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RESUMO: O emprego de plantas com fins medicinais ¢ uma das mais antigas formas para
tratamento, cura, ¢ preven¢dao de doengas, ela ¢ a principal ou Unica matéria prima para
elaboracdo de medicamentos, sendo alvo de estudos para a¢des farmacoldgicas contra o novo
coronavirus (SARSCoV-2). Entre essas espécies naturais destacamos a Pterodon
emarginatus, conhecida popularmente como sucupira. Com a pesquisa, temos como objetivo
realizar um estudo computacional sobre o potencial dos constituintes quimicos de Pterodon
emarginatus na inibicdo das proteinas de entrada celular dos SARS-CoV-2. Quanto a
metodologia, ¢ realizada através da selecdo de compostos organicos e constituintes quimicos
da P. emarginatus com a plataforma PubChem, e a retirada das proteinas do coronavirus
(6vxx, 6lu7, 1R42n, Receptor5) do banco de dados PDB. A docagem molecular consiste no
uso dos programas Autodock Tools 1.5.6, e a obtencdo do calculo através do Autodock Vina.
A otimizag¢do dos compostos ¢ calculada no programa Gaussian 09, e o LigPlus na obtencao
dos aminoacidos por ligacdes de hidrogénio. Para a obtencao da estrutura em 3D das proteinas
e ligantes utilizamos o programa Chimera v. 13.1. o0 mesmo responsavel pela remocao de
todas as moléculas de 4gua e ions da proteina. Foram usados 44 compostos, com quatro
proteinas dando um total de 176 docagens, sendo o melhor resultado obtido do composto
Acetoxyvouacapane encontrada no 6leo das sementes, com uma energia de ligacdo -9.6
Kcal/mol e Lupeol encontrado na casca com energia de -9.1Kcal/mol. Os 6leos essenciais da
planta possuem efeitos inibidores que sdo caracterizados pela presenca de substancias
terpenoides; podem ser explorados para a obten¢do de compostos bioativos, buscando novos

caminhos para o controle e tratamento de diversas doengas.

Palavra Chave: coronavirus; compostos organicos; proteinas.



ABSTRACT: The use of plants for medicinal purposes is one of the oldest forms of
treatment, cure, and prevention of diseases, being the main or only raw material for the
preparation of medicines, being the target of studies for pharmacological actions against the
new coronavirus (SARSCoV -two). Among these natural species we highlight Pterodon
emarginatus, popularly known as sucupira. Aiming to carry out a computational study on the
potential of the chemical constituents of Pterodon emarginatus in inhibiting SARS-CoV-2
cellular entry proteins. The methodology is carried out through the selection of organic
compounds and chemical constituents of P. emarginatus with the PubChem platform, and the
removal of coronavirus proteins (6vxx, 6lu7, 1R42n, Receptor5) from the PDB database.
Molecular docking consists of using the Autodock Tools 1.5.6 programs and obtaining the
calculation through Autodock Vina. Compound optimization is calculated using the Gaussian
09 program, and LigPlus is used to obtain amino acids through hydrogen bonds. To obtain the
3D structure of proteins and ligands, we used the Chimera v program. 13.1. the same
responsible for removing all water molecules and ions from the protein. 44 compounds were
used, with four proteins giving a total of 176 dockings, with the best result obtained from the
compound Acetoxyvouacapane found in the seed oil, with a binding energy of -9.6 Kcal/mol
and Lupeol found in the peel with an energy of -9.1Kcal /mol. The plant's essential oils have
inhibitory effects that are characterized by the presence of terpenoid substances; can be
explored to obtain bioactive compounds, seeking new ways to control and treat various

diseases.

Keyword: Coronavirus. Organic compounds. Proteins
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1. INTRODUCAO

O SARS-CoV 2 causador da COVID-19 surgida inicialmente na China se espalhou
pelo mundo gerando milhares de casos e mortes (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020). Até o
momento (7 de maio de 2021) foram registrados 155.665,214 casos confirmados 3.250,648
mortes, ¢ no Brasil ha 14.930,183 casos e 414.399 mortes (WHO, 2021).

Os numeros elevados da COVID-19 estdo relacionados a transmissibilidade e a
patogéneses do virus. Podendo ser transmitido por particulas aéreas ou por contato direto,
porém o distanciamento social e o uso de mascaras podem diminuir a transmissao (BAI et al.,
2020; WANG; TANG; WEI, 2020; GARCIA et al., 2020).

Por se tratar de um novo virus, que até entdo, era desconhecido pela comunidade
cientifica, buscar uma terap€utica promissora tornou-se prioridade, assim, a utilizagdo de
métodos computacionais ¢ essencial para descobrir rapidamente compostos que inibam a
porta de entrada do virus na célula que ¢ a proteina Spike (S) do SARS-CoV-2 e a ligagdo na
proteina conversora de angiotensina (ECA2).

Assim, os produtos naturais tem sido alvo de estudos para a¢ao farmacologica contra o
novo coronavirus, entre essas espécies naturais destacamos a Pterodon emarginatus,
conhecida popularmente como sucupira, apresentando uma rica ag¢do medicinal, sendo
utilizada para o tratamento de reumatismo, dores de garganta, disfungdes respiratorias
(bronquites e amidalites), além das suas atividades anti-inflamatdrias, analgésica, depurativa,
tonica, cicatrizantes, ¢ no tratamento de faringites, amidalites e bronquites em humanos

(FERREIRA et al., 2014; DUTRA et al., 2009; HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007).

Pterodon emarginatus pertence a familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Faboideae (LORENZI 2008). Estudos fitoquimicos do género Pterodon t€ém demonstrado a
presenca de alcaloides nas cascas das arvores (TORRENEGRA et al., 1989), isoflavonas e
alguns triterpenos (MARQUES et al., 1998) na madeira (FASCIO et al., 1976; ARRIAGA et
al., 2000), e diterpenos, epoxigeranilgeraniol e alguns derivados isolados de P. pubenscens
tem sido associado com uma atividade protetora contra a penetracdo de cercarias de
schistosoma mansoni, principal vetor da esquistossomose (DOS SANTOS FILHO Et al.,
1972), e isoflavonas no 6leo das sementes (BRAZ-FILHO & GOTTLIEB, 1971).

O emprego de plantas com fins medicinais para tratamento, cura, € prevencao de
doencas ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade, sendo ela a

principal ou a Unica matéria prima para elaboracdo de medicamentos. Deste modo, o
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planejamento racional de fArmacos consiste em estratégias de planejamento fundamentadas na
fisiopatologia das doencas, no estudo de vias bioquimicas e na selecao de alvos moleculares
(SILVA et al., 2020).

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou das interagdes entre
ligante-receptor permite a aplicacdo dessas estratégias de planejamento racional de farmacos,
pois ajuda a obter e analisar as propriedades e caracteristicas dos ligantes bioativos de
interesse (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Devido aos grandes avangos computacionais, das técnicas e dos algoritmos de
simulacgoes, ¢ da crescente diminuicao do custo computacional e aumento no desempenho e
confiabilidade dos programas e recursos, a Modelagem Molecular vem sendo cada vez mais
utilizada em diversos processos bioldgicos, em especial, no desenvolvimento e planejamento

de farmacos (SILVA et al., 2020).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Triagem virtual de compostos organicos de Pterodon emarginatus como possiveis

inibidores das proteinas de infecdo por SARS-CoV-2.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar os ligantes de Pterodon emarginatus;

e Selegdo das proteinas do SARS-CoV-2

e Testar por meio de docagem molecular as moléculas e proteinas selecionadas;

e Obtencdo das energias de interagdes moleculares por meio de figuras tridimensionais;

e Estudar farmacocinético por ADME-TOX;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O SARS-CoV-2/ covid-19

3.1.1 Coronavirus

Os coronavirus (CoVs) pertencem a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae e
subfamilia Coronavirinae, ¢ infectam ampla gama de hospedeiros. De acordo com as relagdes
genéticas e filogenéticas entre seus membros,

esta subfamilia ¢ dividida em quatro géneros: alfa (D), beta (E), gama (J) e delta (G).
Os membros dos géneros D e E infectam mamiferos, ao passo que os membros dos géneros J
e G infectam principalmente passaros e, adicionalmente, alguns mamiferos (Cui, Li & Shui,
2019).

Atualmente, os CoVs que infectam humanos e causam infecgdes respiratorias leves
sao dois D-CoVs (229E e NL63) e E-CoVs (OC43 e HKU1). Ocasionalmente, essas infecgoes
podem evoluir para casos graves. Adicionalmente, trés distintos E-CoVs, que causam
infecgdes altamente patogénicas em humanos surgiram nas Ultimas duas décadas, incluindo o
primeiramente identificado CoV da sindrome respiratoria aguda grave (Sars-CoV), o CoV da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (Mers-CoV) e o mais recentemente descrito Sars-
CoV-2, causador da pandemia de Covid-19.

O Sars-CoV-2 pertence ao subgénero Sarbecovirus, assim como os Sars-CoV e Mers-
CoV. O Sars-CoV-2, porém, foi identificado como um virus distinto com base na baixa
identidade genética com esses outros virus altamente patogénicos.

Com base na filogenia e taxonomia, o SARS-CoV-2 foi classificado pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) — do inglés International Committee on
Taxonomy of Viruses — como um virus da espécie Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus (SARSr-CoV), pertencente ao género Betacoronavirus, subfamilia Coronavirinae,
familia Coronaviridae, ordem Nidovirales, reino Riboviria. (GORBALENYA et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 consiste em uma Unica fita de RNA positivo de
aproximadamente 29,9 kb de comprimento. Seu genoma codifica quatro proteinas estruturais,
a do nucleocapsideo (N), proteina do envelope (E), glicoproteina de superficie (S) e proteina

de membrana (M) (OPAS, 2022).
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Figura 01: Estrutura viral simplificada do SARS-CoV-2
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Quanto ao processo de infeccdo, a invasdo da célula pelo SARS-CoV-2 ocorre a partir
da ligacdo da proteina S com um receptor enzimatico, a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2) na superficie da célula humana.

O virus entdo se funde a membrana e libera seu material genético (RNA viral) no
interior da célula que, uma vez infectada, comeca a fabricar proteinas que auxiliardo na
produgdo de copias do virus. Cada célula infectada ¢ capaz de produzir milhdes de novas
particulas virais, que uma vez liberadas no organismo do hospedeiro, irdo infectar outras

células sadias.

3.1.2 Evolucdo

Até meados do ano de 2002, os coronavirus humanos eram conhecidos apenas por
causarem infecgdes respiratdrias brandas, com quadros semelhantes ao resfriado comum, sem
grande relevancia para a satde publica. No entanto, ao final daquele ano, uma nova espécie de
coronavirus emergiu causando um surto de sindrome respiratoria aguda grave, associada

a pneumonia, a faléncia respiratdria e a 6bitos na provincia de Guangdong, na China.
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Os CoVs dos géneros D e E evoluem a partir de morcegos, ¢ os J e G de passaros e
suinos (Cheng et al., 2007; Woo et al., 2012). Os morcegos também sao considerados os
hospedeiros naturais para progenitores de CoVs altamente patogénicos em humanos, como
Sars-CoV ¢ Mers-CoV (Perlman, 2020) e os reservatorios dos CoVs 229E e NL63 (Graham,
Donaldson & Baric, 2013). Previamente a infec¢do humana, ha o envolvimento de
hospedeiros animais intermediarios, que entdo transmitem os CoVs para o hospedeiro
humano.

A emergéncia do SARS-CoV foi associada a mutagdes surgidas em um coronavirus de
morcego, o animal reservatorio natural da maioria dos coronavirus (CORMAN et al., 2018; LI
et al., 2005). As mutagdes acumuladas no genoma do SARS-CoV levaram a substitui¢des de
aminoacidos em sua proteina de superficie viral que resultaram no aumento da afinidade de
ligagdo desta com o receptor ACE2 humano (WALLS et al., 2020).

Consequentemente, o virus adquiriu maior capacidade de infectar células humanas,
tornando-se mais virulento e adaptado a transmissdo pessoa-pessoa, causando entre 2002 e
2004 a primeira epidemia de coronavirus de relevancia para satide publica.

Em 31 de dezembro de 2019 as autoridades de saude chinesas relataram para a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma epidemia de casos com infecgdes respiratorias
baixas detectada em Wuhan, a maior area metropolitana da provincia de Hubei, iniciada no
inicio do mesmo més.

A etiologia dessa doenga ¢ agora atribuida a um novo virus pertencente a familia dos
coronavirus (CoV), denominado Sars-Cov-2. Em 11 de fevereiro de 2020, o diretor-geral da
OMS, dr. Tedros Adhanom Ghebreyesus, anunciou que a doenga causada por esse novo CoV

seria denominada Covid-19, sigla de “doenga por coronavirus 2019” (Cascella et al., 2020).

3.1.3 Transmissdo

Em relagdo aos primeiros casos de COVID-19 em humanos, suspeita-se que o contato
direto com animais hospedeiros intermediarios ou o consumo de animais selvagens tenham
sido a principal via de transmissdo de SARS-CoV-2. (CORMAN etal., 2018; ZHANG;
HOLMES, 2020) No entanto, a(s) fonte(s) e rotas de transmissdo do SARS-CoV-2 entre
hospedeiros primarios, intermediarios € o homem ainda apresentam lacunas.

SARS-CoV-2 (um air-borne virus) ¢ transmitido primariamente de uma pessoa
infectada — seja sintomadtica, pré-sintomatica ou assintomadtica — a outra, através de particulas
virais contidas em goticulas orais ou nasais, expelidas durante espirros, tosse ou fala.

(ARONS et al., 2020; CORMAN et al., 2018; GANDHI; YOKOE; HAVLIR, 2020).
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As particulas virais podem ficar suspensas no ar por algum tempo, dependendo de
varios fatores como confinamento do ambiente, umidade relativa do ar e carga viral, ou se
depositarem em superficies que estejam no entorno, como pisos e objetos. No caso de
particulas virais suspensas, a contaminacdo se dad pela inalacdo e, no caso das particulas
depositadas, através de manuseio das superficies contaminadas e posterior contato com o0s
olhos e a boca.

Estudos em laboratorio mostram que particulas de SARS-CoV-2 podem se manter
viaveis por periodos que variam de minutos a horas, dependendo do tipo de superficie e da
carga viral depositada sobre elas. (VAN DOREMALEN et al., 2020).

A possivel transmissdo fecal também tem sido discutida devido a alta carga de RNA
de SARS-CoV-2 detectada por RT-PCR nas fezes de pacientes, inclusive por tempos
excedentes ao periodo de viremia em amostras coletadas a partir do trato respiratério. (DING;
LIANG, 2020) No entanto, particulas virais infecciosas ndo foram isoladas a partir deste tipo

de amostras e, portanto, esta via de transmissdo ndo esta estabelecida. (WOLFEL et al., 2020)

3.1.4 Replicagao

A replicagao dos coronavirus inicia-se na etapa de adsor¢ao, quando a regidao RBD da
subunidade S1 da glicoproteina viral S interage com receptores de membrana da célula
hospedeira. (FEHR; PERLMAN, 2015). Notavelmente, a regido RBD da gliproteina S de
SARS-CoV-2 possui uma afinidade entre 10 e 20 vezes maior com o receptor ACE2 que a de
SARS-CoV (WRAPP etal., 2020), o que pode contribuir para a maior disseminacao de
SARS-CoV-2 quando comparado a SARS-CoV.

Em humanos, oreceptor ACE2 ¢ amplamente expresso em células epiteliais dos
alvéolos pulmonares, em enterocitos do intestino delgado, em células endoteliais venosas
e arteriais (HAMMING et al., 2004) e em células da mucosa oral (XU et al., 2020), o que
embasa o entendimento sobre aspectos da patogénese dos referidos virus, assim como sobre as
diferencas individuais de suscetibilidade a infec¢do, como aquelas resultantes de
polimorfismos de ACE2.

ApOs a adsor¢do da particula viral a célula-alvo, ocorre a clivagem da glicoproteina S
de SARS-CoV-2, entre as subunidades S1 e S2, através da agdo de proteases celulares; etapa
crucial para entrada do virus na célula. Isso porque, com a protedlise, ha exposi¢do do
peptideo de fusdo, que mediara a fusdo do envelope viral com a membrana celular (HEALD-

SARGENT; GALLAGHER, 2012).
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O SARS-CoV-2 liga-se ao receptor ACE2 da célula-alvo, o que permite a fusdo da
membrana plasmatica com o envelope viral e desnudamento do RNA gendmico.
Alternativamente, o virus pode entrar na célula via endocitose. As poliproteinas ppla e pplab
sdo entdo traduzidas e clivadas, havendo formagdo do complexo replicase-transcriptase
e favorecimento da sintese dos RNAs genomico e subgenomico virais.

As proteinas estruturais M, E e S sdo traduzidas e seguem para o Ergic, onde,
juntamente com o RNA gendmico associado a proteina N, vao formar varios maduros que

serdo exocitados.

3.2 Plantas medicinais

As plantas formam um rico arsenal de produtos quimicos, organicos € inorganicos,
com diferentes potenciais para exploracao pelo homem. Muitas vezes sao utilizadas como
terapia complementar a tratamentos instituidos, por influéncia de praticas milenares ou por
indicacdo de familiares/pessoas proximas ao longo de geracdes (MACHADO et al., 2014;
JUTTE et al., 2017; SZERWIESKI et al., 2017; WEGENER, 2017; DIAS et al., 2018).

A seguranga e a eficacia na utilizacdo de uma planta medicinal dependem da
identificacao correta da planta, conhecimento de qual parte deve ser usada, modo de preparo,
forma de uso e dose apropriada, que agregam saberes do uso popular consolidado e evidéncias
reveladas por estudos cientificos (COLET et al., 2015).

O desenvolvimento natural da ciéncia e das tecnologias em satde possibilitaram que as
plantas medicinais tivessem seu valor terapéutico reconhecido. Assim, atualmente sdo de
interesse e amplamente pesquisadas por profissionais das mais variadas areas, além de que seu
uso ¢ recomendado e assistido por profissionais de satide com diferentes formacgdes
(LORENZI; MATOS, 2002).

No entanto, a utilizagdo de plantas também pode levar a ocorréncia de efeitos
adversos, seja pelo seu uso isolado, de modo inadequado, uso crénico ou em associagdo com
medicamentos convencionais ou mesmo com outras plantas e fitoterapicos (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005; MACHADO et al., 2014; ENIOUTINA et al., 2017).

Dessa forma, pesquisas sobre os beneficios e riscos no uso de plantas medicinais,
dentre outras finalidades, constituem estratégias de contribuir com evidéncias para acdes de
educacdo e promog¢ao da saude (BRASIL, 2016), dentre outras areas, como incentivo ao
planejamento do desenvolvimento sustentdvel, de novos medicamentos e da industria
farmacéutica.

A partir de produtos naturais, sdo isoladas moléculas que servem como protdtipo para

o delineamento e planejamento de novos farmacos, mas também para a investigagdo de novas
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acoes terapéuticas (RATES, 2001). Além disso, as plantas medicinais, como fontes de
moléculas promissoras para o desenvolvimento de medicamentos, possuem menor custo

quando comparado as pesquisas com moléculas sintéticas (IANCK et al., 2017).

3.2.1 Pterodom emarginatus

Planta florida
Fonte: Lewis et al. 2005

Folha composta, oposta, paripinada
Fonte: Lewis et al. 2005
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apice retuso, inflorescéncia em botéo, Foliolo oblongo, base cuneada, Inflorescéncia em

panicula, flores rosa, estandarte reflexo
Fonte: Lewis et al. 2005

Fruto sdmara, nucleo seminifero central
Fonte: Lewis et al. 2005

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, um maior numero de plantas
medicinais esta tendo seu valor terapéutico pesquisado, resultando em maior nimero de
compostos naturais, conhecidos como metabolitos secundarios (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005; LOPEZ, 2006).

Em meio ao grande numero de espécies de plantas com propriedades terapéuticas
encontrasse a sucupira-branca, identificada botanicamente como Pterodon emarginatus e
conhecida também como fava-de-santo-inacio (DUARTE, 2006; NEVES et al., 2007).

Esta planta pertence a familia Fabaceae e pode ser encontrada em todo cerrado
brasileiro e em areas de transi¢do. Todas as partes da planta sdo utilizadas na medicina
popular, desde a raiz até as folhas, sob a forma de infusdo e decocg¢do, tendo como principais

usos: no tratamento da diabetes, do reumatismo, e como anti-inflamatério. Varias pesquisas



21

sobre a atividade biologica da P. emarginatus vém sendo desenvolvidas recentemente
(PAULA et al., 2005; MORAES et al., 2009; SANTOS et al., 2010; GALCERAN et al.,
2011).

Pela utilizagdo popular brasileira, os extratos alcodlicos feitos, a partir, das sementes
de P. emarginatus sdo usados como anti-reumatico, antiinflamatorio, problemas de coluna,
depurativo e fortificante. Os frutos sao usados para o tratamento de dores musculares, torgdes,
artrite e artrose, apresentando acao antiinflamatoria e analgésica (Mors et al., 1967).

Na regido Centro-oeste, a populacao utiliza o cha das cascas do caule para infecgdes
ginecologicas (Almeida & Gottlieb, 1975). O 6leo dos frutos de P. emarginatus ¢ aromatico
sendo usado também no combate ao reumatismo e diabetes.

Carvalho (1998), a partir do extrato bruto dos frutos de P. emarginatus, verificou a
atividade antiinflamatéria desta espécie, atribuindo esta agdo a presenga de compostos
terpénicos. Outros estudos mostram a agdo protetora do extrato hexanico bruto dos frutos de
P. emarginatus frente ao stress oxidativo e nitrosativo induzido por exercicios agudos em
ratos (Paula et al., 2005).

No extrato hexanico foram caracterizados acidos graxos, sesquiterpenos (a-cariofileno,
B-cariofileno, mirceno, a-pineno, farneseno) e diterpenos triciclicos furdnicos com o
isolamento do 60,7B-diacetoxivouacapan-17p-oato de metila (Teixeira, 2003). Em estudos
recentes realizados por Moraes (2007), foram isolados os triterpenos lupeol e betulina das
fragdes hexanica e diclorometanica respectivamente, obtidas a partir do extrato etandlico
bruto das cascas do caule, neste trabalho ainda foi verificada atividade antiinflamatéria e
antinociceptiva do referido extrato.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos da casca foi realizada em
bactérias patogénicas e na avaliacdo farmacognostica detectou-se a presenca de flavonoides,
heterosideos saponinicos, resinas, tracos de esteroides e triterpendides (Bustamante et al.,

2005).

3.3. Triagem virtual (docagem molecular)
O Docking Molecular, ou docagem molecular, foi introduzido no inicio da década de
1980 e, desde entdo, tem contribuido tanto na fase de descoberta de novas moléculas bioativas
quanto na otimiza¢do de compostos bioativos ja conhecidos, melhorando caracteristicas como
poténcia e afinidade, propriedades farmacocinéticas, etc. (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008).
A Modelagem Molecular consiste em um conjunto de ferramentas para a construcao,

edi¢do e visualizacdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares complexos, podendo
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ser utilizada em estratégias de modelagem direta e indireta de novos farmacos (BARREIRO et
al., 1997). Dessa forma, esses métodos conseguem simular com grande eficicia a interagao
entre um ligante-proteina, tornando possivel a obtengdo de resultados da relacdo quantitativa
da estrutura e sua atividade biologica (SANT'ANNA, 2009).

Esse ¢ um dos métodos computacionais mais frequentemente utilizados em SBDD
devido a sua capacidade de prever, com um grau substancial de precisdo, a conformagao de
ligantes de moléculas pequenas no local de ligacdo do alvo apropriado (FERREIRA et al.,
2015).

O algoritmo utilizado nos programas de modelagem realiza essas tarefas de explorar o
espaco configuracional e de avaliar a energia de interagdo através de um processo ciclico, no
qual a conformacdo do ligante ¢ avaliada por fungdes de pontuagdo especificas
(MAGALHAES; DARDENNE, 2014). Este processo ¢ realizado até convergir para uma
solucdo de energia minima, ou seja, até ocorrer a minimizagdo de energia do sistema
(PAGADALA; SYED, 2017; YURIEV; ADOSTINO; RAMSLAND, 2011).

O Docking Molecular possibilita a investigacdo dos modos de ligacdo e as interagdes
intermoleculares e energias correspondentes que estabilizam o complexo ligante-receptor.
Uma das principais caracteristicas no processo de Docking ¢ a capacidade de simular diversos
modos de ligacdo observados experimentalmente através das conformagdes aplicadas
(YURIEV; ADOSTINO; RAMSLAND, 2011).

Também pode ser utilizado na triagem virtual de ligantes (Virtual Screening), sendo
este um método indispensavel para auxiliar na descoberta de medicamentos por intermédio da
pesquisa de numerosas bibliotecas de pequenas moléculas (MARINHO et al., 2020;
(YURIEV; ADOSTINO; RAMSLAND, 2011).

Existem diversas aplicacdes do uso do Docking na descoberta de fArmacos, como na
avaliacdo de inibidores da aromatase para o tratamento do cancer de mama (SUVANNANG
et al., 2011) e da acetilcolinesterase para o tratamento da doenca de Alzheimer (CHENG et
al., 2020; MEDEIROS FILHO et al., 2020), na busca de medicamentos contra a COVID-19
(SINGH; FLOREZ, 2020).

Desta forma, a Modelagem Molecular consiste em um conjunto de ferramentas para a
construcdo, edicdo e visualizagdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares
complexos, podendo ser utilizada em estratégias de modelagem direta e indireta de novos
farmacos (BARREIRO et al., 1997). Esses métodos conseguem simular com grande eficacia a
interacdo entre um ligante-proteina, tornando possivel a obten¢do de resultados da relacdo

quantitativa da estrutura e sua atividade biologica (SANT'ANNA, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao dos ligantes de Pterodon emarginatus

Foram selecionados compostos de vdarias classes oriundas da espécie como
flavonoides, alcaloides, terpenodides, cumarinas, saponinas entre outras de folhas, cascas e
sementes da planta sucupira branca. Os componentes quimicos foram desenhados ou

adquiridos na base de dados PubChem para posterior otimizagao molecular.

4.2 Determinacao do sitio ativo

Os sitios ativos da estrutura da glicoproteina de pico SARS-CoV-2 no estado fechado
foi determinada usando o servidor GASS-WEB (https://gass.unifei.edu.br/), uma ferramenta
que trabalha com célculos utilizando o método de algoritmos genéticos buscando residuos
correspondentes armazenados em bancos de dados como o Catalytic Site Atlas (CSA),
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Protein Data Bank (PDB) que ja
apresentam sitio conhecidos e comprovados.

Os modelos passam por céalculos de desvio médio quadratico (RMSD) comparando o
modelo e os residuos pesquisados. Essa metodologia foi capaz de identificar 90% dos sitios
ativos cataliticos catalogados (MORAES et al., 2017). A metodologia da busca do sitio ativo
por similaridade pode ser observada por IZIDORO; DE MELOMINARDI; PAPPA (2015).

4.3 Docagem Molecular

As estruturas em 3D dos alvos de coronavirus foram obtidos no banco de dados de
proteinas PDB com os respetivos codigos, foram previamente descritas por BASTOS et al.,
(2020). As docagens foram realizadas utilizando o programa Autodock Tools (ADT)
(http://autodock.scripps.edu/), versao 1.5.6 (GOODSELL; MORRIS, 1996; GOODSELL,
2005; MORRIS et al., 2008).

As proteinas e ligantes foram preparadas com a remocdo de todas as moléculas de
agua e outros grupos, como ions usando o software Chimera v.13.1 (PETTERSEN et al.,
2004). O receptor foi considerado rigido, enquanto que cada ligante foi considerado flexivel.

As cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER & MARSILI, 1980) foram calculadas
apo6s a adicao de todos os hidrogénios. Os atomos de hidrogénio nao polares de proteinas e

ligantes serao subsequentemente mesclados. Sera gerada uma caixa ctibica de 60 x 60 x 60
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pontos com resolugdo de 0,35 A entre os pontos da grade para todo o alvo da proteina. Os
centros das grades de afinidade molecular foram definidos a partir das coordenadas dos
atomos dos residuos.

O algoritmo genético lamarckiano (AGL) com busca global (MORRIS et al., 1998) e
pseudo-Solis e Wets com busca local (SOLIS, 1981) foram os métodos utilizados na docagem
molecular. Cada simulagdo consistira de 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012).

O restante dos pardmetros do docagem molecular foi definido com os valores padrdes.
As analises sao concentradas nos grupos de menor energia. A conformacao de menor energia
combinada com inspe¢ao visual foi escolhida para uma analise mais detalhada (ROCHA et

al., 2018).

4.4 Predicio ADME-TOX

A predi¢do de parametros farmacéuticos foi realizada utilizando a ferramenta online
pkCSM - pharmacokinetics (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkecsm/). A metodologia in silica
avalia as propriedades do ADMET, as quais incluem; absor¢ao (permeabilidade Caco-2,
solubilidade em &gua, absor¢do intestinal humana , substrato P-glicoproteina, inibidores
Pglicoproteina I e II, permeabilidade cutanea), distribui¢ao (volume de distribui¢do em estado
estacionario (VDss), fragdo ndo ligada, permeabilidade da barreira hematoencefalica (BBB),
permeabilidade do sistema nervoso central), metabolismo (inibidores do citocromo P450,
substrato CYP2D6/CYP3A4), excrecdo (substrato OCT2 renal, depuracao total do fa&rmaco) e
toxicidade (Rat LD50, toxicidade AMES, toxicidade Tetrahymena pyriformis (Ehremberg,
1830), toxicidade minnow, dose maxima tolerada, toxicidade cronica oral em ratos ,

hepatotoxicidade , sensibilizagdo cutinea) (ROCHA et al., 2018)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os parametros de afinidade molecular utilizando o autododock Vina e autodock tools,
resultaram no preparo de 44 compostos da Pterodon emarginatus com as quatro proteinas do
coronavirus, sendo elas a 6VXX (Spike), 1R42N (Eca), 6LU7 (Mpro) e a RECEPTOR3
possibilitando um total de 176 docagens moleculares, estando descritas na tabela 01 com suas

respectivas energias de ligagao.

Tabela 01: parametros de afinidade molecular realizados através do método vina em AGbind (kcal/mol-1) entre
os constituintes quimicos da planta P. emarginatus com as proteinas Spike, Mpro, Receptor3 (RBD) do novo
coronavirus Covid-19 e ACE2

AGbinda (kcal.mol-1)

Partes da Quantidade Nome compostos SPIKE  ECA MPRO RECEPTOR3
planta 6vxx 1R42n 6lu7 Receptor3
1 Alfa-cubebeno -6.6 -5.9 -5.6 -6.3
2 Beta-cubebeno -6.7 -5.8 -5.6 -6.3
) 3 Biciclogermacreno -6.8 -5.5 -5.2 -6.3
Oleo 4 Cis-calameneno -6.6 -6.6 -5.5 -6.2
sementes 5 Copaeno -6.7 -5.7 -5.3 -6.3
6 Delta-Cadineno -6.2 -6.0 -6.0 -6.0
7 Germacreno D -6.8 -5.9 -5.3 -6.4
8 Humuleno -6.7 -5.7 -4.9 -6.3
9 Isoflavona -7.1 -6.5 -6.9 -6.4
Folhas 10 Beta-sitosterol -7.8 -7.1 -6.3 -7.0
11 Estigmasterol -8.0 -7.2 -6.6 -7.1
Sementes 12 Cumarina -5.9 -5.4 -5.1 -6.5
Casca 13 Lupeol 9.1 -8.5 -7.3 -7.4
14 Allo-aromadendrene -7.2 -5.9 -5.3 -6.5
15 Alpha-humuleno -6.7 -54 -5.1 -5.9
16 Beta-elemene -6.1 -5.3 -4.9 -6.0
Outros 17 Bicyclogermacrene -6.8 5.5 -5.3 -6.3
compostos 18 Gamma-cadinene -6.7 -6.2 -5.7 -6.5
da planta 19 Gamma-muurolene -6.4 -5.7 -5.4 -6.4
20 Leucoanthocyanidino -8.6 -7.3 -7.2 -6.9
21 Acetoxyvouacapane -9.6 -6.9 -7.2 -7.3
22 Acido linoleico 5.3 -4.5 -4.5 -5.4
23 Betulina -8.6 -8.0 -7.0 -7.4
24 isopropenyl -3.8 -3.7 -3.6 -4.0
25 Isopropilbenzene -5.2 -4.8 -4.3 -5.3
26 Methyl linolelaidate -4.7 -4.3 -4.3 -5.0
27 Pentenone -3.8 -3.3 -3.4 -3.9
28 Chalcona -6.8 -6.5 -6.0 -6.6
Terpenoides 29 Zingiberene -6.5 -4.8 -5.3 -6.4
30 Anethole -5.2 -4.6 -4.5 -6.1
31 Capsaicin -7.0 -6.2 -6.2 -6.9
32 Carvacrol -6.1 -5.3 -4.8 -6.3
33 Carvomenthenol -5.8 -4.8 -4.6 -5.1
34 Cinnamaldehyde -5.0 -4.5 -4.1 -5.4
35 Eugenol -5.5 -5.1 -4.7 -5.6

36 Guaiol -7.0 -5.9 -5.8 -6.0
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37 Thymol -5.8 -5.1 -4.6 -6.1
38 Elatin -8.5 -8.0 -7.6 -8.0
39 Elatin (flavonoid) -8.6 -7.6 -8.2 -8.6
Flavonoides 40 Fenilalanina -6.1 -4.9 -5.0 -5.3
41 Flavonoid K -7.1 -6.7 -7.1 -6.9
42 Laurifolin -8.7 -7.1 -7.8 -6.8
43 Laurifolin (flavonoid) -8.0 -7.9 -8.0 -7.2
44 Ternatin -6.9 -6.5 -7.0 -6.5

Fonte: autoria propria, 2023

A ancoragem virtual possibilitou utilizar um algoritmo genético para calcular a
ancoragem entre ligantes-proteina. O algoritmo busca solu¢des por meio do encaixe
molecular gerando multiplas copias de modelos flexiveis do ligante no sitio ativo da proteina
alvo (receptor).

Em outras palavras, ele explora toda a flexibilidade conformacional do ligante com a
flexibilidade parcial da proteina. Para avaliar a eficacia da interagdo ligante-proteina,
analisamos os dados obtidos, avaliamos como melhor potencial inibidor a energia de ligagao
menor que -8.0 Kcal/mol.

Todas as estruturas 3D de interesse identificadas da sucupira branca, foram retiradas
do banco de dados de quimica PubChem (KIM et al., 2021) e posteriormente envolvidas com
as proteinas do SARS-CoV-2 (Spike, Eca, Mpro, Receptor5) no software autodock Vina
como possiveis inibidores. Na figura 02 estdo os compostos com as melhores interacdes

moleculares.

Figura 02: compostos quimicos identificados nas folhas, cascas, e outras partes da planta sucupira (P.

emarginatus).
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Laurifolin

Leukoefdin |/ ! ’ !

Laurifolin (flavonoid)

Fonte: autoria propria, 2023

O diterpeno furanico acetoxivouacapano, possui uma formula molecular C22H3203, ¢
encontrado no extrato hexanico dos frutos da sucupira ¢ considerado promissor agente
larvicidas sobre Aedes aegypti (PIMENTA et al, 2006), também ¢ um composto proveniente
da espécie. Betulina ¢ um triterpendide pentaciclico que ¢ lupano possui formula molecular
C30H5002, tem fung¢do como metabolito, agente antiviral, analgésico, anti-inflamatério e

antineoplasico.

O estigmasterol ¢ um derivado esteroide caracterizado pelo grupo hidroxila, ¢
encontrado nas gorduras e 6leos de soja, feijdo-calabar e colza, bem como em vérios outros
vegetais, legumes, nozes, sementes e leite nao pasteurizado, ¢ um 3beta-sterol, tem um papel
como metabolico vegetal. A elatina ¢ um alcaloide, possui uma formula molecular de

C38H50N2010.

O lupeol ¢ um triterpendide pentaciclico que € o lupano no qual o hidrogénio na
posigdo 3beta € substituido por um grupo Hidroxi. Tem formula molecular C30H500. Ocorre
na casca das sementes de tremogo, bem como no latex da figueira e da seringueira. Também ¢
encontrado em muitas frutas e vegetais comestiveis. Tem um papel como um farmaco anti-

inflamatorio e um metabdlito vegetal.

Laurifolin ¢ um produtonatural com formula molecular C20H24NO4. Leukoefdin ¢
um flavanol que ¢ 3,4-dihidro-2H-cromeno que ¢ substituido nas posigdes 3, 4, 5 e 7

por grupos hidréxi , e na posigdo 2 por um grupo 3,4,5-trihidroxifenil. E um hidroxiflavan,
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um membro dos catecols, um glicol, um membro dos resorcinols, um alcool secundério e um

polifenol.

Os 44 compostos preparados e envolvidos junto as 4 proteinas, tiveram variagdes
significativas levando em consideragdo os valores analisados, a Eca2, Mpro e receptor3 foram
menos afetados na ancoragem molecular, podendo assim ser interpretados como menos

propicios a inibi¢do com as moléculas utilizadas na triagem.

A proteina Spike demonstrou ser bastante promissora, tanto nos testes de docagem
feitas com esses ligantes, como também serve como referéncia para a elaboragdao de

medicamentos, por ser uma proteina de primeiro contato com o ser humano na infecgao.

A eficiéncia da ligagdo ligante-proteina, se deu muito abaixo em relacdo a quantidade
de moléculas utilizadas (grafico 01). Na coluna em verde escuro (péssego) temos as energias

que variaram entre 0 a -4.9 Kcal.mol.

Nas colunas em verde claro foram avaliadas com energia inferiores a -8 Kcal.mol,
classificas como as mais promissoras para estudos posteriores. Na coluna em azul as energias
entre -5 a 7.9 kcal.mol, sendo as mesmas obtendo uma maior quantidade de resultados com

médias de 33 compostos por coluna.

Grifico 01: quantidade de compostos organicos que foram utilizadas nas proteinas Spike, Mpro, ECA2,

Receptor3.
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A utilizacao de compostos organicos para as interagdes moleculares da planta sucupira
(P. emarginatus) resultou em um encaixe promissor com ligantes junto a proteina Spike
equivalente a 22% do total de moléculas obtidas, desta forma, as melhores conformagdes
obtidas no docking, estdo dispostas na (tabela 2) para demonstracdo dos valores adquiridos
com cada composto organicos identificado nas partes da planta, e as representagdes dos

aminoacidos envolvidos na ligagao.

Tabela 02: Constituintes com melhores resultados ligante/proteina por ligagdes de hidrogénio e interagdo
hidrofobica.

LIGANTE- AGbinda AMINOACIDOS AMINOACIDOS QUE
PROTEINA (kcal.mol-1) QUE INTERAGIRAM POR
INTERAGIRAM INTERACAO HIDROFOBICA
POR PONTES DE
HIDROGENIO
Acetoxyvoucapane/6 VXX 9.6 Leu546; Val976; Thr572; Asn978,;

- Ser975; Leu977; Argl1000; Gly744;
Asn856; Phe855; Met740; Asp745;
Gly548; Phe541; Thr547; Thr573

Betuline/6 VXX -8.6 11e973; Asp428; Thr430; Phe515;
- Phe464; Pro426; Ser514; Glu516;
Leu518; Leu517; Arg983

-8.0 Asp979; Arg567; Ser974; His519;
Estigmasterol/6 VXX Asp571 Leu517; Pro426; Phe429; Thr430;
Phe515; Ser514; Glu516; Leu518;

11e973; Val976

-85 Pro426; Phe464; Thr430; Asp428;
Elatin/6 VXX Arg983 11e973; Ser974; Ser975; Leu517;
Leu518
-8.6 Ser975; Ser967,;
Asp571; Asp40;
Elatin(flavonoid)/6 VXX Asp53; Thr51; Arg567; His519; Ala520; Leu518;
GIn52; Pro39; His49
Lys41
9.1 Arg983; 11e973; Thr430; Ser514;
Lupeol/6VXX - Phe464; Pro426; Phe515; Asp428;
Leu518; Glu516; Leu517
8.6 Tyr741; Asp745; Tle742; Leu966; Gly744; Phe541;
Leukoefdin/6VXX Thr549 Gly548; 11e587; Pro589; Thr573;
Thr572; Leu977; Asn856
87 Asn856 Thr572; Gly744; Asn978; Thr573;
Laurifolin/6 VXX Thr549; Pro589; Gly548; Asp568;
Phe541; Phe855
-8.0 Phe515; Ser974; Val42; Arg567; Asp40; Val976;
Laurifolin Asp979; His519 Arg983; Thr430; Leu517; Glu516;
(flavonoid)/6 VXX Leu518
-8.5 Ala348; Zn804; Phed0; Leu351;
Lupeol/1R42 Glu402 Asp350; Serd4; Serd7; Trp349;

Thr347; Pro346; His378

-8.0 His378; Zn804; Glu402; Ala348;
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Betuline/1R42 - Asp350; Phe40; Leu351; Serd4;
Serd7; Trp349; Thr347; Pro346.
-8.0 Ala348; Phed0; Serd4; Trp349;
Elatin/1R42 Asp350; Arg514 Asp382; His378; Zn804; Glu375;
His401; Glu402
-8.2 Argl88; GIn192; Leu27; Thr25; Met49; His41; Met165;
Elatin (flavonoid)/6LU7 Thr190; Glul66; GIn189; Prol168; Cysl145
Asnl42; Gly143;
Thr26
Laurifolin -8.0 GIn189; Argl88, Prol68; Metl65;
(flavonoid)/6 LU7 Glul66; Aspl87; His164; His41; Met49
Tyr54
Elatin/RECEPTOR3 -8.0 Arg393; Phe390; Arg403; His34; Glu37; Ala387,
Lys417 Tyr505; Glu406; Ala386; Asp405;
Ile418; Asn33; Pro389
Elatin -8.6 Asp405; Ala386; Glu37; His34; Lys26; Val93; Lys417;
(flavonoid)/RECEPTOR Tyr505; Phe390; Pro389; Ala387
3 Arg393; Asn33;
Asp30; GIn96;
Thr92

Fonte: autoria propria, 2022

Estdo isolados os compostos candidatos a interromper o progresso da infeccdo viral
(tabela 02), destacando a proteina Spike como principal alvo de ligacdao, sendo selecionadas
os ligantes por apresentarem uma boa ancoragem molecular na regido ativa das proteinas do
SARS-CoV-2. As ligagdes de hidrogénio sdo acompanhadas respectivamente pelos
aminodcidos que interagiram por liga¢do hidrofobicas, identificadas a partir do programa
LigPlot.

As melhores combinag¢des foram com a proteina Spike (6VXX), escolhendo como
melhor resultado no encaixe molecular da acetoxyvouacapane (figura 03) encontradas nas
folhas da planta sucupira, obtendo uma energia de ligacdo de -9.6 Kcal.mol, gerando
aminoacidos Leu546; Val976; Thr572; Asn978; Ser975; Leu977; Argl000; Gly744; Asn856;
Phe855; Met740; Asp745; Gly548; Phe541; Thr547; Thr573 que interagiram por ligacao
hidrofobica.

O Lupeol com o segundo melhor acoplamento com energia de -9.1 Kcal.mol
possibilitando a visualizagdo dos aminoacidos Arg983; 11e973; Thr430; Ser514; Phe464;
Pro426; Phe515; Asp428; Leu518; Glu516; Leu517 por ligacao hidrofobica.

As duas principais substancias envolvidas, ndo apresentaram em resposta o0s
aminoacidos por ligacdo de hidrogénio. Deste modo, o valor negativo indica maior
espontaneidade, estabilidade, e consequentemente, maior eficicia do ligante em inibir seu

receptor (JUNIOR; GONCALVES, 2019).
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Figura 03: Complexo Acetoxyvouacapane com a proteina Spike. (A) estrutura tridimensional entre a

proteina (verde, azul) e ligante (vermelho). (B) Diagrama LigPlot+ das liga¢Ges hidrofobicas (vermelho)
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Fonte: autoria prépria, 2023

O destaque para essa proteina ¢ por ela ser a responsavel pela entrada do virus na
c¢lula humana onde a mesma se acopla ao receptor ACE2 conhecida como enzima conversora
de angiotensina 2, ndo sendo capaz dos anticorpos neutralizar a entrada do virus no corpo.
Esta proteina medeia a ligagdo ao receptor e a fusdo da membrana viral com a célula, apos

isso ¢ liberada o RNA que esta no interior do virus sendo representada na (figura 04).
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Figura 04: Ligacdo da proteina Spike do SARS-CoV2 as células epiteliais nasais e pulmonares. Os
bastdes vermelhos e rosa sdo os residuos na estrutura da enzima conversora de angiotensina-2 (ACE2). Os
bastdes azuis sdo os residuos nas proteinas CoV Spike.
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Fonte: department of immunology, 2020

A proteina Spike contém duas subunidades, S1 e S2. A subunidade S1 faz o
reconhecimento e ligacao do virus as células hospedeiras. S1 contém um dominio de ligagao
ao receptor (RBD), que ¢ responsavel por reconhecer e se ligar ao receptor ACE2 (enzima
conversora de angiotensina 2) nas células humanas. A interagdo entre o RBD e o ACE2 ¢
crucial para a especificidade da infec¢ao, determinando quais tipos de células o virus pode
infectar.

A subunidade S2 ¢ responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana
celular da célula hospedeira. Apés a ligacdo do RBD ao ACE2, ocorre uma mudanga
conformacional na proteina Spike, expondo a regido hidrofobica na subunidade S2. Essa
regido hidrofobica permite a inser¢do na membrana celular, facilitando a fusdo das
membranas viral e celular. Esse processo permite que o material genético do virus entre na
célula hospedeira, iniciando o ciclo de replicagdo viral.

A ligagdo ao receptor Spike foi identificada como alvo mais promissor para a
eficacia desses compostos naturais. A acetoxyvouacapane ¢ um exemplo de composto natural
que pode ser tratado para testes futuros. Além da Lupeol que apresentou um bom encaixe

molecular. As mesmas nao apresentaram residuos de aminoacidos por ligagao de hidrogénio.
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Figura 05: regido S1 e S2 da estrutura viral da proteina Spike

Fonte: autoria propria, 2023

A proteina Eca que ¢ uma das mais promissoras, tanto como possivel alvo para a
produgdo de drogas antivirais, quanto para o desenvolvimento de vacinas, uma vez que ¢ uma

proteina mais conservada.

Isto significa que ¢ traduzida a partir de uma regido génica que sofre pouca ou
nenhuma variagdo (portanto, com menor risco para mutagdes), permitindo, portanto, a
produgdo de farmacos mais especificos e com menos efeitos colaterais. Além disso, a proteina

¢ extremamente imunogénica levando, portanto, a uma excelente ativacdo do sistema imune
(PALMEIRA, 2021).

Desta forma, obtivemos um resultado promissor com energia de ativacdo intracelular
equivalente a -8.5 Kcal.mol (figura 06) em que ¢ a quantidade minima de energia necessaria
para que ocorra a reacdo, gerando aminoacidos por pontes de hidrogénio glud02, e
aminoacidos por ligacdes hidrofobicas Ala348; Zn804; Phe40; Leu351; Asp350; Serd4;
Ser47; Trp349; Thr347; Pro346; His378.
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Figura 06: Complexo Lupeol com a proteina ECA2. (A) estrutura tridimensional entre a proteina
(laranja) e ligante (azul). (B) Amplia¢do da regido de encaixe. (C) Diagrama LigPlot+ da interag@o: pontes de

hidrogénio (verde) e ligagdes hidrofdbicas (vermelho)
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Fonte: autoria propria, 2023

A ECA2 também ¢ conhecida por ser o receptor celular principal para o virus SARS-
CoV-2. A proteina ECA2 nas cé¢lulas humanas permite a entrada do virus, facilitando a
infeccdo. No contexto da infec¢do por SARS-CoV-2, hd um interesse significativo na
pesquisa sobre a regulacdo da ECA2 e seu papel na resposta imune e na progressao da doenga.

Lupeol ¢ um triterpeno encontrado em diversas plantas, incluindo frutas, vegetais e
ervas medicinais que tem sido estudado por seus potenciais propriedades farmacologicas,
incluindo atividade anti-inflamatoria, antioxidante e antitumoral, apresentou ser eficiente no
docking molecular para inibi¢ao dessa macromolécula.

A subunidade ¢ S1 composta pelo dominio de ligacdo ao receptor (RBD),
responsavel pela associacdo direta desta macromolécula 29 a enzimas presentes na superficie
de células hospedeiras (ECA2), e S2, capaz de mediar a fusdo da membrana (ORD;
FAUSTOVA; LOOG, 2020).

Sendo que o RBD, como regido isolada, resultou em uma energia de ativacao de -8.6

Kkal.mol gerando aminodcidos por pontes de hidrogénio Tyr505; Phe390; Arg393; Asn33;
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Asp30; GIn96; Thr92, e por ligacao hidrofobica a energia livre de ligacao correspondente a -
9,7 kcal.mol-1 resulta das interacdes intermoleculares, seis por pontes de hidrogénio Glu37;
His34; Lys26; Val93; Lys417; Pro389; Ala387, sendo demonstrado a seguir (figura 07) com

sua estrutura tridimensional e respectivas ligagdes.

Figura 07: Complexo Elatin flavonoid com sitio de interagdo Spike(verde)/ECA2 (roxo) (RBD). (A)
estrutura tridimensional entre a proteina e ligante (azul). (B) Ampliacdo da regido de encaixe. (C) Diagrama

LigPlot+ da interagéo: pontes de hidrogénio (verde) e ligagdes hidrofobicas (vermelho).
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Fonte: autoria propria, 2023
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Com a Mpro, obtivemos 2 (dois) bons resultados, sendo eles com a Elatin (flavonoid)
com energia de ligacdo de -8.2 Kcal.mol demonstrando na figura 04 a representagdo
tridimensional por meio de simulagdes computacionais,.e a Laurifolin (flavonoid) com

energia de -8.0 Kcal.mol.

A ancoragem molecular do ligante elatin flavonoid (verde) se encaixa nos sitios de
ligagdo da proteina Mpro (violeta) de maneira especifica. Isso causa uma mudanca
conformacional na proteina, inibindo sua atividade catalitica.

A inibicao da protease impede a clivagem das proteinas virais, o que ¢ crucial para a
replicagdo do virus. A eficdcia do ligante como um inibidor depende da estabilidade da
ligagdo. Ligacdes mais fortes entre o ligante e a proteina Mpro geralmente resultam em uma
inibi¢do mais eficaz.

A ancoragem molecular que envolveu a proteina de replicacdo viral, foi bem sucedida
com a molécula elatin flavonoid, sendo a mais promissora na interagcdo ligante-proteina na
inibicao proteica.

Esse encaixe gerou aminodcidos de interacdo por pontes de hidrogénio Argl88;
GIn192; Thr190; Glul66; Asnl42; Glyl143; Thr26, e interagdao hidrofobicas Leu27; Thr25;
Met49; His41; Metl65; GIn189; Pro168; Cys145 com obtencdo de uma energia de interacao

ligante-proteina equivalente a -8.2 Kcal.mol.

Figura 08: Complexo Elatin flavonoid com a proteina MPro. (A) estrutura tridimensional entre a
proteina (roxa) e ligante (verde). (B) Ampliacdo da regido de encaixe. (C) Diagrama LigPlot+ da interacao:

pontes de hidrogénio (verde) e ligagdes hidrofobicas (vermelho)
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O conhecimento sobre a estrutura do Coronavirus 2019 ¢ relevante, e especificamente
suas proteinas e suas func¢des sdo cruciais para as pesquisas de novas drogas antivirais capazes
de inibir a replicacdo do virus e, desta maneira, reduzir o tempo e a intensidade dos sinais e
sintomas da COVID-19.

Além disso, permite também o desenvolvimento de vacinas eficazes e sem perda de
eficiéncia devido as varias mutagdes pelas quais o Coronavirus 2019 pode passar. E
importante lembrar que os alvos devem ser precisos, para evitar e/ou reduzir a toxicidade
dos antivirais para as células humanas, e, portanto, possam ter menos efeitos colaterais sobre a
saude.

Nas ultimas décadas, tém-se estudado outras vias de administragdo de farmacos, mas a
via oral continua sendo preferencial devido a sua conveniéncia, baixo custo e maior aderéncia
ao tratamento pelo paciente (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007), intensificando o
interesse pelo desenvolvimento de novos principios bioativos com solubilidade aquosa e
permeabilidade intestinal adequada, de forma a atingir sua concentracdo terapéutica na
circulacao sistémica (CELIK, 1996; BALIMANE et. al., 2000).

Os parametros de previsdo in-silico inerentes a estas caracteristicas (tabela 03)

demonstram que os compostos de melhor afinidade molecular apresentam alto potencial de
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absor¢dao intestinal em humanos, com excecdo do composto quimico Leukoefdin, e
solubilidade razoavel mediante a capacidade hidrofilica necessaria para a passagem aceitavel
pela membrana plasmatica, uma vez que ambos os resultados se encontram dentro do
intervalo -5 a -1 (mol/l) JORGENSEN; DUFFY, 2002).

Tabela 03: propriedades de absorcdo dos compostos da planta P. emarginatus que

obtiveram melhor resultado durante o processo de docagem molecular.

Compostos Solubilidade em Pcaco2 (LOg AlH% P.Skin (log Kp)
dgua (logmol/l)  Papp em 10
cm/s)

Acetoxyvoucapane -2.782 1.61 94.733 -1.853
Betuline -5.424 1.303 94.961 -2.736
Estigmasterol -6.671 1.21 94.73 -2.781
Elatin -3.782 1.191 93.303 -2.755
Lupeol -5.56 1.208 95.208 -2.733
Leukoefdin -2.898 0.028 56.081 -2.735
Laurifolin -3.288 0.839 93.093 -3.167

Nota: PCaco2: permeabilidade de células Caco-2; AIH: potencial de absorg¢ao intestinal em humanos; P.Skin:
permeabilidade da pele. Fonte: Autoria propria, 2023

As células Caco-2, derivadas do adenocarcinoma de colon humano, responsavel pela
maioria das propriedades morfoldgicas e funcionais das células do epitélio intestinal,
correspondem a um importante modelo in vitro para a triagem de absor¢cao (GONCALVES;
SOUZA; STORPIRTIS, 2009).

Conforme sugerido pela literatura, os compostos quimicos com coeficientes de
permeabilidade menores que 1 x 10 cm/s, entre 1 e 10 x 10 cm/s e maiores do que 10 x 10
cm/s podem ser classificados, respectivamente, como farmacos pouco absorvidos (0-20%),
moderadamente absorvidos (20-70%) e bem absorvidos (70-100%) (FERNANDES et. al,
2012; MEANWELL, 2011). Desta forma, os resultados computacionais visando definir a
permeabilidade com base neste tipo celular, predizem os compostos selecionados como
moderadamente absorvidos.

Com relagdo aos critérios toxicologicos (Tabela 04), o ensaio de mutagdo reversa
bacteriana (Teste de Ames) utilizado para detectar mutagenicidade in vifro, crucial na
descoberta e desenvolvimento de medicamentos como um sistema de alerta precoce para
potencial carcinogenicidade e/ou teratogenicidade (HANSEN et. al. 2009), testou positivo
apenas para a substancia Leukoefdin.

J4 a toxicidade aguda oral em ratos (LD50), responsavel por predizer a quantidade
necessaria de uma dada substancia, ou tipo de radiacdo, para matar 50% de uma populagdao em

teste (PIMENTEL et. al., 2009), indicou os compostos Elatin e Estigmasterol como o mais
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nocivo e inofensivo, respectivamente, uma vez que, quanto maior a dose letal, menor serd seu
grau de toxicidade.
Tabela 04: Propriedades de toxidade dos dos compostos da planta P. emarginatus que

obtiveram melhor resultado durante o processo de docagem molecular.

Composto T.AMES D.M.T (log T.A.O T.C.O (LOAEL) S.Skin  Hepatotoxicidade
mg/kg/dia) (LD50) (log
(mol/kg) mg/kg bw/dia)

Acetoxyvouca Nao 0.53 1.745 2.353 Sim Nao
pane
Betuline Nao -1.04 3.154 1.972 Nao Nao
Estigmasterol Nao -0.639 2.345 0.802 Nao Nao
Elatin Nao -0.818 4.131 1.729 Nao Sim
Lupeol Nao -0.521 2.658 0.75 Nao Sim
Leukoefdin Sim 0.885 2.528 4.631 Nao Sim
Laurifolin Nao -0.077 3.039 2.041 Nao Nao

Nota: T AMES; toxicidade AMES; D.M.T: dose maxima tolerada em humanos; T.A.O: toxicidade aguda oral em
ratos; T.C.O: toxicidade cronica oral em ratos; S.Skin: sensibilizagdo da pele; Hep.: Hepatotoxicidade. Fonte:
Autoria propria, 2023

No mesmo sentido, a toxicidade cronica oral em ratos (LOAEL), definida como a
menor dosagem para observagdo de efeito adversos, apresenta o Leukoefdin como um

antibiotico capaz de ser ingerido em maior quantidade sem acarretar em doencas cronicas.

Na predicao de hepatoxicidade, responsavel por analisar se um determinado composto
estd associado a um evento patoldgico ou fisiologico do figado, causando a interrupcio da
funcdo normal do mesmo (NASCIMENTO, 2022), apenas os compostos Elatin, Lupeol e

Leukoefdin sdo incapazes de ocasiona-la.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento popular sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais no tratamento
dos sintomas das doengas que acometem a populacdo, contribui de forma relevante para a
divulgacdo e disseminacdo das suas potencialidades terapéuticas. A COVID-19 trouxe
inumeros desafios em diversas partes do mundo, principalmente a satide publica, tendo que se
reinventar e se reestruturar para conseguir amenizar as dificuldades encontradas durante a
pandemia.

Com isso, os resultados obtidos, comprovamos que os compostos da sucupira
(Pterodon. emarginatus), possuem diferentes interagdes com as proteinas virais do SARS-
CoV-2, proporcionando assim a descoberta de algumas ligacdes favoraveis a entrada na
regido proteica. Destacamos a Elatin e Elatin flavonoid com energias de ligagcdes proximas
nas quatro proteinas, ¢ Lupeol sendo promissora na proteina S ¢ ACE2, possibilitando assim,

novas analises e novos testes com as mesmas em estudos posteriores.

Desta forma, com auxilio da bioinformatica serdo realizadas otimizagdes com as
mesmas, e outros docking, com novas moléculas. Com isso, buscamos realizar um estudo in
vitro com base nos resultados dos ensaios moleculares obtidos nas docagens, e através dos
valores analisados, serdo isolados os compostos da planta, e desenvolver com os extratos da
sucupira (casca, folhas e frutos) um farmaco que possa colaborar com a comunidade cientifica
na inibicdo do SARS-CoV-2 impossibilitando a infec¢do e replicagdo viral nas células

humanas.
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Tabela 1.1: Os dados adquiridos através da biblioteca PubChem estdo descritas com seus compostos traduzidos

do inglés para o portugués com seus parametros de afinidade molecular realizados através do método vina em

AGbind (kcal/mol-1) entre os constituintes quimicos da planta P. emarginatus e proteinas virais.

AGbinda (kcal.mol-1)

Partes da Quantidade Nome compostos SPIKE ECA  MPRO RECEPTOR3
planta 6vxx 1R42n 6lu7 Receptor3
1 Alfa-cubeno -6.6 -5.9 -5.6 -6.3
2 Beta-cubeno -6.7 -5.8 -5.6 -6.3
3 Biciclogermacreno -6.8 -5.5 -5.2 -6.3
Oleo 4 Cis-calameneno -6.6 6.6 5.5 -6.2
sementes 5 Copaeno -6.7 -5.7 -5.3 -6.3
6 Delta-Cadineno -6.2 -6.0 -6.0 -6.0
7 Germacreno D. -6.8 -5.9 -5.3 -6.4
8 Humuleno -6.7 -5.7 -4.9 -6.3
9 Isoflavona -7.1 -6.5 -6.9 -6.4
Folhas 10 Beta-sitosterol -7.8 -7.1 -6.3 -7.0
11 Estigmasterol -8.0 -7.2 -6.6 -7.1
Sementes 12 Cumarina -5.9 -5.4 -5.1 -6.5
Casca 13 Lupeol -9.1 -8.5 -7.3 -7.4
14 Alo-aromadendreno -7.2 -5.9 -5.3 -6.5
15 Alfa-humuleno -6.7 -5.4 -5.1 -5.9
16 Beta-clemeno -6.1 -5.3 -4.9 -6.0
Outros 17 Biciclogermacreno -6.8 -5.5 -5.3 -6.3
compostos 18 Gama-cadineno -6.7 -6.2 -5.7 -6.5
da planta 19 Gama-muuroleno -6.4 -5.7 -5.4 -6.4
20 Leucoantocianidino -8.6 -7.3 -7.2 -6.9
21 Acetoxivouacapano -9.6 -6.9 -7.2 -7.3
22 acido linoleico 53 -4.5 -4.5 -54
23 Betulina -8.6 -8.0 -7.0 -7.4
24 isopropenil -3.8 -3.7 -3.6 -4.0
25 Isopropilbenzeno -5.2 -4.8 -4.3 5.3
26 Linolelaidato de metila -4.7 -4.3 -4.3 -5.0
27 Pentenona -3.8 -3.3 3.4 -3.9
28 Chalcona -6.8 -6.5 -6.0 -6.6
Terpenoides 29 Zingibereno -6.5 -4.8 -5.3 -6.4
30 Anetol -5.2 -4.6 -4.5 -6.1
31 Capsaicina -7.0 -6.2 -6.2 -6.9
32 Carvacrol -6.1 -5.3 -4.8 -6.3
33 Carvomentenol -5.8 -4.8 -4.6 -5.1
34 Cinamaldeido -5.0 -4.5 -4.1 -5.4
35 Eugenol -5.5 -5.1 -4.7 -5.6
36 Guaiol -7.0 -5.9 -5.8 -6.0
37 Timol -5.8 -5.1 -4.6 -6.1
38 Elatina -8.5 -8.0 -7.6 -8.0
39 Elatina (flavondide) -8.6 -7.6 -8.2 -8.6
Flavonoides 40 Fenilalanina -6.1 -4.9 -5.0 -5.3
41 Flavonoide K -7.1 -6.7 -7.1 -6.9
42 Laurifolina -8.7 -7.1 -7.8 -6.8
43 Laurifolina (flavonoide) -8.0 -7.9 -8.0 -7.2
44 Ternatina -6.9 -6.5 -7.0 -6.5




