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RESUMO

A pandemia de COVID — 19, que se originou na cidade chinesa de Wuhan na China,
rapidamente se espalhou mundialmente tornando-se um problema de saude publica sem
precedentes. As consequéncias se refletem nos nimeros de novos casos e Obitos que crescem
diariamente, colocando em evidéncia a busca por abordagens terapéuticas para conter o avango
do virus, como os produtos naturais. Nesse contexto, flavonoides sdo compostos polifenolicos
provenientes do metabolismo secundarios das plantas, que ganham destaque em um cendrio
atual onde a disponibilidade de alternativas antivirais € reduzida. Suas a¢des bioldgicas perante
uma infinidade de doencas e microrganismos encontram-se bem descritas na literatura. Com
base nesses achados, o trabalho avaliou, por meio de ensaios de docking molecular, as
interacoes entre flavonoides e alvos enzimaticos e estruturais do SARS-COV-2, além da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) que possibilita a entrada virus nas células do hospedeiro.
Frente a proteinase principal (Mpro), a flavanona hesperedina foi o Unico composto a
demonstrar o mesmo padrao de acoplamento que o inibidor natural N3, enquanto os demais
compostos testados apresentaram 6timos escores de afinidade. Adicionalmente, os compostos
naturais foram capazes de interagir com o complexo enzimatico metiltransferase heterodimero
NSP16-NSP10 (Mt) na mesma regido que o inibidor sinefungina. A interagdo com a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2), se deu no mesmo sitio que o inibidor lisinopril com
afinidades variaveis. Esses dados sugerem que os flavonoides sdo capazes de interferir em
processos de replicagdo e infeccao do SARS-COV-2 através da inibicao de modificagdes pos-
traducionais das proteinas estruturais e da interagdo da particula viral com a célula do
hospedeiro, evidenciando o potencial farmacoldgico teodrico e a viabilidade dessas moléculas

para testes in vitro.

Palavras-chave: Flavonoides. COVID-19. Docking.



ABSTRACT

The COVID - 19 pandemic, which originated in the Chinese city of Wuhan in China, it has
quickly spread worldwide and it has become an unprecedented public health problem. The
consequences are reflected on the numbers of new cases and deaths that grows daily,
highlighting the search for therapeutic approaches to curb the spread of the virus, such as natural
products. In this context, flavonoids are polyphenolic compounds from the secondary
metabolism of plants, which are highlighted in a current scenario where the availability of
antiviral alternatives is reduced. Its biological actions in the face of a multitude of diseases and
microorganisms are well described in the literature. Based on these findings, the work evaluated,
through molecular docking assays, the interactions between flavonoids and structural and
enzymatic targets of SARS-COV-2, in addition to the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)
that allows virus entry into cells host. In front of the main proteinase (Mpro), the flavanone
hesperedin was the only compound to demonstrate the same coupling pattern as the natural
inhibitor N3, while the other compounds tested showed excellent affinity scores. In addition,
the natural compounds were able to interact with the NSP16-NSP10 heterodimer
methyltransferase enzyme complex (Mt) in the same region as the inhibitor sinefungin. The
interaction with the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) occurred at the same site as the
inhibitor lisinopril with variable affinities. These data suggest that flavonoids are capable of
interfering in SARS-COV-2 replication and infection processes through the inhibition of post-
translational modifications of structural proteins and the interaction of the viral particle with
the host cell, evidencing the theoretical pharmacological potential and the viability of these

molecules for in vitro tests.

Keywords: Flavonoids. COVID-10. Docking
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o mesmo ar, o mesmo ceu. Talvez se olhassemos o
que temos em comum em vez de sempre procurar

o que temos de diferente... Bem, quem sabe?”

(Meowth)
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1 INTRODUCAO

O problema de saude publica desencadeado pela pandemia da COVID-19 pode ser
evidenciado pelo nimero de mortes e consequéncias socioecondmicas claramente observados
em escala global. Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude, a doenca ja contabilizou
mais de 119.000.000 de casos confirmados e mais de 2.600.000 mortes no inicio do més de
marco de 2021 (WHO, 2021). No Brasil, de acordo com dados fornecidos pelo do Ministério
da Saade correspondentes a esse mesmo periodo, foram mais de 270.000 de mortes e um

numero superior a 11.000.000 de casos confirmados (CORONAVIRUS BRASIL, 2021).

A doenca € causada pelo SARS-CoV-2, um virus de RNA de cadeia simples
positiva, ndo-segmentado e envelopado, capaz de levar a insuficiéncia pulmonar e infeccao do
trato respiratorio fatal (ASTUTI, 2020). Este novo agente infeccioso, que foi responsavel por
causar sucessivos casos de pneumonia na provincia de Wuhan na China em dezembro de 2019,
consiste em um betacoronavirus que estd intimamente relacionado ao virus SARS em termos

genéticos (WU; MCGOOGAN, 2020).

O cenario emergencial instaurado pela pandemia alavancou a busca por novos
medicamentos antivirais, a qual apresentou grandes progressos com a descoberta de compostos
e alvos moleculares, bem como o aprimoramento da sintese organica. Apesar disso, o acervo
de antivirais ainda € sucinto, o que incentiva o desenvolvimento de metodologias atualizadas
que objetivem a investigacdo de novas moléculas com este potencial (JIANG; DU; SHI, 2020).
Nesse contexto, a abordagem de modelos computacionais de ancoragem molecular ou docking
molecular aplicados a busca de novos compostos ganha destaque, pois permite evidenciar o
potencial de interagdo entre moléculas e alvos proteicos de interesse através de simulagdes

computacionais rdpidas e que exigem poucos recursos de seus usuarios (ZAKI et al., 2020).

Os flavonoides sdo produtos do metabolismo secundério de diversas plantas e sdo
dotados de diversas propriedades bioldgicas de interesse, como agdes benéficas sobre doengas
neurodegenerativas, diabetes tipo 2, aterosclerose, doenga cardiovascular e cancer. Destaca-se
também sua atividade antiviral estabelecida para astrovirus, HIV, enterovirus, virus sincial

respiratdrio e virus influenza tipo A (FRIEDMAN, 2007; PETERSON, 2021).

Com base nestes achados e diante da necessidade alarmante de novas abordagens
terapéuticas para conter o avango da pandemia, os flavonoides se configuram como excelentes
candidatos na investigacdo de substincias capazes de conter as manifestacdes da COVID-19.

O docking molecular possibilita a caracterizagdo do perfil de interacdo desses compostos
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naturais com proteinas — chave no processo de infeccdo e replicacdio do SARS-COV-2,
fornecendo dados referentes a natureza quimica das ligagdes e energia de afinidade

apresentadas.

Portanto, o presente estudo se propde a pesquisar as interagdes teoricas entre os
flavonoides e alvos proteicos importantes na infeccdo por SARS-COV-2 através de ensaios in
silico, além de predizer o potencial antiviral desses compostos naturais através de comparagdes

com inibidores conhecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as intera¢des em potencial entre flavonoides e alvos proteicos na infeccdo por SARS-
COV-2

2.2 Objetivos Especificos

o Investigar as distancias, energias livre de ligacdo e potencial ocorréncia das interagdes
moleculares em cada acoplamento através da determinagdo da energia de afinidade dos
flavonoides pelos alvos proteicos;

. Correlacionar possiveis semelhangas estruturais presentes nos flavonoides com o padrao
de interagao nos residuos de aminoacidos nos alvos proteicos;

. Utilizar os dados das simulagdes in silico para predizer a acdo antiviral dos flavonoides

a partir de comparagdes feitas com inibidores conhecidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A pandemia de COVID-19: precedentes e perspectivas.

Os coronavirus formam um grupo diversificado de espécies virais capazes de
infectar uma gama de animais distintos, incluindo humanos. O SARS-COV e MERS-COV sao
virus de origem zoonotica e dotados de alta patogenicidade que surgiram nos anos de 2002 e
2012, respectivamente, com a capacidade de causar doengas respiratorias letais, definindo esses
agentes etiologicos emergentes como um novo e alarmante problema de satde ptblica do século
XXI (CUI, LI; SHI, 2019).

Em meados de dezembro de 2019, varios hospitais de Wuhan, regido localizada na
provincia de Hubei (China), reportaram a existéncia de grupos de pacientes com pneumonia de
causa desconhecida. Similarmente ao observado em individuos com SARS ou MERS, esses
enfermos apresentaram sintomas de pneumonia viral, incluindo febre, tosse e desconforto no
peito e, em casos graves, dispneia e infiltragdo pulmonar bilateral (GRALINSKI;
MENACHERY 2020).

Deng e Peng (2020) destacou que a maioria dos casos reportados estava
epidemiologicamente ligada ao Mercado de Frutos do Mar de Huanan, local de venda de
animais vivos incluindo aves e animais silvestres, e complementarmente, estudos retrospectivos
comprovam que o primeiro caso ocorreu por volta de 8 de dezembro de 2019. No fim desse
mesmo més, a Comissao de Saude Municipal de Wuhan notificou a existéncia de um surto de
pneumonia a Organizacao Mundial de Saude (HUI et al., 2020).

A determinagdo do agente etiologico foi possivel através do sequenciamento de
RNA metagenonico do virus, obtido de amostras de lavado broncoalveolar de pacientes com
quadro de pneumonia grave (ZHU et al., 2020). Simultaneamente, novos casos de infec¢do em
individuos sem contato com o Mercado Atacadista de Huanan ¢ no ambiente hospitalar
indicavam a transmissdo comunitaria desse betacoronavirus, que dentro de um més, foi capaz
de se alastrar massivamente por todas 34 provincias chinesas (WANG et al., 2020).

Em meados de fevereiro o novo coronavirus foi denominado de “SARS-COV-2" e
a doenga de “COVID-19” pelo Comité de Taxonomia Viral e a OMS, respectivamente
(Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).
Esse més foi marcado pela disseminacdo acelerada do virus em escala global, com relatos
diarios de grupos crescentes de infectados em diferentes paises (QIU et al, 2020). Os
mecanismos eficientes de transmissdo do SARS-COV-2 e o nlimero de viagens internacionais

colaboraram para essa situagdo, o que levou a OMS definir o surto global de COVID-19 como
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uma pandemia, no dia 11 de margo de 2020 (WHO, 2020).

Desde entdo, enquanto na China a COVID-19 gradativamente tornou-se controlado,
em regides como as Américas ¢ Europa observou-se um grande salto no nimero de casos
confirmados e 6bitos (FISHER; HEYMANN, 2020). Segundo dados referentes a primeira
quinzena do més de marco de 2021, obtidos do Painel do Coronavirus da OMS

(https://covid19.who.int), sdo registrados mais de 119.900.000 de casos confirmados da doenga

e numero de mortes acima de 2.650.000. Atualmente, o Brasil se configura como o segundo
pais com o maior numero de casos confirmados e mortes, ficando atrds apenas dos Estados

Unidos (WHO, 2020).

3.2 Caracteristicas do SARS-COV-2

3.2.1 Genoma e estrutura

Os coronavirus sao virus de RNA de fita simples, sentido positivo e envelopados.
O SARS-COV-2 pertence a familia Coronaviridae e ao género Betacoronavirus grupo 2, sendo
altamente patogénico assim como outros pertencentes ao mesmo género (RUSSO et al., 2020).

Em termos de semelhancas na sequéncia gendmica, o SARS-COV-2 ¢ 80% idéntico
ao SARS-COV e 50% ao MERS-COV (ZHOU et al., 2020; WU et al., 2020). O genoma deste
patogeno compreende 14 fases de leitura aberta (ORFs), dos quais dois ter¢os codificam 16
proteinas ndo-estruturais (NSPs 1 — 16) que compdem o complexo replicase e um terco codifica
9 proteinas acessorias e 4 proteinas estruturais: spike (S), membrana (M), envelope (E) e
nuclecapsideo (N), sendo a Spike a mediadora da entrada do virus nas células do hospedeiro
(LU, 2020). As proteinas M e E estao relacionadas na montagem e liberagdo dos virions
enquanto a proteina N se liga a0 RNA gendmico (gRNA), gerando a simetria helicoidal dessa
estrutura (ZHANG; HOLMES, 2020). Os aspectos estruturais e gendomicos do coronavirus
encontram-se ilustrados na figura 1.

A proteina S possui um dominio receptor-obrigatorio (RBD) que intercede o contato
direto com seu receptor celular, a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e um sitio de
clivagem polibasico S1/S2, o qual sofre a acdo proteolitica das enzimas celulares furina e
serinoprotease transmembrana 2 (TMPRSS2) (HOFFMANN et al., 2020). Ambas auxiliam na
fusdo do virus com a superficie da membrana plasmatica, facilitando o processo de endocitose.
Ap0s a entrada, o gRNA liberado no citosol, de forma que as por¢des ORFla e ORF1b sao
traduzidas pelos ribossomos da célula hospedeira nas poliproteinas ppla e pplb (V’KOVSKI
et al., 2020).


https://covid19.who.int/

17

Figura 1 — Componentes estruturais ¢ gendmicos do SARS-COV-2
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Fonte: Adaptado de Russo ef al. (2020). A. Estrutura envelopada do SARS-COV-2 prestes a infectar uma célula.
B. Genoma, genes e proteinas do SARS-COV-2.

Essas poliproteinas sdo clivadas pela a¢ao da proteinase principal (Mpro) do SARS-
COV-2 gerando as NSPs que formam diversos complexos enzimaticos importantes para a
replicacao viral, como por exemplo RNA polimerase RNA-dependente (RdRp), composta pela
porc¢ao catalitica formada pela NSP12 e seus dois cofatores NSP7 e NSP8) e a metiltransferase
gerada a partir da dimerizacao entre NSP16 e NSP10 (V’KOVSKI et al., 2020; MENACHERY;
DEBBINK; BARIC, 2014).

A proteinase principal do SARS-COV-2, também conhecida como protease tipo 3C,
responsavel pela producao de diversas poliproteinas essenciais para o ciclo de vida viral através
de reacdes de clivagem necessarias para manutencao da replicacdo e transcri¢ao deste patdgeno
(DAI et al., 2020). O grande interesse no estudo dessa enzima como alvo antiviral se destaca
devido a mesma nao apresentar homologos em humanos (YANG et al., 2005).

NSP16 ¢ essencial para o ciclo de replicagdo viral, j& que propicia a evasdo do
coronavirus do sistema imune do hospedeiro (MORALES et al., 2020). Ela compde o complexo
de replicacdo — transcri¢do do virus, facilitando a transferéncia de um grupo metil do seu cofator

S-adenosil-metionina (SAM) para a 2’-hidroxila da ribose pertencente ao RNA mensageiro
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viral (CHEN et al., 2011). Essa metilacdo camufla 0o mRNA para que nao seja reconhecido por
receptores de reconhecimento de patégenos intracelulares, como o RIG-1 e IFIT (DAFFIS et
al., 2010). A interacdo da NSP16 com seus ligantes s € possivel na presenga de outra proteina
ndo estrutural, a NSP10, a qual ativa o complexo enzimatico por provocar mudancas
conformacionais na NSP16, permitindo que ela libere as regides de ligagdo do SAM ¢ RNA ¢
que estes estabelecam a conexao (VITHANI et al., 2020).

As proteinas ndo-estruturais induzem o rearranjo do reticulo endoplasmético (RE)
em vesiculas de membrana dupla, onde os complexos de replicagdo sdo ancorados. A partir
disso, a RdRp utiliza 0 gRNA como molde para sintetizar uma fita completa de RNA negativo,
que por sua vez serve de modelo para a produ¢do de um novo RNA gendmico positivo € um
conjunto de RNAs subgenomicos (sgRNA), gerados num processo de transcri¢ao descontinua.
A traducdo desses sgRNA resultam nas proteinas estruturais e acessorias ja mencionadas.
(ZHANG; HOLMES, 2020).

A construgdo das particulas virais ocorre no complexo intermediario RE-Golgi
sob o controle da proteina M que atua como um arcabougo para o processo, pois as interagdes
homotipicas que estabelece entre as proteinas S e N permitem o recrutamento de outros
polipeptidios estruturais para o local de montagem. Os gRNA positivos sao incorporados aos
virions recém-sintetizados, que sdo secretados da membrana plasmatica por exocitose.

(ZHANG; HOLMES, 2020).

3.2.2 Aspectos clinicos e imunopatogénicos da infecg¢do

O tempo de incubagdao da COVID-19 varia de dois a catorze dias. Jiang et al. (2020)
destacam que os primeiros sintomas surgem no quarto a sétimo dia de infeccdo e ressalta que a
frequéncia dos casos assintomaticos ¢ incerta. Nos casos leves, o tempo de recuperagdo
observado ¢ de duas a trés semanas, enquanto o periodo correspondente para casos graves ¢ de
até seis semanas. A transmissao viral atinge seu pico até 48h ap6s o surgimento dos sintomas,
podendo se estender até doze dias nos casos leves a moderados e duas semanas nos casos graves

(HASSAN et al., 2020).

Para Wang et al. (2020) a doenga pode se apresentar clinicamente de quatro formas.
Nos casos leves, os sintomas sdo brandos assim como os indicios de pneumonia por exame de
imagem. Os pacientes com quadro moderado apresentam febre e sintomas respiratdrios com
achados radiolégicos de pneumonia, enquanto os pacientes severos podem apresentar falta de

ar (FR > 30 respiracdes/min), saturacdo de oxigénio < 93% em repouso e lesdo progressiva do
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pulmao superior a 50% num intervalo de até 48h. O caso evolui a critico quando o paciente
adquire insuficiéncia respiratdria com necessidade de ventilagdo mecanica, choque séptico ou

faléncia multipla dos orgaos.

A patogénese associada a infec¢do por SARS-COV-2 se inicia com a invasdo do
virus nas células humanas que expressam a ACE2, que atua como receptor desse patogeno (XU
et al., 2020). Quando internalizados os componentes virais podem ser reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padroes (PRRs), levando a uma cascata de sinalizagao celular
que culmina na produgdo de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-12, TNF, IFN-y) e antivirais
(interferons do tipo I e IIT). Esses mediadores sdo os responsaveis por conduzir a resposta inata

e adaptativa contra o virus (ZHONG et al., 2020).

As citocinas sdo mediadores essenciais do sistema imunoldgico com um amplo
conjunto de fungdes, que vao desde a regulacdo da inflamacao para a ativacao das células, a
proliferacdo ou a diferenciacao (SALIN; XAVIER, 2014). No contexto da imunopatogenia da
COVID-19, a grande produgao de citocinas, tais como, interferons, interleucinas, quimiocinas),
ocorre inicialmente pelas células apresentadoras de antigeno. A célula dendritica produz IL-12,
que por sua vez estimula a producao e liberagdo de TNF e INF-y por outras células da imunidade
inata e adaptativa (TOOR et al., 2020). IL-12 e INF-y sdo os mediadores responsaveis pela
polarizacdo da resposta de células T helper para o perfil Thl nesse contexto (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O TNF ¢ um membro tipico da familia das citocinas, que promove inflamacao,
diferenciagcdo e apoptose de células endoteliais (GUO et al., 2019). Del Valle et al (2020)
reforcam que, no ambito da infecgdo por SARS-Cov-2, niveis circulantes elevados desse
mediador contribuem para danos a 6rgaos, sendo um forte preditor de mal prognostico, mesmo
na auséncia de outros fatores de risco, como idade, sexo, hipoxia, complicacdes de doenca de

base e altos niveis séricos de IL-6.

E relatado que pacientes com mau progndstico apresentam uma diminuicio
progressiva da produgdo de IFN-I, promovendo uma hiperativagdo com consequente exaustao
da resposta mediada por linfocitos T (HADJADIJ et al., 2020). Por sua vez, os componentes da
imunidade adquirida possuem uma participagdo essencial na resolu¢do do quadro infeccioso,
atribuido a atividade citotoxica das células T CD8+ ativadas, assim como a a¢ao das células T
helper que induz a producdo de anticorpos mais eficazes pela célula B. Contudo, ¢ possivel

observar linfopenia associada a COVID-19 atribuida ao acumulo dessa populagdo de células
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nos tecidos acometidos pelo virus, como também a indug¢do de morte nos linfécitos T (CHEN

et al., 2020).

Individuos acometidos pela infec¢do por SARS-COV-2 demonstram niveis séricos
aumentados de citocinas caracteristicas de respostas linfocitarias Thl (IL-12 e I INF-y) e Th2
(IL-10) (WAN et al., 2020). A interleucina 10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria potente, que
desempenha um papel crucial, muitas vezes essencial, na prevencao de doencas inflamatdrias e
autoimunes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Salim et al. (2014) destacam que a
deficiéncia ou expressdo anormal de IL-10 pode aumentar a resposta inflamatdria ao desafio
microbiano. Em adi¢do, McKinstry et al. (2009) afirmaram que a expressao de IL-10 pode ter
efeito concomitante de atenuar a inflamagao e inibir a efetividade acentuada de uma resposta
imune polarizada pelo perfil Th1l. Corroborando com esses achados, Zhou ef al. (2020) relatam
que altos niveis de IL-10 foram notados em pacientes severos e que isso pode estar associado a
uma sindrome da resposta antiinflamatoria compensatoria, a qual pode ser o motivo de quadros

de infec¢des secundarias e sepse em sobreviventes.

A ampla liberagdo dos mediadores oriundos do processo inflamatorio intenso
desencadeado pela infec¢ao viral, pode conferir ao paciente a denominada “tempestade de
citocinas”, termo descritivo para abranger uma gama de observacdes que estdo ligadas a
hiperativagdo descontrolada do sistema imunologico e excessiva liberacao de citocinas que
podem resultar em faléncia multissistémica de o6rgaos e morte (SOY et al., 2020). No entanto,
os mecanismos celulares e moleculares empregados por essas citocinas na indugdo desse

fendmeno nao foram bem descritos (KARKI ez al., 2021).

A resposta mediada por anticorpos no contexto da COVID-19 ndo se correlaciona
a fatores como idade, sexo ou comorbidades, de forma que a produgdo dessas moléculas ja pode
ser detectada a partir do quinto dia do inicio dos sintomas (CERVIA ef al., 2020). Estudos
recentes relatam que os titulos de IgA e IgG apresentados pelos pacientes estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento de casos mais graves da doenca, de forma que pacientes
assintomaticos demonstram uma resposta humoral mais branda sem muita distin¢gdo em termos

de carga viral apresentada quando comparados a pessoas sintomaticas (NI et al., 2020).

Alguns pontos relacionados a imunidade humoral frente ao SARS-COV-2
necessitam de uma investigacdo mais aprofundada, como a influéncia dos anticorpos para o
estabelecimento do quadro inflamatorio, bem como a participag@o dos anticorpos neutralizantes

perante a replicacdo viral e a manutengdo de sua resposta protetora, j& que pacientes
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recuperados costumam apresentar baixas concentracdes séricas de imunoglobulinas apos a

infeccao (TO et al., 2020).

No ambito dos anticorpos neutralizantes, destaca-se a importancia da proteina N
para o desenvolvimento dessas moléculas. Gao et al. (2020) relata que as proteinas do
nucleocapsideo sdo capazes de ativar a via das lectinas do sistema complemento, a qual ¢
responsavel por promover a piora do prognostico do paciente através da intensa inflamagao e

lesdo pulmonar.

3.2.3 Perspectivas de tratamento

Até o presente momento, ndo existem terapias comprovadamente eficazes para
COVID-19 ou antivirais especificos contra o SARS-COV-2, apesar de que alguns tratamentos
tenham demonstrado resultados promissores em certos subgrupos de pacientes. Pesquisadores
e fabricantes t€m realizados ensaios clinicos em larga escala com o intuito de descobrir novos
agentes terapéuticos (HU et al., 2021). As terapias mais favoraveis no combate ao COVID-19

encontram-se ilustradas na figura 2
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Figura 2 — Principais alvos terapéuticos em potencial contra o SARS-COV-2.
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Dentre os farmacos que atuam na inibi¢ao da entrada do virus na célula destacam-
se o umifenovir e o mesilato de nafamostato. O primeiro ¢ um medicamento utilizado para o
tratamento de gripe e infeccdes do trato superior aprovado na Russia e China. Além de
demonstrar inibicdo do SARS-COV-2 em teste in vitro, dados clinicos revelam que esse
composto ¢ mais eficaz no tratamento da doenga que lopinavir e ritonavir, porém estudos
evidenciam que ele pode nao influir na melhora e depuragdo do virus em pacientes com
sintomas leves e moderados (ZHU et al., 2020). O nafamostato ¢ utilizado no tratamento de
pancreatite e esofagite de refluxo pos-operatdria no Japao. Sua a¢do vem da capacidade de
inativar a TMPRSS2, demonstrando assim seu potencial antiviral contra a infec¢cao por SARS-
COV-2, embora ainda nao existam dados clinicos que comprovem sua eficacia (KAWASE et
al., 2020).

Outros farmacos com potencial de interferir na entrada do SARS-COV-2 sdo a
cloroquina e a hidroxicloroquina, porém seu uso ¢ bastante controverso. Tais medicamentos

tém sido utilizados na prevengao e tratamento da malaria e doengas autoimunes, sendo capazes
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de promover a glicosilagcdo dos receptores celulares e interferir na ligagao virus — hospedeiro.
Atualmente, ndo existe consenso cientifico quanto a eficacias desse farmacos no tratamento da
COVID-19, pois mesmo que alguns estudos demonstrem que essas substancias foram capazes
de impedir a infec¢do in vitro, os dados clinicos apresentados sdo insuficientes (WANG et al.,
2020; YAO et al., 2020). Complementarmente, estudos clinicos realizados por Rosemberg et al.
(2020) e Geleris et al. (2020) evidenciaram que o uso de cloroquina e hidroxicloroquina poderia
aumentar o risco de morte por parada cardiaca em pacientes quando comparados aos tratados
com placebo.

Os inibidores da replicagao viral incluem os fArmacos que atuam sobre a proteinase
principal: lopinavir e ritonavir e aquelas que atuam sobre a RNA polimerase RNA-dependente:
remdesivir, favilavir e ribavarina (LI et al., 2020; TAHIR UL QAMAR et al., 2020). Outra
abordagem terapéutica possivel envolve o uso de agentes imunomodulatérios como
tocilizumabe e sarilumabe. Esses compostos sdo dois anticorpos especificos ao receptor de IL-
6 usados anteriormente no tratamento de artrite reumatdide, que demonstraram eficicia no
tratamento de COVID-19 grave ao atenuar os efeitos da tempestade de citocinas (XU et al.,
2020; DIURNO et al., 2020).

O tratamento com plasma convalescente ¢ outra terapia adjuvante promissora para
COVID-19 uma vez que achados preliminares sugeriram melhora do estado clinico apds a sua
administracdo. No entanto, este tratamento pode ter efeitos adversos, causando o agravo da

infeccao através da a¢ao dos anticorpos, lesdes agudas no pulmao e reagdes alérgicas associadas

a transfusao (DUAN et al., 2020; SHEN et al., 2020).

3.3 Os flavonoides e suas aplicacdes biologicas

Os flavonoides compdem um grande grupo de substancias polifendlicas dotadas de
uma estrutura benzo-y-pirona, que estdo presentes nas plantas como metabolitos secundarios.
Sao sintetizados pela via dos fenilpropandides em resposta a um agente infeccioso, como
também agem como um sistema antioxidante em tecidos vegetais expostos a estreses bidticos
e abioticos. Suas atividades dependem da estrutura quimica apresentada, que podem variar de
acordo com o grau de hidroxilagdo, substitui¢des, conjugacdes e grau de polimerizacdo
(KUMAR; PANDEY, 2013).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides sdo estruturas baseadas num esqueleto
de 15 carbonos, composto por dois anéis benzénicos (A e B, conforme ilustrado na figura 3)
unidos através de um anel pirano (C). A partir dos diferentes niveis de oxidacdo e padrdes de

substitui¢des apresentados no anel C nas classes flavonas, flavonois, flavanonas, flavanandis e
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isoflavonas. Enquanto isso, ¢ possivel distinguir os compostos pertencentes a um mesmo grupo
a partir dos padrdes de substitui¢do demonstrados nos anéis A ¢ B. De uma forma geral, os
flavonoides s3o frequentemente hidroxilados nas posicdes 2, 3, 5, 7, 3°, 4’ ¢ 5° (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).
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Figura 3 — Estrutura basica dos flavonoides e suas principais classes
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As flavonas compdem um dos subgrupos mais relevantes entre os flavonoides,
sendo amplamente encontradas na sua forma glicosidica no aipo, salsa, pimentdo vermelho,
camomila e ginkgo biloba. Esses compostos apresentam uma dupla ligagao entre os carbonos 2
e 3 e uma cetona na posi¢ao 4 do anel C, de forma que € possivel notar a presenca de hidroxila
na posicao 5 do anel A em alguns vegetais. A hidroxilagdo em outras regides, como por exemplo
na posi¢cdo 7 do anel A e nas posi¢des 3’ e 4’ do anel B, varia de acordo com a classificagdo
taxonOmica da fruta ou hortalica em questao. Como principais exemplos dessa classe, temos a
apigenina, a luteolina e a tangeritina (MANACH et al., 2016).

As principais fontes de flavonois conhecidas sdo cebola, couve, alface, tomate,
maca, uva e frutas vermelhas. Essas substancias, que também podem ser encontradas no vinho,
sdo percussores das proantocianinas e tem seu consumo associado a efeitos antioxidantes de
vasoprotetores. Seus principais representantes sdo a quercetina, a miricetina e o kaempferol.
Quando comparados as flavonas, essa classe apresenta um grupo hidroxila na posi¢ao 3 que ¢
passivel de glicosilagao. Ademais, os padrdes de metilacao, hidroxilagdo e glicosilagao sdo
diversos, o que caracteriza esse subgrupo como um dos mais recorrentes entre frutas e vegetais
(IWASHINA, 2015).

Flavanonas ou dihidroflavonas configuram uma importante classe de flavonoides
associada a diversos beneficios a saude, como por exemplo, efeitos antiinflamatorios,
antioxidantes e hipocolesterolemiante (MAHMOUD et al., 2019). Estruturalmente, apenas se
diferenciam das flavonas por apresentarem o anel C saturado, isto ¢, tais compostos nao
apresentam ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3. Esses compostos sdo principalmente
encontrados em frutas citricas, sendo resposaveis por conferir o sabor amargo a esses alimentos.
Os principais representantes da classe sdo a naringenina, a hesperetina e sua forma glicosidica,
hesperidina (IWASHINA, 2015).

J& os isoflavonoides apresentam distribui¢do limitada nos vegetais, sendo
encontrados predominantemente na soja e outras leguminosas. Seus principais integrantes sao
as isoflavonas genisteina e daidzeina, consideradas fitoestrogenos devido sua atividade
estrogénica em certos modelos animais. A genisteina ¢ capaz de induzir alteragcdes hormonais e
metabolicas e dessa formar atuar sobre diferentes vias patologicas (MATTHIES et al., 2008).

Os flavonoides sdo moléculas sabidamente antioxidantes e isto depende do arranjo
dos grupos funcionais sobre a estrutura nuclear. A configuracdo, substitui¢do e o niimero total
de hidroxilas influenciam substancialmente nos mecanismos dessa atividade bioldgica, que

compreendem a eliminac¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) ou a
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supressdo desses componentes pela inativacao de enzimas e quelagdo de oligoelementos, assim
como a regulacdo positiva e protecdo das reservas antioxidantes do organismo (MISHRA;
KUMAR; PANDEY, 2013).

A configuracgdo das hidroxilas no anel B constitui o elemento mais importante para
a eliminagdo de radicais livres, pois esse grupamento ¢ capaz de doar hidrogénio e um elétron
para os radicais hidroxil, peroxil e peroxinitrito, os estabilizando e produzindo um radical
flavonoide relativamente estavel. Os ions metalicos livres incentivam a producao de radicais
pela reducdo do perdxido de hidrogénio, gerando o radical hidroxila altamente reativo. Por
apresentarem potenciais redox baixos, os flavonoides sdo termodinamicamente capazes de
conter a acdo oxidantes desses elementos (KUMAR; PANDEY, 2013). Além disso, essas
moléculas naturais sdo capazes de quelar ions metdlicos, impossibilitando a produgdo de
espécies reativas por esta via (SADOWSKA-BARTOSZ; ADAMCZYK; BARTOSZ, 2014).

Virios flavonoides incluindo glicosideos de apigenina, galangina, flavona,
flavonois, isoflavonas, flavanonas e chalconas demonstram potente atividade antibacteriana.
Eles demonstraram ser capazes de formar complexos com proteinas através de ligagdes de
hidrogénio e interacdes hidrofobicas, e desta forma, inativar adesinas, enzimas e proteinas de
transporte do envelope microbiano. Ademais, flavonoides lipofilicos podem romper as
membranas desses microrganismos (MISHRA; KUMAR; PANDEY, 2013; CUSHNIE; LAMB,
2005).

Alguns desses compostos, como hesperidina, quercetina, apigenina e luteolina, t€ém
sua a¢ao antiinflamatéria e analgésica relatadas na literatura (MALEKI; CRESPO;
CABANILLAS, 2019). O potencial dos flavonoides de intervir no processo inflamatorio vem
da capacidade de interferirem na fungdo de sistemas enzimaticos responsaveis pela producao
de mediadores necessarios para o desenvolvimento dessa resposta. Comprovadamente, essas
substancias conseguem inibir a lipoxigenase e a ciclo-oxigenase indizivel, proteinas
responsaveis pela produgdo de leucotrienos, prostaglandinas e 6xido nitrico, bem como algumas

quinases através da competicao pelo sitio catalitico dessas enzimas (WANG et al., 2020).

3.4 Docking molecular e sua releviancia na investigacio de novos farmacos

Estudos in silico propiciam estimativas de energia de afinidade entre um ligante e
uma proteina, antes mesmo que sejam sintetizados. Os custos para o desenvolvimento dessas
pesquisas sdo consideravelmente inferiores se comparadas aos gastos laboratoriais necessarios

para produzir e testar farmacologicamente uma gama de substancias. Desta forma, o docking
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molecular tem sido uma ferramenta utilizada para filtrar compostos e delinear os candidatos
com potencial de estabelecer interagdes com um alvo protéico de relevancia biologica
(RODRIGUES et al., 2012).

A ancoragem molecular possibilita a obtencdo das diferentes conformagdes ¢
dindmicas de interagdo, permitindo que o analista estabeleca qual ¢ a mais provavel de ocorrer
com base nas menores energias livre de ligagdo apresentadas (KITCHEN et al., 2004). Outra
etapa fundamental para a performance de um ensaio de docking satisfatorio se encontra no
preparo dos ligantes, as moléculas devem ser projetadas mantendo disposi¢des parecidas dos
atomos da molécula primdria. Através de varredura conformacional e alinhamento
tridimensional com o ligante original podem ser propostas moléculas melhoradas (GOODARZI;
FREITAS; FERREIRA, 2009).

A energia de afinidade entre receptor-ligante ¢ promovida por meio de diferentes
funcdes realizadas pelos pacotes computacionais de docking. Existem as funcdes baseadas em
campo de forga, o qual projeta uma representagdo fisica do sistema pesquisado € mimetiza o
potencial de interagdo entre os atomos. As fungdes empiricas fazem uso de equagdes que
utilizam coeficientes oriundos de otimizacdes pré-estabelecidas, enquanto que as fungdes
baseadas em conhecimento fazem uso de informagdes vindas de estruturas determinadas
experimentalmente para predizer as geometrias e conformagdes adotadas no acoplamento
molecular (RODRIGUES et al., 2012).

Espera-se que o uso continuo desses ensaios promova o aprimoramento dos
processos que ajudem a reduzir o tempo ¢ os custos do desenvolvimento de novos farmacos,
sobretudo para doencgas que nao possuem alternativas eficazes de tratamento, como € observado

no COVID-19 (RODRIGUES et al., 2012).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Selecao dos alvos proteicos

As seguintes estruturas proteicas foram obtidas do repositério Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/) e utilizadas como alvos na investigagao de acoplamento molecular, com
base no estudo bibliografico feito por Q. Almeida-Neto et al. (2020): a protease principal do
COVID-19 (Mpro), a metiltransferase heterodimero NSP16 - NSP10 (Mt), a proteina SPIKE e
a enzima conversora de angiotensina 2 humana (ACE2), totalizando trés proteinas cataliticas e
uma nao-catalitica. A partir disso, as proteinas foram otimizadas para analise através da

remoc¢ao de seus residuos no programa USCF Chimera (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/).

A estrutura da protease principal do virus COVID-19 foi identificada na base de
dados como “The crystal structure of COVID-19 main protease in complex with an inhibitor
N3” (PDB ID: 6LU7) Seu perfil cristalografico foi depositado no Protein Data Bank com
resolugdio de 2,16 A, sendo determinado através da metodologia de difragdo de raio X. Ela se
encontra complexada ao seu inibidor, o peptideo N3, o qual interage covalentemente com o
residuo de cistina 145 presente na enzima (JIN et al., 2020).

A conformacao estrutural do complexo enzimatico metiltransferase heterodimero
NSP16 - NSP10 foi encontrada no Protein Data Bank como “1.98 A Resolution Crystal
Structure of NSP16-NSP10 Heterodimer from SARS-CoV-2 in Complex with Sinefungin” (PDB
ID: 6WKQ). A estereoquimica da enzima foi realizada por difracao de raio X, onde se obteve
uma resolugdio de 1,98 A. A proteina esta associada a molécula de sinefungina, um inibidor em
potencial descrito na literatura por sua similaridade com a S-adenosilmetionina, que atua como
cofator dessa metilase (ROSAS-LEMUS et al., 2021).

Os dados referentes as estruturas da proteina SPIKE e da enzima ACE2 foram
extraidas da base de dados com a identificagdo de “Crystal structure of SARS-CoV-2 spike
receptor-binding domain bound with ACE2” (PDB ID: 6M0J). A cristalografia deteve uma
resolugdio correspondente a 2,45 A por difracdo de raio X (LAN et al., 2020). Por estarem
complexados, ap6s a remocao dos residuos foi realizada a dissociagdo do mesmo, gerando dois

alvos proteicos de interesse, os quais foram utilizados nos ensaios de acoplamento em seguida.

4.2 Selecao dos ligantes

As estruturas moleculares dos flavonoides: apigenina (PubChem CID: 5280443),
daidzeina (PubChem CID: 5281708), genisteina (PubChem CID: 5280961), hesperidina
(PubChem CID: 10621), luteolina (PubChem CID: 5280445), miricetina (PubChem CID:


https://www.rcsb.org/
https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/
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5281672), naringenina (PubChem CID: 932) e quercetina (PubChem CID: 5280343); e dos
inibidores: N3 (PubChem CID: 6323191), sinefungina (PubChem CID: 65482) e lisinopril
(PubChem  CID: 5362119) foram  extraidas do  repositério =~ PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Posteriormente, todas as moléculas foram otimizadas para sua conformagao 3D
sendo plotadas no software de licenca académica MarvinSketch® versao 20.13 do pacote de

softwares Marvin da ChemAxon© (https://chemaxon.com/products/marvin). Os arquivos

foram salvos no formato. mol2 e submetidos aos ensaios de docking molecular juntamente com

os alvos proteicos em formato .pdb.

4.3 Predicao da interacio molecular

O SwissDock consiste em um servidor web de implementacdo baseada em
tecnologias de codigo aberto (Apache web server, PHP), capaz de gerar modelos
computacionais de interacdo entre uma molécula pequena e um alvo proteico de interesse
biologico. Dispde de uma interface limpa e intuitiva que permite a utilizacdo de ligantes e
proteinas que podem ser preparados automaticamente. Todos os célculos sdo performados no
servidor, de forma que as operagdes de acoplamento ndo exigem muitos recursos de
processamento computacional do usuario.

Este servidor ¢ baseado no software de acoplamento molecular EADock DSS, tendo
seu algoritmo definido nas seguintes etapas (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011).
Primeiramente, um numero diverso de simulagdes ¢ gerado (variando de 5.000 a 15.000) a partir
de uma regiao determinada pelo usuério ou nas proximidades da cavidade — alvo envolvendo
toda a superficie proteica. Simultaneamente as energias de CHARMM (no contexto da
modelagem molecular, sdo uma forma funcional de energia e a um conjunto de parametros
responsaveis pela modelagem e célculo de energia do sistema) sdo estimadas em uma rede
(BROOKS et al., 2009).

Em seguida, as simulagdes com as energias mais favordveis sdo classificadas,
considerando o efeito solvente através do modelo de solvatacdo implicita FACTS e agrupadas
(HABERTHUR; CAFLISCH, 2008). Finalmente os grupos mais favoraveis sio dispostos no
arquivo de resultado que pode ser analisado por ferramentas web ou baixado e interpretado em
programas como o USCF Chimera.

Desta forma, os ensaios de docking molecular foram executados na plataforma

online Swissdock (http://www.swissdock.ch/), inserindo as combinacdes de alvos proteicos e



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://chemaxon.com/products/marvin
http://www.swissdock.ch/
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flavonoides. Os inibidores previamente eliminados das estruturas na etapa de remog¢ao dos
residuos, foram submetidos a um redocking utilizando os alvos otimizados. As simulagdes
foram baixadas da plataforma em um arquivo .zip, sendo submetidas a uma andlise prévia no
software USFC Chimera. Os modelos de acoplamento com o menor valor de energia de ligagao
livre tiveram seus. pdbs salvos e exportados ao software Discovery Studio para a caracteriza¢ao
dos tipos de interagdo moleculares presentes entre ligantes e alvos.

Para avaliar a qualidade das interagdes como satisfatorias, os resultados de energia
livre de ligacdo (AQ) inferiores a -6,0 Kcal/mol foram considerados (Q. ALMEIDA-NETO et
al., 2020). Com base nas interacdes moleculares entre os flavonoides e as proteinas, as ligagdes
de hidrogénio foram classificadas de acordo com estudos anteriores que agrupam interacoes
com distancias entre 2,5 e 3,1 A como fortes, de 3,1 e 3,55 A como média e interagdes maiores
que 3,55 A como fracas (IMBERTY, et al 1991).

Para as analises envolvendo o acoplamento alvo-ligante tridimensional e a dinamica
das interagdes em 2D foram selecionados os quatro flavonoides que apresentaram maiores

variacoes de AG de modo comparativo entre os alvos selecionados.
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5 RESULTADOS

A partir das simulagdes de acoplamento molecular, foram obtidos resultados
referentes as energias de afinidade e regides de interagdo entre os flavonoides e os alvos
proteicos: Mpro, Mt, SPIKE e ACE2. Em adi¢ao, ensaios in silico envolvendo os inibidores da
enzima (N3, sinefungina e lisinopril) foram efetuados para fins comparativos conforme
demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 — Valores de energia livre de ligacdo apresentado pelas reagoes dos flavonoides

com os alvos proteicos

Mpro Mt

Molécula AG (kcal/mol) Molécula AG (kcal/mol)
N3* -8,84 Sinefungina* -8,91
Hesperidina -8,52 Hesperidina -9,58
Miricetina -7,81 Miricetina -8,41
Quercetina -7,64 Quercetina -7,95
Luteolina -7,39 Naringenina -7,84
Genisteina -7,38 Luteolina -7,78
Apigenina -7,20 Genisteina -7,59
Naringenina -7,10 Apigenina -7,39
Daidzeina -7,04 Daidzeina -7,04
ACE2 SPIKE
Molécula AG (kcal/mol) Molécula AG (kcal/mol)
Lisinopril* -8,52 Hesperidina -8,90
Hesperidina -9,05 Luteolina -7,86
Miricetina -7,18 Miricetina -7,67
Quercetina -7,09 Quercetina -7,50
Luteolina -7,07 Apigenina -7,44
Naringenina -6,97 Naringenina -7,22
Apigenina -6,74 Genisteina -7,16
Daidzeina -6,67 Daidzeina -7,08
Genisteina -6,65

Fonte: Elaborado pelo autor (USCF Chimera). Legenda: *Inibidores. AG = energia livre de
ligacdo.

Todos os valores de energia livre de interagdo apresentados foram considerados
satisfatorios, destacando principalmente a hesperidina que demonstrou uma energia de
afinidade superior ao dos inibidores das enzimas metiltransferase (mt) e ACE2 e préximo ao
valor do inibidor da proteinase principal (Mpro). De uma forma geral, os flavonoides que se
destacaram nesta etapa das andlises foram a hesperidina, a miricetina, a quercetina, a luteolina
e a naringenina, especificamente no seu acoplamento com a Mt, permanecendo entre os quatro

compostos com os melhores valores de energia de afinidade.
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5.1 Interacgido entre as moléculas de flavonoides e a proteinase principal (Mpro)

Ap6s as simulagdes de docking molecular entre os quatro flavonoides selecionados
(hesperidina, miricetina, quercetina e luteolina) e o alvo proteico em questdo, ficou evidenciado
que hesperidina ¢ o N3 compartilham do mesmo sitio de interagdo, enquanto as demais
moléculas se acoplam em um sitio semelhante da enzima e distinto do inibidor, conforme
ilustrado na figura 4.

Com o intuito de examinar e descrever as caracteristicas intrinsecas dos
acoplamentos demonstrados na imagem, as interacdes quimicas individuais envolvendo as
estruturas moleculares com os residuos de aminodcidos da proteinase principal foram
analisadas e dispostas na tabela 2, utilizando o composto N3 como controle.
Complementarmente, a natureza quimica dessas interagdes encontra-se ilustrada na figura 5.

Tabela 2 — Distancias de interacio (A) entre os compostos e os residuos de aminoscidos
da enzima Mpro.
Residuo/
Ligante
ILE249 5,09 4,53
PRO293 2,47%; 5,18 2,67*
PHE294 4,72; 4,82 4,68
ARGI105 2,76%*
SER158 2,34%
ASP153 3,01%
GLNI110 4,82
1,94%;

GLU14 5 05*

PRO112 5,17*
LYS97 2,47* 4,47; 5,40 4,47; 5,46
GLY71 2,39%

ALA70 2,64*

GLN69 3,09%
ASNOS5 2,06* 2,10*
ASNII9 2,23*% 2,26*
SER121 3,06* 3,02%*
Fonte: Elaborado pelo autor (Discovery Studio). Legenda: *Interagdes de Hidrogénio. ILE =

N3 Hesperidina Miricetina  Quercetina  Luteolina

3,01%; 4,18; 3,01%;
4,82 4,18; 4,77

isoleucina; PRO = prolina; PHE = fenilalanina; ARG = arginina; SER = serina; ASP = aspartato;
GLN = glutamina; GLU = glutamato; LYS = lisina; ALA = alanina; GLY = glicina; ASN =

asparagina.



Figura 4 — Interagdes teoricas entre o inibidor N3 e os flavonoides com a enzima Mpro

Hesperidina

N3

Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio).

Miricetina
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Figura 5 — Mapa bidimensional das interagdes moleculares dos flavonoides e inibidor N3 com a enzima Mpro.
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Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio). Legenda: ILE = isoleucina; PRO = Prolina; PHE = fenilalanina; ARG = arginina; SER = serina; ASP = aspartato; GLN

= glutamina; GLU = glutamato; LY'S = lisina; ALA = alanina; GLY = Glicina; ASN = asparagina.
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Foi possivel constatar que hesperidina interage com o alvo nos mesmos residuos
que o controle (ILE249, PRO293 ¢ PHE294), estabelecendo ligagdes de hidrogénio nos
residuos ARG105, SER158 e ASP153. Além disso, apresentou interagdes do tipo alquil — arila,
empilhamento © — © € van der Walls, também constatadas no acoplamento da Mpro com o N3.

A miricetina por sua vez apresentou seis interacdes de hidrogénio fortes,
compartilhando os mesmos sitios de acoplamento com a quercetina e luteolina nos residuos
LYS97 e ALA70. Por sua vez, estes dois flavonoides apresentaram quatro ligagdes fortes de
hidrogénio, sendo trés destas nos mesmos residuos de aminoacido (ASN95, ASN119, SER121).
Ademais, quercetina e luteolina apresentaram interagoes do tipo cation — T em seus respectivos

acoplamentos.

5.2 Interacao entre as moléculas de flavonoides e a metiltransferase heterodimero NSP16-
NSP10 (Mt).

Os ensaios de acoplamento permitiram evidenciar que os flavonoides aqui testados
(hesperidina, miricetina, quercetina e naringenina) estabeleceram conexdes no mesmo sitio
enzimatico que o composto sinefungina, conforma ilustrado na figura 6.

Com a inten¢ao de caracterizar os aspectos intrinsecos das interagdes demonstradas
na imagem, as conexdes quimicas individuais envolvendo as estruturas moleculares com os
residuos de aminoacidos da metiltransferase foram analisadas e dispostas na tabela 3, utilizando
a sinefungina como controle. Em adi¢do, o carater quimico dessas interagdes encontra-se

ilustrada na figura 7.
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Figura 6 — Interagdes teoricas entre o inibidor sinefungina e os flavonoides com a enzima metiltransferase heterodimero NSP16-NSP10.

Hesperidina Miricetina

Sinefungina

Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio).
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Tabela 3 — Distancias de interacdo (A) entre os compostos e os residuos de aminoacidos da

enzima metiltransferase heterodimero NSP16-NSP10.

Residuo/Li- Sinefungina Hesperidina  Miricetina  Quercetina Naringenina
gante
ASP6897 2,12%;2,74* 2,53%; 4,28 1,97%; 2,88*%  2,71%; 3,38; 3,93
3,98
ASP6912 1,76* 2,02%;2,66*  1,95%;297* 2,78*;2,82*% 2,68%;2,95*%
ASP6928 2,41%; 3,00%  2,57*;2,72*
ASP6931 1,98%; 2,36%; 1,87*
2,45%; 2,88%*
MET6929 3,01*; 5,13 4,70; 5,28 4,26 4,41
TYR6930 2,64%*
CYS6913 2,24*;2,53;  2,02%;2,84*  2,01%*; 2,40%; 2,12% 2,18%; 2,50%*
2,72% 2,41; 5,67
LEU6898 4,29 3,29; 4,30; 4,55 2,74
4,46; 4,94
PHE6947 4,70; 5,43 5,43
THR6934 2,84%*
GLY 6869 3,04%* 3,09%*
GLY 6946 2,50%*
LYS6944 4,59
ASN6899 2,94%* 2,94%
SER6872 2,71%*
PRO6932 4,47

Fonte: Elaborado pelo autor (Discovery Studio). Legenda: *Interagdes de Hidrogénio. ASP =

aspartato; MET = metionina; TYR = tirosina; CYS = cisteina; LEU = leucina; PHE =

fenilalanina; THR = treonina; GLY = glicina; LYS = lisina; ASN = asparagina; SER =

asparagina; PRO = prolina.
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Figura 7 — Mapa bidimensional das interagdes moleculares dos flavonoides e sinefungina com a enzima metiltransferase heterodimero NSP16-NSP10.
Hesperidina Miricetina 9
PHE 693%
- 6948 P
1 H [ 1
. v T 6% 6
y 6897 = ey GLY ¥s ; LEU
ASN f&'GQ o ‘ﬁcﬂ?fa 6946 6944 ; 6898 }’} "
% . 6899 : M W thes: ==
Sinefungina % 7 A o X &
% 1 e b e
Y t A 3 - &
o335 £ 23 i " ?’ —0 el { o
3 . s, NN _}y 5‘9?9 d dH W % E@S‘;
& b il [ I : %ot N SY
T “ A & ¢ > £ W 1
693 \ ésipz 14 912 q’ = A, JHR Asp 1
. { 64 Asp # ‘%?1 éu
s !
g e, P— 33
0 ALA
& g i 6914
72 .-
1 &
oigs  MET < Nari .
& D & Quercetina aringenina
68569 3 ASP Ly P
6931 6311 &5
PHE -
B 6947 &85% :
Bspy 1
6912 B v e 0845 Y
- 6930 i i AT pw ‘
- 1 LEY G 6369 6930
Interacoes v b 6898 " leaes ; : o
L E SR A . 6547
Ligagdo Convencional de o i " 6“9 8. . -

: B - o e
Hidrogénio , e 3 48 0. &ggs
Ligagiio m Doadora de o 4

A o Aquil —anla GLY -

Hidrogénio GLY S GLY 6871 ; 56
6911 o BET1 ¢ & !:l 6931
Ligagio Carbono — Hidrogénio Van der Walls PRI & Pt N .
. i) P B 6932
Anion—m l Doador — doador desfavordvel &59? - .5535,?4,12 &%‘5
Empilhamento = —m em 6872
AsP ASP
73 6873

formato T

Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio). ASP = aspartato; MET = metionina; TYR = tirosina; CYS = cisteina; LEU = leucina; PHE = fenilalanina; THR =

treonina; GLY = glicina; LY'S = lisina; ASN = asparagina; SER = asparagina; PRO = prolina.



40

Esses dados permitiram notar que os flavonoides sdo capazes de estabelecer
interagdes nos mesmos residuos de aminoacidos nos quais a sinefungina firma suas interagoes,
sendo eles: ASP6897, ASP6912 E CYS6913.

A hesperidina apresentou maior energia de afinidade (-9,58 kcal/mol) que o controle
(-8,91 kcal/mol), o que pode ser justificado por esse composto interagir com mais residuos de
aminoacidos que o inibidor, estabelecendo doze ligagdes de hidrogénio fortes além de conexdes
do tipo alquila, alquil — arila, empilhamento © — = em formato T, 4nion — & e for¢a de van der
Walls. A miricetina apresenta sete ligacdes de hidrogénio fortes, destacando a demonstrada no
residuo ASP6931, e a interagdo tipo empilhamento © — © em formato T no residuo PHE6947,
uma vez que essas sao regides de acoplamento em comum da hesperidina com a
metiltransferase.

Quercetina e naringenina apresentam nove interacdes de hidrogénio fortes,
compartilhando ligagdes desta natureza nos residuos ASP6928, GLY6869 e ASN6899. De
forma similar a miricetina e hesperidina, essas moléculas se acoplam nos residuos MET6928,
através de interagdes do tipo alquil — arila e LEU6898, destacando a interagdo m — o estabelecida

exclusivamente pela naringenina neste sitio.

5.3 Interacgao entre as moléculas de flavonoides e a proteina SPIKE.
As simulacdes de docking molecular encontram-se demonstradas na figura 8 e
demonstraram que quercetina e luteolina interagem com a proteina SPIKE no mesmo sitio,

enquanto hesperidina e miricetina detém regides de acoplamento distintas no alvo.



Figura 8 — Interagdes teoricas entre os flavonoides ¢ a proteina SPIKE.

Hesperidina

Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio)
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Com o objetivo de delinear os aspectos intrinsecos das interagdes demonstradas na
imagem, as ligacdes quimicas individuais envolvendo as estruturas moleculares com os
residuos de aminoacidos da proteina SPIKE foram analisadas e dispostas na tabela 4. Em adigao,

o carater quimico dessas interagdes encontra-se ilustrado na figura 9.

Tabela 4 — Distancias de interacdo (A) entre os compostos e os residuos de aminoacidos da

proteina SPIKE.

Residuo/Ligante Hesperidina Miricetina Quercetina Luteolina
ASN354 2,48%; 2,50%;

2,53%; 2,54*
TYR351 2,65%*
LEU335 5,36 5,28
LEU368 5,26 5,09
LEU452 4,11
ASN450 2,67*
GLY339 2,78% 2,70%*
SER349 3,31
SER371 2,04%* 2,01%; 2,05%*
SER399 2,28%
PHE338 5,75 5,75
PHE342 5,91
PHE347 2,86%*
ALA348 2,64%; 5,35
ARG346 2,06%; 5,06
VAL341 3,03*
ASP364 2,05% 1,99%*
ASP428 1,83%; 1,84%*
PRO426 4,84
PRO463 4,87
LYS462 2,31%*

Fonte: Elaborado pelo autor (Discovery Studio). Legenda: *Interacdes de Hidrogénio. ASN =
asparagina; TYR = tirosina; LEU = leucina; GLY = glicina; SER = serina; PHE = fenilalanina;
ALA = alanina; ARG = arginina; VAL = valina; ASP = aspartato; PRO = prolina; LY'S = lisina.
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Figura 9 — Mapa bidimensional das interagdes moleculares dos flavonoides e com a proteina SPIKE.
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O otimo valor de energia de afinidade apresentado pela hesperidina pode ser
justificado pela presenca de dez ligacdes de hidrogénio fortes e interagdes do tipo alquil — arila.
A miricetina apresentou o mesmo padrao de interagdes quimicas que este flavonoide, apesar de
estabelecer acoplamento em residuos de aminoacidos distintos e trés ligacdes de hidrogénio
fortes, quantidade também observada para as simulagdes da quercetina.

A luteolina demonstrou um melhor valor de energia livre de ligacdo quando
comparada a miricetina e quercetina provavelmente por estabelecer quatro ligagcdes de
hidrogénio e, além da interagao tipo alquil — arila, duas interagdes tipo empilhamento w — 7w em
formato T. Ressalta-se ainda que luteolina e quercetina compartilham de um padrio de

acoplamento nos residuos de aminoacido GLY339, SER371 e ASP364.

5.4 Interacio entre as moléculas de flavonoides e a enzima conversora de angiotensina
humana 2 (ACE2).

Apos as simulagdes de acoplamento entre os quatro flavonoides selecionados
(hesperidina, miricetina, quercetina e luteolina) e o alvo proteico em questdo, ficou
demonstrado todos os ligantes testados compartilham do mesmo sitio de ligagdo que o inibidor
enzimatico conhecido, o lisinopril, conforme ilustrado na figura 10.

Com o intuito de examinar e descrever as caracteristicas intrinsecas dos dockings
demonstrados na imagem, as interacoes quimicas individuais envolvendo as estruturas
moleculares com os residuos de aminoacidos da ACE2 foram analisadas e dispostas na tabela
5, utilizando o composto lisinopril como controle. Em adi¢do, a natureza quimica dessas

interacdes encontra-se ilustrada na figura 11.



Figura 10 — Interacdes tedricas entre o inibidor lisinopril e os flavonoides com a ACE2.
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Fonte: Elaborado pelo autor (Biovia Discovery Studio).
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Tabela 5 — Distancias de interacdo (A) entre os compostos e os residuos de aminoacidos da

enzima ACE2.

Residuo/Ligante Lisinopril

Hesperidina Miricetina Quercetina Luteolina

GLU406

SER409
LEU370
ASP367
MET366
LYS441
PHE274
THR276
THR371
ASN290
ALA413
PRO415
PHEA438
ILE291
HSE374
GLN442

1,84%;
1,92%;
2,13;
2,71%;
3,09*
2,16*
5,16
1,77*
5,54
5,32

2,05%; 2,05* 1,85%;
1,95%*

2,20% 2,17*

3,82
5,36

2,61
2,20%
2,83
1,87*
2,56*; 4,93
4,32
4,06
4,53;525 2,58%
2,84%
2,30%

1,90%;
1,99*

2,58%
4,94

3,06*

2,01%

1,83%;
1,86

2,19%
5,48

2,57*

5,43

2,91%

Fonte: Elaborado pelo autor (Discovery Studio). Legenda: *Interacdes de Hidrogénio. GLU =

glutamato; SER = serina; LEU = leucina; ASP = aspartato; MET = metionina; LYS = lisina;

PHE = fenilalanina; THR = treonina; ASN = asparagina; ALA = alanina; PRO = prolina; ILE =

isoleucina; GLN = glutamina; HSE = histidina



Figura 11 — Mapa bidimensional das interagdes moleculares dos flavonoides e lisinopril com a enzima ACE2.
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A hesperidina apresentou maior energia de afinidade (-9,05 kcal/mol) que o controle
(-8,52 kcal/mol), o que pode ser justificado por esse composto interagir com mais residuos de
aminoacidos que o inibidor, estabelecendo oito ligagdes de hidrogénio fortes, duas a mais que
o lisinopril. Além disso, firma conexdes do tipo alquila, alquil — arila, anion — e for¢a de van
der Walls, ligacdes estas também observadas no acoplamento do controle com a enzima testada.
Este flavonoide foi capaz de performar interagdes nos residuos GLU406, SER409 e ASP367 de
forma semelhante ao inibidor, bem como compartilha o padrao de docking presente nos outros
flavonoides, principalmente o observado no residuo ILE291.

Miricetina e quercetina apresentam cinco ligagdes de hidrogénio fortes e uma
interacao do tipo alquil — arila no residuo MET366, a qual ¢ observada no acoplamento do
lisinopril. A luteolina estabelece quatro ligagdes fortes de hidrogénio, sendo capaz de firmar
conexodes nos residuos LEU370 e LYS441 de forma semelhante ao controle, como também no

residuo ALA413 de maneira similar a hesperidina.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi capaz de caracterizar o perfil de interacdo das moléculas de
flavonoides perante alvos proteicos de grande relevancia no contexto da infec¢do pelo SARS-
COV-2, levando em consideracdo os dados referentes as energias de afinidade demonstradas
como a natureza quimica presente em cada acoplamento realizado.

O N3 e seus analogos sao descritos como inibidores de amplo espectro para a Mpro,
sendo utilizados em estudos preditivos de triagem e reposicionamento de farmacos anti-SARS-
COV-2 (MACHADO; NICOLINI; NICOLINI 2020). Ademais, Yang et al. (2005)
evidenciaram que este composto capaz de se ligar ao sitio catalitico da proteinase principal do
SARS-COV, formado pelas subunidades P1, P1°, P2, P3, P4, P5. Esse dado ¢ relevante na busca
de novas substancias antivirais uma vez que as sequencias proteicas presentes nas proteinases
principais do SARS-COV e SARS-COV-2 sdao 96% idénticas e a regido ativa de ambas as
enzimas permanecem livres de mutacdes (KHAERUNNISA et al., 2020).

Tomando como base os achados desse estudo, Jin ef al. (2020) se propuseram a
determinar a estrutura da proteinase principal do SARS-COV-2 e elencar seus inibidores em
potencial. O N3 e seu andlogo N1 se demonstram promissores, pois foram capazes de se ligar
a Mpro de forma semelhante. A principal diferenga no acoplamento destas duas moléculas com
alvo se encontra na subunidade P1’, enquanto a por¢ao benzil éster do N3 adota uma certa
conformagdo nesse sitio, a porcao etil éster do N1 adquire uma conformacao ligeiramente
distinta.

A hesperidina apresentou o mesmo padrdao de acoplamento que o composto N3 a
proteinase principal, sendo capaz de estabelecer mais ligagcdes de hidrogénio e interagcdes com
outros residuos de aminodcidos presentes no sitio enzimatico que o presente inibidor.
Complementarmente, um estudo performado por Das et al. (2020) utilizando uma das cadeias
que compdem a Mpro do SARS-COV-2 determinou que a hesperidina foi capaz de interagir
com diversos aminoacidos que compdem o local ativo desta subunidade enzimatica, como
THR24, THR25, THR45, HIS4, SER46, CYS145, com uma energia de afinidade (—9.02
kcal/mol) superior aquela apresentada pelo farmaco antiviral indinavir (-8,84 kcal/mol). De
forma semelhante, Chen et al. (2020) determinaram que a hesperidina ¢ capaz de se ligar as
diferentes cadeias da Mpro do SARS-COV-2 apresentando valores de energia de afinidade mais
promissores que os antivirais lopinavir e ritonavir. Esses achados demonstram que a hesperidina
¢ capaz de se ligar em diferentes sitios da Mpro, apresentando 6timas energias de afinidade
quando comparadas a farmacos antivirais e inibidores conhecidos.

A luteolina ¢ outro flavondide que potencialmente atua por essa via antiviral. Os
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ensaios de ancoragem molecular realizados por YU et al. (2020) demonstraram que a luteolina
¢ capaz de interagir em um mesmo sitio que o N3 (formado principalemnte pelos residuos de
aminoacidos THR25, LEU27, LEU4, VAL3 e ASN142), estabelecendo cinco ligagdes de
hidrogénio, duas a mais que o inibidor. A energia de afinidade apresentada pelo flavonoide (-
5.37 kcal/mol) também se mostrou mais promissora que o composto controle (-3.63 kcal/mol)
indicando maior estabilidade no acoplamento a enzima quando comparada ao N3. Esse dado
corrobora aos resultados apresentados no presente estudo, demonstrando que a luteolina ¢ capaz
de estabelecer interagdes em sitios distintos da enzima.

A literatura evidencia o potencial da miricetina e quercetina comparando sua
performance de docking com farmacos antivirais. Um estudo realizado por Sharma et al. (2020)
evidenciaram que tanto ambos os flavonoides sdo capazes de interagir com outro sitio da
proteinase principal do SARS-COV-2 através de ligacdes de hidrogénio, nos residuos de
aminoacidos ASN142, GLY 143, SER144, LEU141, CYS145, HIS41 e THR26 conforme
também demonstrado para o controle ribavirin. Em termos de energia de afinidade, miricetina
e quercetina apresentaram os valores de -6,15 e -6,58 kcal/mol, respectivamente. Esses dados
sdo inferiores quando comparados aos resultados obtidos no presente estudo, mas ainda se
encontram dentro do valor favoravel de energia livre de ligagdo (AG > 6,0 kcal/mol) e acima
do valor evidenciado pelo inibidor ribavirin, atingindo -5,43 kcal/mol.

Outro alvo das terapias antivirais sao as metiltransferases (Mtases), definidas como
uma classe de enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo metila do seu cofator S-
adenosil-metionina (SAM) para seus substratos, sendo pecas — chave na regulacao epigenética
através da metilacdo do DNA e RNA, maturagcao do RNA mensageiro (CAI; KAPILASHRAMI;
LUO, 2016). Especificamente, as moléculas que ganham destaque nessa via de inativacao sdo
os analogos do SAM e andlogos da S-adenosil-L-homocisteina (SAH), produto da reacdo de
transmetilagdo dependente de SAM e reconhecido como inibidor de retroalimentacao nao-
seletiva para uma infinidade de Mtases (ZHANG; ZHENG 2016).

A sinefungina ¢ um dos principais representante dos analogos naturais do SAH,
sendo originalmente isolada de culturas de Streptomyces griseolus (HIJIKATA, 2020).
Especificamente, as metiltransferases codificadas por virus envolvidas no processo de capping
do RNA mensageiro apresentam maior sensibilidade a esse composto quando comparadas as
demais Mtases, permitindo que este composto seja investigado como agente antiviral (ZHANG;
ZHENG 2016). No contexto do SARS-COV-2 o0 mecanismo proposto para essa acao antiviral
reside na capacidade dessa molécula se ligar ao sitio especifico do SAM presente na subunidade

NSP16, causando a supressao da atividade enzimatica (CHEN; GUO, 2016).
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Complementarmente, a sinefungina apresenta concentracdo inibitéria média
variando de 0,1 a 20uM para uma gama metriltransferases porém, demonstra baixa
permeabilidade nas membranas celulares, provavelmente devido a metionina que lhe confere
uma por¢do polar (COPELAND; SOLOMON; RICHON, 2009). Ademais, a toxicidade
apresentada em modelos animais impediu sua aplicagdo terapéutica imediata, sendo

principalmente usada de forma experimental (COPELAND, 2012; KURODA et al., 2019).

O presente trabalho demonstrou que a sinefungina e os flavonoides testados foram
capazes de estabelecer interacdes com o complexo NSP16 — NSP10, compartilhando os
mesmos residuos de aminoacidos com energias de afinidade favoraveis. Corroborando com esse
achado, o estudo desenvolvido Tazikeh-Lemeski et al. (2020) determinou que alguns
medicamentos antivirais e antiinflamatérios estabelecem ligacdes de hidrogénio nos mesmos
residuos de aminoacidos que os flavonoides, definindo um padrao de acoplamento

compartilhado por essas moléculas no sitio catalitico da enzima.

Os valores de energia de afinidade apresentados pelos flavonoides foram ainda mais
promissores do que aqueles demonstrados pelos antivirais. Por exemplo, a hesperidina
apresentou um valor superior de AG em relagao ao maviroc, o farmaco de melhor performance
nos testes. Miricetina, quercetina e naringenina por sua vez, apresentaram melhores resultados
quando comparados aos compostos fivapiravir, didanosine e prednisolona. Desta forma, estes
resultados apontam os flavonoides como inibidores em potencial do complexo NSP16-NSP10
metiltransferase do SARS-COV-2, sendo uma alternativa a sinefungina e demais agentes
antivirais que apresentem muitos efeitos colaterais e baixa biodisponibilidade. (Tazikeh-

Lemeski et al., 2020).

Dentro do contexto da infeccdo por SARS-COV-2 virias pesquisas envolvendo
novas abordagens terapéuticas tém sido direcionadas para a investiga¢do de moléculas capazes
de interferir da ligacdo da proteina SPIKE com a enzima conversora de angiotensina 2 ou
bloquear o sitio catalitico da mesma, impedindo o processo infeccioso do virus (BASU;
SARKAR; MAULIK, 2020).

O lisinopril ¢ um farmaco inibidor da ACE2, amplamente utilizado para o
tratamento da hipertensdo e hipertensdo renovascular, em monoterapia ou associado a outras
classes de agentes anti-hipertensivos (TSAI et al., 2017). Segundo Khelfaoui ef al. (2020), este
medicamento ¢ capaz inativar tanto a enzima como ao complexo formado entre esta proteina

transmembrana e a SPIKE de forma mais efetiva que a cloroquina e hidroxicloroquina,
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permitindo a utilizagdo desse composto como controle na pesquisa de novas moléculas com
potencial inibitorio.

O presente estudo demonstrou que a hesperidina interage no mesmo sitio de ligagao
do lisinopril, apresentando uma energia de afinidade superior, bem como dentre todos os
flavonoides testados foi a que apresentou melhor energia livre de ligagdo com a proteina SPIKE.

Os trabalhos de Utomo et al. (2020) e Tallei et al. (2020) evidenciaram o carater
antiviral da hesperidina ao estabelecer que a energia de afinidade apresentada por essa molécula
varia de -8,3 a -9,6 kcal/mol dependendo do sitio de interagao adotado. Ademais, a hesperidina
¢ capaz de se ligar a ACE2 nos residuos de ASN63, ALA71, LYS74 e SER44 de forma a mudar
a conformacao desta e desestabilizar a interagdo da proteina SPIKE com seu receptor. O mesmo
estudo comprova que o flavonoide ainda ¢ capaz de estabelecer ligacdes com outra regiao da
proteina SPIKE apresentando um o6timo valor de afinidade, demonstrada pelos residuos
VALA472, GLY474, GLY471, PHE475, GLU473. Esses dados em conjunto com os resultados
apresentados por essa pesquisa predizem o potencial da molécula de hesperidina como 6timo
antiviral no combate a infecgao por SARS-COV-2. receptor (BASU; SARKAR; MAULIK,
2020).

Corroborado com os resultados relatados nesta pesquisa, Pandey et al. (2020)
determinaram que quercetina e luteolina apresentaram energias de afinidade iguais a -8,5 ¢ -8,2
kcal/mol respectivamente, sendo capazes de interagir com o dominio S2 da proteina SPIKE.
Este sitio ¢ distinto do descrito nesse presente estudo e ¢ composto pelos residuos de
aminoacidos ILE870, ASP867, ALA1056, PRO1057, GLY 1059, HIS1058, SER730, MET730
MET731, LYS733, VAL860, LEU861, PRO863. Complementarmente, Maurya et al. (2020)
determinaram outro sitio de intera¢do da quercetina e luteolina na proteina SPIKE, abrangendo
os residuos GLN314, ASN764, ARG765, THR768, bem como na enzima ACE2, definido pelos
residuos TYR385, GLU398, HIS401, GLU402.

A miricetina manteve um padrdo de acoplamento a ACE2 semelhante ao
apresentado pela quercetina, demonstrando cinco ligagdes de hidrogénio e energia de afinidade
igual a -7,18 kcal/mol, sendo que literatura relata que a energia livre de liga¢do oriunda da
interacio entre miricetina e ACE2 pode chegar até -8,9 kcal/mol (NGWA et al., 2020). E
destacado também o papel deste flavonoide como potente inibidor da helicase do SARS-COYV,
uma vez que € capaz de se encaixar e interagir diretamente com o sitio de acoplamento
ATP/ADP presente nessa enzima, formado pelos residuos N265, Y269 e R443 (YU et al., 2012).
Além disso, Singh et al. (2020) evidenciaram que tanto a hesperidina como a miricetina sao

capazes de interagir com outro alvo proteico do SARS-COV-2, a RNA polimerase RNA-
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dependente (RdRp), apresentando Otimas energias de afinidade (-8,8 e -7,2 kcal/mol,
respectivamente) e estabelecendo conexdes com residuos de aminoacidos que compdem a
regido catalitica da enzima.

Além dos resultados promissores frente os principais componentes proteicos da
infeccdo mediada por SARS-COV-2, os flavonoides ainda apresentam 6timos relatos em
estudos antivirais envolvendo outros patégenos.

A luteolina se demonstrou capaz de impedir a reativagao do HIV-1 por bloquear a
transativagdo de LTR conduzida por clades -B e -C-Tat (MEHLA; BIVALKAR-MEHLA;
CHAUHAN, 2011). Ademais, o flavonoide conteve a reativa¢dao do virus Epstein-Barr (EBV)
nas cé€lulas pela desregulagcdo do fator de transcricdo Spl vinculativo, como também inibiu a
acdo do enterovirus 71 e coxsackievirus A16 através do impedimento pronunciado da
replicagdo do RNA viral (WILLIAMSON, 2010; XU, 2014). Além disso, esse composto
demonstrou efeitos antivirais contra o rhesus rotavirus, o arbovirus Chickungunya (CHIKV) e
o virus da encefalite japonesa (JEV) (KNIPPING; GARSSEN; VAN'T LAND, 2012; MURALI
et al., 2015; FAN et al., 2016). Esse composto ainda evidenciou agdo sinérgica com o
kaempferol contra o HSV, a partir da observagdo que o composto propolis se mostrou mais
ativo que as moléculas isoladas (IMANISHI et al., 2002).

Ja a quercetina, por administracao oral, foi capaz de proteger camundongos da agao
letal do virus mengo, assim como demonstrou atividade antiviral dose-dependente contra o
poliovirus tipo 1, herpes-virus simples 1 e 2 (HSV-1, HSV-2) e o virus sincicial respiratorio
(RSV) in vitro (LYU; RHIM; PARK, 2005; NINFALI et al., 2020). Estudos recentes
demonstram a agao efetiva que esse flavonoide possui contra um amplo espectro de cepas do
virus influenza, através da sua interacdo com a hemaglutinina presente nesses patogenos,
inativando a fusdo de células virais (WU et al., 2015). Corroborando com esse achado,
pesquisas in silico revelaram que esse composto pode ser um inibidor em potencial da
neuraminidase dos virus influenza A HIN1 e H7N9 (LIU et al., 2015; LIU et al., 2016).
Ademais, a quercetina potencializou os efeitos da 5-etil-dioxiuridina e aciclovir contra a

infecgdo por herpes simples (CARVALHO et al., 2013; IMANISHI et al., 2002).

A naringenina demonstrou ser capaz de reduzir a replicagdo e o efeito citopatico da
cepa neurovirulenta do virus Sindbis in vitro, além de se mostrar eficiente no bloqueio das
montagens das particulas do HCV e na inibi¢ao do alfavirus CHIKV em células Vero infectadas
(PAREDES et al., 2003; GOLDWASSER et al., 2011; AHMADI et al., 2016). Ja a mirecetina

ganhou destaque nos estudos envolvendo o HIV, pois foi possivel evidenciar sua capacidade de
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ligacdo e inibicdo da transcriptase reversa do HIV-1 e de reduzir a fixacdo do virus as células-
alvo (ORTEGA et al., 2017; REN et al., 2018). A hesperidina, por sua vez, demonstrou um
papel importante no controle da infeccdo por enterovirus 71 através de mecanismos
antioxidantes (WANG et al., 2015). Sua forma sulfonada também detém acdo anti-herpética

(GARG, 2005).

Os resultados até aqui descritos sdo advindos da capacidade dos flavonoides em
estabelecer interacdes com os alvos proteicos virais culminando numa resposta efetiva contra
esses patdgenos. A natureza quimica dessas ligagdes tem grande impacto nessa resposta

antiviral, sendo um dos principais fatores que corrobora para a eficacia da mesma.

Dentre os tipos de interagdes destacadas nesse estudo existem as ligagdes de
hidrogénio, consideradas como as conexdes ndo-covalentes mais relevantes nos sistemas
biologicos (ARUNAN et al., 2011). A energia associada a uma ligacdo de hidrogénio varia de
2 a 10 kcal mol-1, sendo responsaveis por manter a estrutura das conformacdes das a — hélices
e folhas B — pregueadas das proteinas e das bases purinas-pirimidinas dos acidos nucléicos
(CAMPBELL; FARREL, 2007). A literatura relata a importancia dessas ligagdes para a agao
de varios farmacos, como por exemplo, o saquinavir sobre o sitio catalitico da protease do HIV-
1 e os compostos pirazolo-piridinicos e sobre algumas proteinas quinases (LIU et al., 2008;

LEUNG; ABBENANTE; FAIRLIE, 2000).

Outro componente que corrobora para o acoplamento molecular entre ligantes e
alvos sdo as forgas eletrostaticas, que podem variar energeticamente entre 1 e 7 kcal/mol
(CHURCHILL; RUTLEDGE; WETMORE, 2010). Os anéis aromaticos presentes nos
flavonoides e em alguns residuos de aminoéacidos notados nos alvos foram capazes de
estabelecer conexdes eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo conhecidas como como empilhamento
amida - t, empilhamento n© — m em forma de T, alquil — arila ou alternativamente interagdes ion-
dipolo denominadas de cation — . Apesar de presente nos resultados, a literatura relata que a
interacdo anion — m raramente ocorre em sistemas bioldgicos, uma vez que as cadeias laterais
de aminodcidos aromaticos ricos em elétrons repelem cargas negativas proximas a suas nuvens

n (EGLI; SARKHEL, 2007).

A relevancia biologica dessas interagdes pode ser evidenciada na enzima B-cetoacil
ACP sintetase, responsavel por catalisar a condensagdo de Malonil-ACP com a cadeia de 4cido
graxo em formagdo através do estabelecimento de interagcdes do tipo amida - ©, empilhamento

n—n em forma de T e empilhamento © com seu ligante (PAPPENBERGER et al., 2007). Como
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outro exemplo, foram observadas interagcdes de empilhamentos m e T do grupo fenila do inibidor
de aldose redutase com os grupos fenila de TRP111 ¢ PHE122, que contribuem para sua
estabilidade no sitio de catalitico da enzima (MCDONOUGH et al, 2002).
Complementarmente, as for¢as dipolares de um sistema de empilhamento m sdo de grande
importancia no reconhecimento molecular da tacrina (um farmaco utilizado no tratamento do
alzheimer) pelo sitio catalitico da acetilcolinesterase (CHENG et al., 2019). Ademais, esses
tipos de empilhamento ainda estdo envolvidos no processo de reconhecimento do mRNA cap
por proteinas, na redugdo dos valores de pKa de residuos importantes do sitio catalitico da

enzima glutationa S-transferase (IBARRA; NIESLANIK; ATKINS, 2001).

Os empilhamentos amida-n se configuram como fatores importantes para a poténcia
das interacdes, conforme demonstrado pelo estudo de Salonen et al. (2012), onde dois
inibidores do fator X contendo um anel oxazola apresentam geometria de interagdo parecidas,
mas com uma diferenca de 11 vezes na afinidade apresentada justamente pela presenca da

interacao amida-m.

Ja as ligagoes alquil — arila podem ter um papel significativo na conformagao e na
estabilidade de estruturas de complexos, apresentando energias de afinidade que variam entre -
1 a -5 kcal/mol (BRANDL et al., 2001). A literatura traz que essas interagdes estao presentes
no reconhecimento que englobam a produgdo de complexos de proteinas com cofatores ou
ligantes, conforme ¢ notado no grupamento heme, piridoxal-5-fosfato, nucleotideos,

carboidratos e peptideos ligados (NISHIO et al., 2014).

Estudos demonstraram que as interagdes cation-n podem estabilizar as energias de
interagdo em -2 a -5 kcal mol-1, tornando-as competitivas com ligagdes de hidrogénio e
interagdes entre pares de ions nas interacdes ligante-receptor e proteina-proteina (BISSANTZ;
KUHN; STAHL, 2010). Um dos principais exemplos da aplicacdo desta interagdo nos sistemas
bioldgicos se da pela ligacao da acetilcolina no sitio catalitico da acetilcolinesterase e na regido
de interacdo especifica nos receptores nicotinicos, através da conexdo cation-m entre seu grupo

amoOnio quaternario e um residuo de triptofano (ZHONG ef al., 1998).

J4 as forcas de van der Walls se configuram como intera¢des de grande importancia
para o processo de reconhecimento do ligante com determinado alvo proteico pois, apesar de
envolverem fracas energias de interagdo isoladamente, se caracterizam por interagdes multiplas,
que somadas, contribuem significativamente para o saldo energético do acoplamento (KAUR

et al., 2008). Por exemplo, a losartana atua como antagonista dos receptores de angiotensina II
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do subtipo 1 estabelecendo varias interacdes de van der Walls entre suas subunidades n-butila
e bifenila com os residuos de aminoéacidos hidrofébicos localizados na bolsa lipofilica L1

(PHE182, PHE171 e ALA163) e com o residuo VAL108 (BHUIYAN et al., 2009).

Além disso, os dados apresentados por esse estudo podem nortear pesquisas
envolvendo a relagdo estrutura-atividade dos flavonoides frente aos alvos proteicos da infec¢ao
por SARS-COV-2, uma vez que a literatura carece de fontes relacionadas a esse tema. Contudo,
existem estudos que evidenciam a presenca dessas caracteristicas nas agdes antiinflamatoria,

antioxidante e antiinflamatdria apresentadas por esses compostos.

Sarian et al. (2017) destacaram que a atividade antioxidante dos flavonoides
depende da sua estrutura, sendo determinada pelos fatores: reatividade como agente doador de
hidrogénio e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado; reatividade em frente a outros
antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interagdo com as
membranas. De forma geral, quanto maior o numero de hidroxilas, maior a atividade do agente
de hidrogénio e de elétrons, de forma que flavonoides que apresentam diversos grupamentos
OH como a quercetina, miricetina e luteolina, por exemplo, possuem forte atividade

antioxidante.

Quando se trata da atividade antiinflamatodria, a presenca de glicosilagdes nao ¢
favoravel. Kim et al. (2004) demonstraram que a presenca de hidroxilas nas posi¢des 3°, 4°, 5’
e 7° sao importantes, ao passo que a glicosilagdo desses grupos causa redugdo da atividade
antiinflamatéria. Complementarmente, outro exemplo que mostra a interferéncia da
glicosilagdo na atividade anti-inflamatodria focaliza quercetina, seu glicosideo rutina, o flavonol
morina e o glicosideo hesperidina frente a formacao de edema na pata de camundongo induzido
por carragenina. Ainda € possivel observar que as agliconas (quercetina e morina) apresentaram
melhores resultados, enquanto que os flavonoides glicosilados ndo apresentaram atividade
significativa. Esses resultados permitem observar que a lipofilicidade torna-se um importante

fator (DINDA et al., 2017).

De forma geral, a deslocalizacdo de elétrons 1t gerada pela extensdo de conjugagao
presente na estrutura dos flavonoides (carbonila cetonica em C4, ligagao dupla C2-C3 e anel B)
garante uma estabilidade favoravel das espécies intermedidrias geradas, o que incentiva as
interacdes moleculares envolvidas (THEOHARIDES et al., 2001; TROUILLAS et al., 2006).
Tais evidéncias sdo comprovadas através de estudos tedricos de modelagem molecular. Além

disso, o grupamento catecol (1,2-di-hidroxifenil) no anel B possibilita a ocorréncia de oxidacao
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enzimatica, resultando na formacdo de espécies eletrofilicas do tipo quinona/semiquinona
capazes de sofrer adicdo nucleofilica. Dessa forma, os flavonoides atuam como eletrofilos
ligantes de macromoléculas, acarretando em reagdes que envolvam a formacdo de ligagdes
covalentes entre flavonoides e alvos proteicos de interesse biologicos (RAWEL; ROHN;

KROLL, 2003)

Desta forma, os resultados apresentados pelo presente estudo sugerem que os
flavonoides podem inibir a interacdo do virus com as células hospedeiras através da ligacao a
ACE2 ou proteina SPIKE. Além disso, os flavonoides apresentam afinidade por enzimas

importantes em processos pos-traducionais, interferindo na replicagdo viral.
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7 CONCLUSAO

O emprego de metodologias in silico permitiram evidenciar as interagdes
moleculares presentes entre os flavonoides e os principais alvos proteicos envolvidos na
infeccdo por SARS-COV-2. Notou-se a capacidade tedrica que esses compostos naturais t€m
de estabelecer fortes conexdes no mesmo sitio de ligagdo de inibidores, exibindo 6timos valores
de energia de afinidade. Destacou-se a versatilidade da flavanona hesperidina, capaz de se ligar
no sitio inibitoério de enzimas como a proteinase principal, a metiltransferase heterodimero
NSP16-NSP10 e a ACE2 apresentando mais ligacdes de hidrogénio e melhores escores de
energia livre de ligagdo que seus respectivos inibidores (N3, sinefungina e lisinopril). Esses
resultados ilustram o potencial farmacologico tedrico dos flavonoides, servindo de indicacao
para a viabilidade de testes em cultura de células. Enfatizando que o presente trabalho
representa uma etapa essencial no processo de desenvolvimento de um medicamento baseado

em flavonoides para o tratamento do COVID-19.
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