

Figura 7 - Teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-di-fenil brometo de tetrazolium)
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Fonte: Elaborado pela autora.



Tabela 2 - Moléculas candidatas de SARS-CoV-2 usadas em bioensaios in
vitro

Moléculas PUB Chem Cid Estrutura Concentracao
(ng/mL)

Alfatocoferol 2116 100
Caempferol 5280863 6,25
H
A
10586 6,25
Affa-bisabolol

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 - Gréfico de concentragdo das moléculas testadas
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Fonte: Elaborado pela autora.

A atividade citotéxica do alfa-tocoferol (A), caempferol (B), e alfa-bisabolol
(C), em células Vero E6, foram diluidas em concentracdes variadas usando o MTT
assays, apos 72h de tratamento. Os valores expressados em como mean + SEM nos
ultimos trés experimentos independentes, cada experimento foi realizado em triplicata.

GraphPad Prism 8 foi usado para calcular os resultados.
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Figura 9 - Gréficos logaritmico da atividade citotoxica dos compostos: Alfa-tocoferol
(A), Caempferol (B) e Alfa-bisabolol (C)
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Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras foram avaliadas quanto a capacidade de neutralizar o SARS-
CoV-2, variante Delta, agindo diretamente quando incubadas com as células e
posteriormente infectadas. Nenhuma amostra apresentou atividade antiviral quando

incubada com a célula (Figura 10).



Figura 10 - Teste PRNT com incubagéao prévia das moléculas com células
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 - PRNT para verificar se as moléculas tiveram atividade antiviral
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* Teste PRNT de moléculas candidatas incubadas, por 72h, com células VERO (72h). Células Vero E6
ATCC foram plaqueadas (500 pL/pogo) a uma concentragdo de 3 x 10° mL em placas de 24 pogos
usando meio Leibovitz (L-15) contendo 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina
antibiotico um dia antes dos ensaios. Apds esse tempo, 200 uL da mistura molécula/célula foram
adicionados a placa de 24 pocos e incubados por 1 hora a 37°C. Usamos DMSO como controle
negativo. Porcentagem de plaques formados ap6s uma hora de incubagado das moléculas com as
células.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12 - Gréfico amostra + células
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Fonte: Elaborado pela autora.

Porém, quando as amostras foram incubadas diretamente com o virus,
o a-tocoferol apresentou atividade antiviral de 98,2% (Figura 13). As moléculas

caempferol e alfa-bisabolol apresentaram 20,8% e 8,8%, respectivamente.

Figura 13 - Grafico PRNT com incubacgao das moléculas candidatas com o SARS-

CoV-2
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* Células Vero E6 ATCC foram plaqueadas (500 pL/pog¢o) a uma concentracdo de 3 x 105> mL em placas
de 24 pocgos usando meio Leibovitz (L-15) contendo 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/
antibiético estreptomicina um dia antes dos ensaios. Apds esse tempo, 200 pL da mistura
molécula/virus foram adicionados a placa de 24 pogos e incubados por 1 hora a 37°C. Usamos DMSO
como controle negativo. Porcentagem de plaques formados apdés uma hora de incubagdo das
moléculas com virus. (*) Diferencga significativa pelo teste “t”.

Fonte: Elaborado pela autora.
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SARS-CoV-2 e PRNT

O alfa-tocoferol inibiu significativamente o virus Covid-19 quando em contato
direto com o virus. Dessa forma, foi diluido seriadamente e analisado por PRNT para

determinar a concentracgao inibitéria do virus, mostrando IC de 31,47 pug/mL (Figura
14).

Figura 14 - Gréfico da concentragéo inibitoria IC50
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* Log IC50 (concentracgao inibitéria) da amostra de alfa-tocoferol apdés uma hora de incubacao com o
virus da variante Delta SARS-CoV-2.
Fonte: Elaborado pela autora.

Ancoragem molecular

A ancoragem molecular é uma das abordagens mais comuns usadas para

triagem virtual e que vai testar todos os ligantes de interesse. De maneira simplificada,
o algoritmo simula o posicionamento dos ligantes dentro de seu respectivo sitio de
ligacdo, buscando testar essa interagdo e calculando as energias de interacdo do
complexo ligante e receptor. Com o objetivo de obter  0s compostos com maior
atividade biolégica em potencial, a técnica € bem conhecida no desenvolvimento de
inimeros medicamentos, porém é preferencialmente utilizada quando a estrutura do
alvo é conhecida por cristalografia de raios-X ou predita por modelagem de homologia.
Neste estudo usamos trés principais alvos de proteinas em interacdo com

os trés compostos organicos. A Tabela 3 mostra a energia total de ligacao dos ligantes
e alvos moleculares e mostra o alfa-tocoferol como o antiviral de maior energia de

interacdo. Considerando as caracteristicas de cada alvo, observamos que a energia
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total varia de -6,836 Kcal/mol a -8,772 Kcal/mol, principalmente devido as diferentes
interacdes entre o ligante e os alvos potenciais.

Para MPRO, que é a principal protease para processamento de
poliproteinas, o sitio de ligacao estd em uma cavidade formada pelas cadeias laterais
dos residuos GIn189, Met49, Pro168, Glu166 e His41 e o sitio ativo é formado pelos
residuos Cys145 e His41 (Jin et al.,, 2020, Bharadwaj et al. , 2021). A ancoragem
molecular revelou que o melhor valor de energia de ligagdo com a SARS-CoV-2 MPRO
foi o a-tocoferol (Energia Total = —7,48 Kcal/mol), seguido por Kaempferol (-6,916
Kcal/mol) e a bisabolol (-6,836 Kcal/mol). O a-tocoferol ocupa o sitio de ligagdo do
substrato interagindo com os residuos GIn189, Glu 166, His41 e Cys 145 mostrando
ligagdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas (Figura 12). Além disso, os residuos
GIn192, His164 e Met165 também interagem com o alfa-tocoferol por meio de
interacdes hidrofébicas. A mesma classificacdo foi observada para a ancoragem
molecular dos trés compostos com SARS-CoV-2 RdRp mostrando uma energia total
de -7,948 Kcal/mol, -7,170 Kcal/mol e -6,909 Kcal/mol, respectivamente. A energia de
ligacédo e as interagdes do a-tocoferol sdo mostradas na Figura 16. A estrutura do
componente chave, a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) mostra o sitio ativo
formado pelos motivos de polimerase conservados A a G no dominio da palma (GAO
et al,, 2020). A simulacdo de ancoragem de alfa-tocoferol mostra principalmente
interagGes hidrofébicas no complexo formado com as cadeias laterais dos residuos
Tyr561, Asp560, Glu109, Tyr400, Val 108, Lys563, Asp565, Cys564 e uma ligacéo de
hidrogénio com Asp702.

O alvo antivirus mais estudado é a glicoproteina spike, proteina
responsavel pela entrada dos coronavirus, por isso € um alvo antiviral atraente. A
proteina Spike € um complexo homotrimérico que se projeta da superficie viral,
formando duas subunidades funcionais, incluindo as subunidades S1 e S2, uma € o
dominio N-terminal (NTD) e a segunda é o dominio de ligacdo ao receptor (RBD)
(WANG et al., 2020). A simulacao da ancoragem molecular mostrou que o a-tocoferol,
seguido pelo caempferol e a-bisabolol se ligam na cavidade da proteina com energia
de afinidade favoraveis de forma significativa, principalmente devido a interacdes
hidrofobicas (Figura 14). A cavidade é uma bolsa cercada pelos residuos Pro565,
Leu95, Val209, Asn210, Leu91, Lys94, Glu208 e Glu564. Nossos resultados mostram
interacdes hidrofébicas no complexo de alfa-tocoferol com os residuos Lys209,
Thre615, Gly616, Arg612 e Thr220 das cadeias A e C, mostrando o acoplamento mais
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forte com a interface entre subunidades da proteina spike SARS-CoV-2.

Em complexos de simulagdo de ancoragem molecular, varias interagdes
desempenham um papel importante na estabilidade do ligante no bolso de ligacéo,
como interagdes eletrostaticas, interagdes de van der Waals, pontes salinas, ligagdes
de hidrogénio e complexo de interagdes metélicas. De acordo com nossos dados de
simulacdao molecular foi possivel prever que, dentre os compostos organicos triados,
o a-tocoferol apresentou uma energia total concordante com um potencial inibidor de

virus com triplo modo de acdo MPRO, RdRp e Spike.

Tabela 3 - Simulagdo de ancoragem nos ligantes dos alvos RdRp, Spike e pPro,

Moleculas Score T. Energia I.Energia vdW Energia E.Energia
RdRp
Alfa-
tocoferol -7.948 26.985 -33.876 -22.12 -11.756
Caempferol -7.17 11.431 -35.783 -15.912 -19.871
Alfa-bisabolol -6.909 11.997 -23.33 -13.44 -9.89
Spike
Alfa-
tocoferol -8.772 24.038 -37.195 -25.560 -11.635
Caempferol  -7.176 13.472 -33.258 -13.904 -19.354
Alfa-bisabolol -7.358 10.456 -24.759 -18.024 -6.735
MPRO
Alfa-
tocoferol -7.480 34.184 -26.487 -23.934 -2.553
Caempferol  -6.836 15.390 -29.573 -5.575 -23.848
Alfa-bisabolol -6.916 13.239 -28.668 -5.734 -12.777

*T. Energia (energia total), I. Energia (energia de interacado), E. vdW ( energia de van der Waals) e E.
Energia (energia eletrostatica). A energia € dada em unidades kcal/mol.
Fonte: Elaborado pela autora.



(] (5T A P T

42

Figura 15 - Ancoragem molecular do alfa-tocoferol contra a Proteina RdRp
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A) tridimensional da pose mais favbrével para a tocoferol (em azul) interagindo com a
estrutura RdRp. Representacao da enzima (verde) e do ligante na cavidade (cinza
escuro).
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A) Mapas de interacdo 2D mostrando pose encaixada de menor energia de alfa-
tocoferol em RdRp. Residuos de aminoacidos em proximidade no mapa de interacao
com interacdes hidrofébicas com cadeias laterais de aminoacidos em vermelho e

ligacdes de hidrogénio em verde, distancias em Angstroms.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16 - Ancoragem molecular do alfa-tocoferol contra a Proteina Spike

A) Modelo de encaixe 3D da pose mais favoravel para alfa- tocoferol (em azul)
interagindo com a estrutura Spike Ribbon da enzima (verde) e a ligagédo do ligante
encaixada na cavidade (cinza escuro)
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A) Mapas de interacdo 2D mostrando pose encaixada de menor energia de alfa-
tocoferol em Spike. Residuos de aminoacidos em proximidade no mapa de interacao
com interacdes hidrofébicas com cadeias laterais de aminoacidos em vermelho e

ligacdes de hidrogénio em verde, distancias em Angstroms.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17 - Ancoragem molecular do alfa-tocoferol contra a proteina MPRO,

A) Modelo de encaixe 3D da pose mais favoravel para a-tocoferol (em azul) interaindo com
a estrutura da fita MPRC da enzima (verde) e a ligagcao do ligante encaixada na cavidade
(cinza escuro).
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A) Mapas de interacdo 2D mostrando pose encaixada de menor energia de a-
tocoferol em MPRO, Residuos de aminoacidos préximos no mapa de interagéo.
Interac6es hidrofébicas com cadeias laterais de aminoacidos em vermelho, pontes

salinas em azul e pontes de hidrogénio em verde, distancias em Angstroms.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

SARS-CoV-2 continua circulando entre os individuos através do surgimento
de novas variantes com habilidade de evasédo no sistema imune, com facilidade de
adaptacao e transmissao mais eficiente. Vacinacao regular de reforco da imunidade
sera necessaria devido ao surgimento de novas variantes.

Embora estejam disponiveis para tratamento, a pesquisa de drogas
antivirais continua a ser um desafio. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) aprovou quatro farmacos contra a Covid-19, listados logo abaixo:

Remdesivir teve aprovagcédo concedida em 12/03/2021, antiviral produzido
no formato de p6 para diluicdo, produzido pelo laboratério Gilead. Este medicamento
s6 pode ser administrado em paciente com idade igual ou maior que 12 anos, com
peso corporal de no minimo 40 Kg e estejam com pneumonia, necessitando do uso de
oxigénio. Podendo ser usado somente dentro dos hospitais, ndo s&o vendidos em
drogarias. Sotrovimabe com aprovacao em 08/09/2021, é um anticorpo monoclonal
que imita o sistema imunoldgico para combater o virus. Indicado para uso em casos
leves a moderados em pacientes com idade a partir de 12 anos, pesando no minimo
40Kg, uso restrito somente em hospital em dose Unica de 500 mg via infusao
intravenosa. Baricitinibe aprovado em 17/09/2021, inibidor seletivo e irreversivel das
enzimas janus kinases (JAKs), em especial JAK 1 e 2, responsaveis pela comunicacao
nas células hematopoésticas (sdo as células estaminais com potencial para dar
origem a todos os tipos de células sanguineas. Este tipo de células esta presente na
medula éssea, no sangue periférico e no sangue do corddo umbilical). Indicado
apenas para uso em pacientes adultos hospitalizados que necessitem de oxigénio por
mascara ou cateter nasal. Paxlovid (nirmatrelvir + ritonavir) aprovado em
30/03/2022, medicamento de uso oral, indicado apenas para adultos, podendo iniciar
o tratamento apos cinco dias de inicio dos sintomas. Monulpiravir aprovado em
04/05/2022, medicamento de uso oral, indicado apenas para adultos, com restricao
para gravidas, mulheres que estejam amamentando ou, que possam engravidar.

Neste contexto, observa-se que ha muitas restricbes nos medicamentos
aprovados até a atualidade, e que a necessidade da busca por medicamentos que
possam tratar e prevenir a infeccdo causada pelo virus do SARS-CoV-2,
principalmente, que estejam ao alcance da populagdo continua. Por essas
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razdes, a identificacdo de novos candidatos a medicamentos promissores,
especialmente de origem natural, € importante.

A busca por tratamentos eficazes contra o SARS-CoV-2, o virus
responsavel pela pandemia de COVID-19, tem sido uma prioridade para a
comunidade cientifica em todo o mundo. Dentre as abordagens exploradas, o uso de
compostos naturais tem despertado grande interesse devido a sua ampla
disponibilidade e potencial terapéutico. Neste trabalho, vamos discutir os resultados
de uma analise in silico que avaliou a atividade antiviral de trés compostos naturais:
pertencendo a classe da vitamina E, o alfa-tocoferol e os flavonoides: caempferol e
alfa-bisabolol.

Os flavonoides representam potenciais candidatos a interferir no ciclo de
vida do coronavirus devido a capacidade de seus grupos funcionais de interagir com
diferentes alvos celulares e interceptar multiplas vias. Multiplos flavonoides foram
investigados contra o virus da hepatite C (HCV) nas ultimas décadas, devido ao seu
papel critico em uma ampla gama de doencgas hepaticas. Apigenina, silibina,
quercetina, ladaneina, sorbifol e pedalitina também sao candidatos eficazes contra o
mesmo virus (BACHMETOQV et al., 2012) (FERENCI et al., 2008) (SHIMIZU et al.,
2017). Efeitos inibitérios dependentes da concentracdo promissores semelhantes
foram relatados para galato de epigalocatequina (EGCG) contra o virus da hepatite B
(HBV) e antigeno (HBeAg) (BACHMETOV et al., 2012). Baicalina, genisteina e sulfato
de rutina de sédio (SRS) tém propriedades inibitérias contra a entrada viral mediada
pela fusdo do envelope do virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1).

Outro patdgeno viral comum que causa doengas respiratorias é o rinovirus
(RV). Usando metodologias baseadas em células BEAS-2B, a quercetina diminui os
niveis de varias cepas. Além disso, ao pré-tratar as células com quercetina antes da
infecgdo por RV, a endocitose viral parou significativamente, presumivelmente pela
interac&o e inibicdo da enzima celular PI-3-quinase; o flavonol inibe de forma potente
o estagio de replicacao viral (GANESAN et al., 2012). Além disso, Desideri et al.
relataram que os novos derivados flavondides 6-cloro-3-metoxi-flavona4'-acido
carboxilico, 6-cloro-4'-oxazolinil e 6-cloro-3- metoxi-4'-oxazolinil flavona inibiram a
atividade do rinovirus humano (HRV-1B) sem ter efeitos citotoxicos significativos nas
células (DESIDERI et al., 1995). Esses exemplos mostram as ag¢des biolégicas da
aplicacoes de flavonoides como promissor contra 0 novo coronavirus, justificando

assim, a escolha de trabalhar com essas moléculas nessa dissertacao.
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Estudos identificaram produtos naturais como inibidores virais. A atividade
inibitéria de trinta e um sesquiterpenos identificados a partir de 6leos essenciais
brasileiros (Copaifera langsdorffii Desf., Croton cajucara Benth. e Siparuna guianensis
Aublet.) foi testada em estudos in vivo (COSTA et al., 2022). Assim como os estudos
recentes mostraram o potencial antiviral contra varios patégenos, in silico utilizando
171 componentes do Oleo essencial onde, entre eles, o hidrocarboneto
sesquiterpénico (E)-B-farneseno foi o melhor preditor de ancoragem contra MPRO,
sugerindo a atividade sinérgica onde os 6leos essenciais que podem potencializar
outros agentes antivirais (ESHARKAWY; 2022).

A andlise in silico é uma ferramenta poderosa que permite a avaliacao de
moléculas em um ambiente virtual, simulando interagées com alvos especificos. No
caso do SARS-CoV-2, as proteinas Spike, MPRC e RdRp sio alvos importantes para
o desenvolvimento de terapias antivirais (ABD EL HADI et al., 2021).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que o alfa-tocoferol
apresentou agéo contra as proteinas Spike, MPRO ¢ RdRp. Isso significa que esse
composto natural pode ter potencial para inibir a entrada do virus nas células, bem
como a replicacao viral. Vale ressaltar que o alfa-tocoferol € uma forma de vitamina E
encontrada em diversos alimentos, como 6éleos vegetais, nozes e sementes
(SZYMANSKA; NOWICKA; KRUK, 2017).

Outro composto natural avaliado, o caempferol, demonstrou atividade no
alvo RdRp. Essa proteina é essencial para a replicacao do virus, sendo um alvo
promissor para o desenvolvimento de terapias antivirais. O caempferol é encontrado
em alimentos como cebola, brocolis e macas, o que torna sua utilizacdo
potencialmente viavel (SINGLA et al., 2021).

Por fim, o alfa-bisabolol também apresentou acdo nas proteinas Spike e
MPRO_ A proteina Spike é responsavel pela ligagdo do virus as células humanas,
enquanto a MPRO é uma enzima essencial para a replicagao viral. O alfa-bisabolol € um
composto encontrado em plantas como a camomila e o éleo de copaiba (DE et al.,
2017).

Como a estrutura cristalina do MPRO foi investigada para co-cristalizar com
pequenas moléculas, € bem conhecido como o local de interagao entre a proteina e
os candidatos a inibidor. O resultado da ancoragem reflete a energia de ligacao dos

compostos que foram corroborados por ensaios in vitro.
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A andlise in vitro desempenha um papel fundamental na pesquisa de novos
tratamentos antivirais. Ela permite que os cientistas testem a eficacia dos compostos
em um ambiente controlado, antes de prosseguir para estudos clinicos em humanos.
Além disso, 0s ensaios de citotoxicidade sao realizados para garantir que o0s
compostos ndo sejam prejudiciais as células humanas.

Um dos compostos naturais estudados foi o alfa-tocoferol, uma forma de
vitamina E, onde foi observado que o alfa-tocoferol foi seguro em uma concentracao
de 100 mg/mL, o caempferol e o alfa-bisabolol em concentracbes de 6,25 mg/mL.
Esses resultados sugerem que os compostos ndo causaram danos as células nas
concentracoes indicadas.

Nos ensaios de neutralizacao viral, conhecido como PRNT, foi utilizado
para avaliar a eficacia de alguns compostos naturais contra o SARS-CoV-2. Entre os
compostos testados, o alfa-tocoferol mostrou-se 0 mais promissor, seguidos do
caempferol e alfa-bisabolol.

A mesma concentracao de Dimetilsulféxido (DMSOQO) utilizada para diluir a
moléculas foi usada para controle (11,84 mg/mL), objetivando averiguar se nao
ocorreria interferéncia na ligacdo do virus com célula, ndo tendo mostrado
interferéncia.

A vitamina E é um antioxidante, estudos epidemiolégicos demonstraram
que a deficiéncia desse nutriente altera a resposta imune e a patogenicidade viral.
Produtos naturais e/ou vitaminas e derivados, sintéticos ou semissintéticos
representam 42% dos principios ativos em uso na atualidade (NEWMAN; CRAGG,
2020).

O alfa-tocoferol, vitamina E, conhecido por suas atividades antioxidantes,
demonstrou efeitos de resposta imune (JOVIC et al., 2020). Aqui foi identificado o a-
tocoferol como inibidor antiviral, com acéao in silico contra SPIKE, o que significa que
a proteina S do virus € um fator chave envolvido, medeia o reconhecimento do
receptor, ligacao celular e fusao durante a infeccao viral (HUANG et al., 2020). O alfa-
tocoferol pode estar inibindo o reconhecimento e o processo de fusdo de membrana
celular. Entretanto, faltam relatos na literatura que suportem essa hipo6tese, até o

momento.
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Outro alvo potencial é a polimerase dependente de RNA (RdRp). Ela é uma
enzima essencial em virus de RNA, que esta envolvida na sintese de RNA através da
formacéo de ligagbes fosfodiéster MOUFFOUK et al., 2021). Conforme demonstrado
no estudo de (PACL et al., 2021), os derivados soluveis em agua do alfa-tocoferol D-

alfa-tocoferol polietileno glicol succinato (TPGS) tém atividade potente, em sinergia
com o remdesivir, como inibidor do SARS-CoV-2 RNA polimerase (RdRp), contra o
Beta coronavirus. Nesse trabalho, os testes foram realizados usando a variante Delta.
O terceiro alvo proteico selecionado foi a MPRO (principal protease)
essencial para os processos de traducdo e transcricdo. Também ndo foram
encontrados trabalhos envolvendo a-tocoferol e sua inibicdo para comparar esses
resultados. De acordo com a simulacao molecular e os resultados in vitro, o a-tocoferol
mostrou uma atividade inibitéria da COVID-19 de 98,2% indicando que o a-tocoferol
podera ser um possivel inibidor do SARS-CoV-2 com triplo modo de acado, SPIKE,
MPRO e RdRp.

Segundo Uemura et al., 2002, o a-tocopherol reduz a apoptose induzida
pelo estresse oxidativo, além de demonstrar acdo contra a peroxidacao lipidica
induzida por H202, aumentando os sistemas enzimaticos antioxidantes, como
glutationa e catalase (UEMURA et al., 2002), além de funcionar como um regulador
de genes envolvidos no sistema imunol6gico, conforme evidenciado pelo aumento da
resisténcia ao metabolismo lipidico e homeostase, aumento da inflamagéao (WALLERT
etal., 2014) e infeccdo pneumococica (BOU GHANEM et al., 2017). De fato, a migracao
transepitelial induzida por infecgcdo de neutréfilos no pulméo é reduzida por alfa-
tocopherol (BOU GHANEM et al., 2015).

O composto Caempferol flavonol natural tem recebido ampla atencao por
causa de seus efeitos anticancerigenos, anti-inflamatérios, antioxidantes,
antibacterianos e antivirais, bem como no tratamento de diabetes e osteoporose, eficaz
contra o virus pseudoraiva (PRV) (LI et al, 2021). Devido as suas atividades
farmacoldgicas incluindo efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes. (AA et al., 2020)
exemplificou a agao desse flavonoide ao afirmar que, o alto nivel de caempferol no
intestino apds a administracdo oral remodela a comunidade microbiana intestinal e
modula o metabolismo mediado pela microbiota do triptofano, acidos graxos e
acidos biliares secundarios e produg¢do de energia, o que pode contribuir para a
eficacia do caempferol na artrite reumatoide. Em seus estudos (PAN et al., 2018)

demonstraram que o Caempferol aliviou os sintomas em modelos animais de artrite
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apds administracao oral.

Em pesquisa in silico (JIANG et al., 2022) explorou os alvos e o0s
mecanismos moleculares do caempferol contra a co-ocorréncia COVID-19 fibrose
pulmonar (PF) usando a bioinformatica e farmacologia de rede. Pessoas que sofreram
da doenca do coronavirus (COVID-19) sao propensas a desenvolver fibrose
pulmonar (PF), mas atualmente ndo ha tratamento definitivo para a co-ocorréncia
COVID-19. Caempferol com efeitos antivirais e antifibréticos se mostrou como
promissor e pode se tornar um tratamento potencial para COVID-19 e comorbidades
para individuos com fibrose pulmonar.

O alho preto é rico em Caempferol, este é produzido pelo aquecimento do
alho cru a altas temperatura. O extrato de alho preto inibiu 100% SARS-CoV-2 MPRO
a 0,5 mg/mL, com Clso de 137 £10 ug/mL (NGUYEN et al., 2021). O SARS- CoV-2 MPRO
€ um dos alvos mais bem caracterizados para a descoberta de drogas antivirais. Ele
desempenha um papel essencial na replicagcao do virus, juntando-se as poliproteinas
virais em mais de 11 locais na grande poliproteina 1ab. O acoplamento molecular do
conjunto de compostos bioativos dos produtos das abelhas (mel e propdlis) mostrou
agao promissora nos sitios ativos, com agdo do Caempferol nas enzimas MPRO e RdRp
(SHALDAM et al., 2021).

Caempferol contra a proteina S, os dados mostraram que o composto
interagiu com o dominio S2 da proteina S com alta afinidade de ligacao (MOUFFOUK
et al., 2021). Nesse trabalho, os resultados mostram que o Caempferol tem melhor
acao, na simulagdo de ancoragem de ligantes, no alvo RdRp, corroborando com o
resultado encontrado por (SHALDAM et al., 2021). Os resultados aqui apresentados,
nos testes in vitro, mostram uma inibicao de 21,80%.

Bisabolol € um sesquiterpeno que faz parte do 6leo essencial de uma
variedade de plantas, mas sua fonte comum € a camomila alema, que possui um vasto
componente bioativo, incluindo efeitos anti-inflamatérios, antinociceptivos e
antitumorais que foram atribuidas ao bisabolol. Foi investigada a atividade ansiolitica
do bisabolol por meio da transmissdo GABAérgica, tendo, os resultados
evidenciados que o bisabolol pode mediar mecanismos ansioliticos e sedativos
envolvendo GABA A (TABARI; TEHRANI, 2017). Waldheimia glabra (Decne) é uma
planta tradicionalmente chinesa, usada como incenso e medicamento antigripal pelos

tibetanos, demonstrou agéo contra o virus da influenza HsN2 (DE et al., 2017).
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No estudo de (LUCAS-GOMEZ et al., 2020) alfa-Bisabolol, testado com
RdRp, apenas 2 acabaram por ter uma interagcdo préxima das posicdes ativas
relatadas na literatura para SARS-CoV-2. Acontece que o alfa-Bisabolol é um exemplo
de baixa afinidade de ligacdo com o SARS-CoV-2 e, portanto, sua capacidade de
inibicdo pode ser baixa. Comparando com os resultados obtidos nesse trabalho, em
simulacdes de ancoragem, ele teve acao inibitéria relevante com a proteina spike e
MPROenquanto nas proteinas ligantes RdRp foi fraca. A atividade in vitro mostrou, na
concentragao testada, potencial inibitério de 8,8% contra a variante Delta do SARS-
CoV-2.

Nao foi encontrado na literatura muitos estudos sobre a acao antiviral do alfa-
Bisabolol.

Analisando-se os resultados obtidos no presente estudo fica evidenciado o
potencial dos compostos naturais como alternativas promissoras no combate ao
SARS-CoV-2. A utilizacdo de moléculas encontradas na natureza pode representar
uma abordagem mais segura e acessivel para o desenvolvimento de terapias

antivirais.
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7 CONCLUSAO

As amostras avaliadas demonstraram, em diferentes niveis de atividade,
potencial de neutralizagdo do virus SARS-CoV-2, variante Delta. Os testes com os
flavonoides caempferol e alfa-bisabolol n&o apresentaram atividade antiviral
significativa. Entretanto, o a-tocoferol apresentou atividade antiviral de 98,2%; tendo
demonstrado, nos ensaios de ancoragem molecular, interacédo tripla com os alvos
SPIKE, MPRO e RdRp.

E importante ressaltar que esses resultados sdo preliminares e ainda
precisam ser confirmados por mais estudos in vitro e in vivo. Entretanto, este estudo
contribuiu para fornecer potenciais estratégias de desenvolvimento de alternativas

para controle do SARS-CoV-2 tendo como base o uso de compostos naturais.
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