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RESUMO

O coronavirus é um virus envelopado da familia dos Coronaviridae e com um genoma de RNA
de fita simples de sentido positivo. Com o aumento do nimero de pacientes infectados em todo
0 mundo, a COVID-19 levou a OMS a declarar um estado de emergéncia de satde global para
coordenar os esforgos cientificos e médicos e desenvolver rapidamente uma cura para 0s
pacientes. Ainda ndo ha medicamentos de total eficacia contra o novo coronavirus, sendo 0s
produtos naturais promissores como fonte de novas moléculas que possam ter acdo
farmacologica contra a COVID-19. Entre esses produtos naturais podemos citar a Genipa
americana L. (Rubiaceae), conhecida popularmente como “jenipapo”, encontrado na regido
Nordeste e em outras regides do Brasil, como também em outros paises. O objetivo deste
trabalho € identificar moléculas candidatas contra esse virus e utilizar um estudo computacional
por docagem molecular para rastrear os compostos quimicos presentes em G. americana L que
possam funcionar como inibidores da proteina Spike da COVID-19. Foi feita uma busca em
banco de dados de artigos cientificos para selecionar moléculas da planta G. americana e as
estruturas foram adquiridas na base de dados (Pubchem). Os resultados deste trabalho foram
obtidos um total de 232 docagens moleculares testadas com 58 ligantes com trés proteinas
(Spike, ECA2, e a MP™), sendo considerados os melhores resultados com energias de ligacdo
menores que -7.9 kcal.mol-1, os melhores resultados foram os compostos Shanzhiside com
energia de -9.1 Kcal. mol, Quercetin -9.0 kcal.mol-1 com a proteina Spike. Pretende-se realizar
outras andlises in-silico e in vitro com essas moléculas.

Palavras Chaves: Bioinforméatica. COVID-19. Docagem molecular. Genipa americana. In-

silico.



ABSTRACT

The coronavirus is an enveloped virus of the Coronaviridae family and with a positive-sense single-
stranded RNA genome. With the number of infected patients increasing worldwide, COVID-19
prompted the WHO to declare a state of global health emergency to coordinate scientific and medical
efforts and quickly develop a cure for patients. There are still no drugs of full effectiveness against the
new coronavirus, and natural products are promising as a source of new molecules that may have
pharmacological action against COVID-19. Among these natural products we can mention the Genipa
americana L. (Rubiaceae), popularly known as "jenipapo”, found in the Northeast region and in other
regions of Brazil, as well as in other countries. The objective of this work is to identify candidate
molecules against this virus and to use a computational study by molecular docking to track the chemical
compounds present in G. americana L that may function as inhibitors of the COVID-19 Spike protein.
The geometry of the complex was calculated using the Gaussian 09 program, the docking was performed
with the Autodock Tools and Autodock Vina program, to obtain the amino acids, LigPlus was used and
to obtain the 3D images, the Chimera v.13.1 software. A search was made in a database of scientific
articles to select molecules of the G. americana plant and the structures were acquired in the database
(Pubchem). The results of this work were obtained a total of 232 molecular docks tested with 58 ligands
with three proteins (Spike, ECA2, and Mpro), being considered the best results with binding energies
lower than -7.9 kcal.mol-1, the best results were the Shanzhiside compounds with energy of -9.1 Kcal.
mol, Quercetin -9.0 kcal.mol-1 with Spike protein. It intended to perform further in-silic and in vitro
analyses with these molecules.

Keywords: Bioinformatics. COVID-19. Molecule docking. Genipa americana. in-silica.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019 iniciou um surto de pneumonia de origem desconhecida que foi
relatado em Wuhan, provincia de Hubei, na China, Asia oriental. Os casos de pneumonia
estavam epidemiologicamente ligados ao mercado atacadista de frutos do mar de Huanan. A
inoculacdo de amostras respiratdrias em células epiteliais das vias aéreas humanas, levou ao
isolamento de um novo virus respiratério cuja analise do genoma mostrou possuir uma grande
semelhanca com o coronavirus relacionado ao SARS-CoV, agente causador da epidemia de
SARS em 2002, sendo denominado coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-
CoV-2) (WOH, 2020).

As pessoas acometidas com COVID-19 geralmente possuem sinais e sintomas como
tosse, mialgia, leucopenia, linfopenia e febre persistente. Em pessoas com comorbidade o
quadro clinico se desenvolve de forma mais grave (NAICKER et al., 2020). Contudo, sintomas
diferentes podem surgir de acordo com cada caso como, conjuntivite, anosmia, manifestacoes
cutaneas, dor abdominal e complicac6es na gravidez (MONTE et al., 2020).

Os (CoVs) séo virus envelopados da familia dos Coronaviridae com um genoma de
RNA de fita simples de sentido positivo (FEHR; PERLMAN, 2015). O tamanho do genoma
dos CoVs é relativamente grande, em média 30 kb. O envelope do virus contém uma bicamada
lipidica com trés proteinas estruturais: membrana (M), envelope (E) e pico (S) (BOOPATHI et
al., 2020). O mecanismo de interacdo do SARSCoV-2 com as células humanas invade na
primeira etapa da infeccdo o contato do virus com a ECA2 da superficie celular. A ECA2
interage com 0 SARS-CoV-2 externo, ligando-se ao dominio de ligacdo ao receptor da proteina
viral Spike.

A disseminacdo global do SARS-CoV-2 e as milhares de mortes causadas pela doenca
do coronavirus (COVID-19) levaram a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a declarar uma
pandemia em 12 de margo de 2020. Com isso, a OMS coordenou um estado de emergéncia para
os esforgos cientificos e medicos para desenvolver rapidamente uma cura para 0s pacientes
infectados. Contudo, ainda ndo ha medicamentos realmente eficazes contra essa nova linhagem
de coronavirus sendo os produtos naturais promissores como fonte de novas moléculas que
possam ter acdo farmacoldgica contra a COVID-19. As utilizacdes de plantas medicinais com
fins terapéuticos, para tratamento, cura e prevencdo de doencas vém acompanhando a
humanidade desde o inicio dos tempos (CARMO et al., 2019).

Essa pratica tradicional ocorre devido a busca constante de recursos naturais alternativos

para melhoria da qualidade de vida. Empregando as plantas medicinais como matéria-prima
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para drogas e fitoterpicos ou como agentes terapéuticos isolados, em chas, macerados e
cozimento (NUNES-PINHEIRO et al., 2003; BRASIL, 2006).

Dentre as propriedades bioldgicas das plantas medicinais e dos fitoterapicos estdo as
plantas que estimulam as reac6es do sistema imune, podemos citar as agdes imunomoduladoras,
identificando o aumento da resposta imunoldgica do individuo (NUNES-PINHEIRO et al.,
2003).

Entre esses produtos naturais podemos citar o jenipapo (Genipa americana Linnaeus),
0 nome jenipapo vem do Tupi-guarani, jenipapo, que significa fruto que serve para pintar. E
uma arvore alta que pode atingir 15 m de altura? e didmetro até 90 cm. Apresenta caule reto, as
folhas sdo verde escuro, oblongas e agudas, possuem superficies e margens lisas e se
apresentam agrupadas no extremo dos ramos, as flores sdo grandes, vistosas, hermafroditas
amarelo-ouro contendo cinco pétalas brancas e logo que se abrem passando a amareladas,
levemente aromaticas, reunidas em inflorescéncia e o fruto na forma de baga ovoide, de cor
escura com casca rugosa e murcha, possui polpa marrom clara, doce e &cida, suculenta, de
aroma forte que envolve numerosas sementes no centro, as quais sdo pardas, chatas e polidas
(XAVIER; XAVIER, 1976; SANDRI, 1998; EPSTEIN, 200).

A casca, rica em tanino, é usada no curtimento natural para tratar couros e no organismo
humano tem acdo antioxidante, é antidoto de intoxicacGes, adstringente, cicatrizante,
hemostatico, antidiarreico e antisséptico. Algumas dessas aplicacfes medicinais sdo reportadas
e ja foram pesquisadas cientificamente (RENHE, 2008). Em 1980, Gottlieb e Mors citaram
alguns iridoides presentes na G. americana como compostos ativos.

A bioinformatica tem avancado, nas pesquisas pré-clinicas, uma vez que ela une todas
as frentes de pesquisa, dos ensaios virtuais a toxicologia animal, tendo como elemento central
a estrutura quimica. O reconhecimento da estrutura quimica possibilita a identificacdo das
propriedades quimica que torna uma substancia um farmaco potencial e, desta forma, o
planejamento racional de novos compostos fica mais viavel, uma vez que 0s ensaios virtuais
requerem menos gastos de reagentes e tempo no laboratério (GATEIGER, 2006; OPREA,
2003; OPREA; MATTHE, 2004).

A biologia computacional traz aos testes bioldgicos novas possibilidades de modelos de
drogas, baseados em simulacdo computacional, sem a necessidade de desperdicio de solventes
e reagentes. Essas novas possibilidades devem-se principalmente ao desenvolvimento das
metodologias tedricas de simulacdo e ao desenvolvimento hardware e software na area de

informatica nos Gltimos anos (ROCHA et al., 2018).
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Com a esperanca de identificar medicamentos candidatos contra esse virus, utilizamos
um estudo computacional por docagem molecular para rastrear 0s compostos quimicos
presentes em G. americana que possam funcionar como inibidores das proteinas da COVID-
19.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a afinidade molecular de constituintes quimicos de G. americana na inibicéo de
proteinas da COVID-19.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
° Selecionar dos ligantes de G. americana para o estudo de afinidade molecular;

° Selecionar os alvos do SARS-CoV-2 no banco de dados PDB (Protein Data Bank);

° Realizar a docagem molecular com os alvos e os ligantes.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 SARS-CoV-2 E A COVID-19

Em dezembro de 2019 o surgimento de um novo Coronavirus, denominado pelo
International Committee on Taxonomy of Virusesdesevere acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), agente etiologico do Coronavirus Disease 2019 (COVID-
19), causou grave epidemia na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na China, que estava
infectando pessoas rapidamente e levando a dbito (LIPSITCH et al., 2020).

No dia 11 de margo de 2020, a OMS declarou a COVID-19 como uma pandemia. A
pandemia é caracterizada por uma disseminacdo mundial de uma nova doenca; essa doenca
afeta diversas pessoas em diferentes localidades, deixando grandes impactos na salde,
economia, politica, cultura e sociedade (FEITOZA et al., 2020).

Com base em estudos genéticos testados, podendo comparar o codigo genético do
SARS-CoV-2 era parecido com o virus causador do surto de SARS-CoV (ANDERSEN et al.,
2020). O principal meio de transmissdo do SARS-CoV-2 sdo pessoas infectadas com o virus
que podem transmitir através da tosse, do espirro ou na fala podendo contaminar outras pessoas.
Além disso, pode ocorrer contagio da infeccdo por meio de contato em superficie ou objetos
contaminados levando a méo para olhos, nariz ou boca (MCLNTOSH, 2020). Mesmo as
goticulas respiratorias sejam o maior meio de transmissdo do virus, em um estudo com amostras
fecais e respiratorias de 74 pacientes de um hospital em Zhuhai na China, foi identificado que
nas amostras feitas de 55% dos pacientes a cepa de RNA do SARS-CoV-2 estavam presentes
evidenciando a possibilidade de uma transmissdo do virus pela via fecal-oral, por meio de
alimentos ou agua contaminada (SHANG et al., 2020).

Na busca incansavel para reduzir o aumento de infectados pela COVID-19 foi
necessario criar medidas para controlar o surto tais como: sair de casa apenas com 0 uso de
mascaras; uso de alcool em gel; higiene das méos e sendo declarada quarentena em todo o
mundo. Atencéo e esforgos especiais para proteger ou reduzir a transmisséo foram aplicados
em populacdes suscetiveis, incluindo criangas, profissionais de satde e idosos (ADHIKARI et
al., 2020).
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3.2 ESTRUTURA DO SARS-CoV-2

A familia Coronaviridae é um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo, 0s
CoV possuem 4 proteinas estruturais em sua superficie que formam os pontos de liga¢do do
virus SARS-CoV-2 com as células humanas. Destacam-se: a proteina do nucleocapsideo (N),

a proteina transmembrana (M), a proteina envelope (E) e a proteina Spike (S). (Figura 01)

Figura 01: Estrutura proteica do virus SARS-CoV-2.

Spike (S1 & S2)
Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

ssRNA
(+ sense, ~30kb in length)

Fonte: (HASOKSUZ et al., 2020)

A glicoproteina Spike (S) é exposta a solventes que é responsavel pela entrada do virus
por ligacdo (ECA2) Enzima Conversora de Angiotensina 2 em células humanas (OLIVEIRA
et al., 2020a). Com um tamanho de 180-200 kDa, a proteina S consiste em um N-terminal
extracelular, um dominio transmembrana (TM) ancorado na membrana viral € um curto
segmento C-terminal intracelular (BOSCH et al., 2003). A célula hospedeira se liga com a
proteina S que ocorre uma reorganizacao estrutural da proteina, fazendo assim com que 0 virus
se funda com a membrana da célula hospedeira (WATANABE et al., 2020).

A proteina M é a mais abundante, pois atua como uma organizadora central na
montagem e formacdo do envelope viral, interagindo com outras proteinas estruturais. A

proteina M se liga as proteinas S e N para a finalizacdo de novas montagens virais. A proteina
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E é a menor em tamanho entre as quatro proteinas estruturais, mas abundantemente expressa
no ciclo de replicacdo nas células infectadas, embora uma pequena por¢éo dela seja incorporada
ao envelope viral e contribuem principalmente para a montagem e brotamento viral
(OLIVEIRA et al., 2020b).

A proteina N forma o nucleocapsideo helicoidal, unindo-se ao longo de todo o genoma
viral, que assume uma forma de ondulacdo. Esta proteina pesa 43-50 KDa e ¢ fosforilada em
um numero discreto de serinas e treoninas. Embora o papel dessa fosforilagdo ainda ndo tenha
sido determinado, tem sido sugerido que ela esté relacionada a fungdes regulatdrias e sua
capacidade de se ligar ao genoma viral (CUI et al., 2019). A proteina N também participa da
repressdo de RNAs de interferéncia da célula hospedeira que suprimem a expressao de
sequéncias especificas do genoma viral e que constituem uma parte vital da resposta imune do

corpo aos virus. (CUI et al., 2015)

3.3 PROTEINAS DO VIRUS

A proteina Spike do SARS-CoV-2 € um alvo principal para os desenvolvimentos de
vacinas contra a COVID-19, é a fusdo viral que é utilizada para iniciar as interagdes entre o
virus e o receptor que facilita a entrada viral auxiliando na fusdo das membranas virais. A
proteina Spike é composta por duas subunidades S1 que possui o controle de ligacao ao receptor
ECA2 (RDB) e S2 que estabelece um papel durante o processo de fusdo (OLIVEIRA et al.,
2020d; OLIVEIRA et al., 2020f).

A ECA2 humana é responsavel pela codificacdo de um polipeptidio de 805
aminoacidos. A andlise de hidropata da sequéncia da proteina ECA2 revela a presenca de duas
regibes hidrofdbicas, sendo um potencial peptideo sinal de 18 aminoacidos no terminal N e uma
regido hidrofdbica de 22 aminoéacidos perto do terminal C. similarmente 8 ECA, a ECA2 é
provavelmente uma proteina de membrana integral do tipo I, ancorada & membrana celular
atraveés da regido hidrofébica localizada em direcdo ao terminal C, sendo O-glicosilado nos
primeiros 36 amino&cidos da sequéncia N terminal. No entanto, esses agucares ligados a O ndo
s80 essenciais para a expressao ou atividade da proteina (EHLERS et al., 1992).

O receptor ECA2 possui uma funcdo bifuncional e esta envolvido no sistema renina
angiotensina-aldosterona, que desempenha um papel na regulacdo de processos como
crescimento celular, inflamac&o, reparacéo e cicatrizagdo, além de regular a pressao arterial. O
angiotensinogénio, sintetizado pelo figado, é liberado no sangue e a renina, produzida pelas

células do aparelho justaglomerular renal, processa-o em angiotensina 1. A enzima conversora
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de angiotensina 1 (ECAZ2), presente no epitélio pulmonar, converte o horménio angiotensina 1
em angiotensina 2.

Quando a angiotensina 2 se liga ao seu receptor, conhecido como enzima conversora
para angiotensina 2 ou ECAZ2, ocorre a convertendo esse peptideo em uma forma menor, que
desempenha diversas fungdes relacionadas a pressao sanguinea e atividade vascular. A ECA2
é amplamente expressa no epitélio pulmonar, células epiteliais alveolares tipos 2, endotélio
vascular pulmonar e outros tecidos. Como esses mediadores podem causar vasoconstri¢do, 0s
pacientes com hipertensdo arterial recebem inibidores da ECA para regular sua pressao arterial
e manté-la em niveis aceitaveis. No contexto de infeccdo viral, a entrada do virus pode perturbar
esse equilibrio, desencadeando fibrose pulmonar, inflamagdo e formacdo de coadgulos nos
pacientes (SHANG et al., 2020; DELPINO, QUARLERI, 2020).

A protease principal viral (MP) ¢é altamente conservada entre 0s coronavirus que é
capaz de reconhecer e clivar sequéncias especificas de aminoacidos no complexo de replicacdo
de poli proteinas virais (1ab) (OLIVEIRA et al., 2020a). Portanto a MP™ é considerada um alvo
atrativo para o desenvolvimento de terapéuticas especificas e eficazes (OLIVEIRA; NITSCHE,
2020; OLIVEIRA et al., 2020¢).

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 ocorre por meio da interacdo da proteina Spike (S)
presente no interior do virus, com o receptor de superficie celular humana ECA2 (enzima
conversora de angiotensina 2). Essa interacdo leva ao processo de endocitose e fusdo de
membranas, resultando na liberacdo do conteddo viral no citoplasma da célula hospedeira (TAI
et al., 2020).

3.4 BIOINFORMATICA E QUIMICA COMPUTACIONAL

Na busca de criar farmacos que possam trazer beneficios para o tratamento da COVID-
19, a bioinformaética e a quimica computacional sdo tecnologias mais promissoras que visam
trazer resultados positivos e mais rapidos.

O campo da bioinformatica conhecido como modelagem molecular trabalha com a
representacdo das estruturas bioquimicas e simulacdo de suas interagdes, e leva em
consideracao seus aspectos fisico-quimicos, em especial a dindmica molecular (ANDREI et al.,
2003). Auxilia a farmacologia no planejamento de novos inibidores atraves da anélise de
docagem molecular, em que substancias diversas sdo simuladas em relagdo a uma
macromolécula alvo para previséo de situagdes de interacdo enzimatica, agilizando no processo

de investigacdo biomedica, sem muitos custos operacionais.
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A quimica computacional vem sendo bastante utilizada em estudos de predi¢do da
atividade bioldgica para determinados compostos. O planejamento de farmacos € uma das areas
mais proeminentes, no qual tem uma grande capacidade de assistir diversas etapas do processo,
permitindo uma grande diminuicdo do custo da descoberta de um novo farmaco por meio da
anélise de grande quantidade de dados obtidos (GASTEIGER, 2014; CARVALHO et al.,
2014).

3.5 DOCAGEM MOLECULAR

O processo de busca de novos farmacos é desafiador, longo e caro, em que a etapa inicial
para o descobrimento de farmacos é definida pela identificacdo de um alvo molecular
(MUNTHA, 2016). A docagem molecular surgiu nos anos 80 e tornou-se uma das principais
ferramentas na area de criacdo de farmacos, sendo um dos métodos baseados na estrutura que
é mais utilizado para a identificacdo da conformacdo de pequenas moléculas ligantes no sitio
ativo do alvo (KITCHEN et al., 2004; SULIMOV et al., 2017).

Métodos de Docking € muito utilizado para a descoberta de novos medicamentos para
o0 tratamento de doencas humanas, possui uma metodologia que auxilia na descri¢do in-silico
das interacBes quimicas entre uma pequena molécula chamada de ligante e uma biomolécula
(proteina comumente chamada de receptor) em seu sitio de ligacdo, permitindo elucidar
processos bioquimicos fundamentais (MENG et al., 2011).

Realizar estudos de acoplamento proteina-ligante € bem simples, geralmente esse
processo envolve duas etapas fundamentais: (1) a previsdo da pose (conformacéo) do ligante
no local do sitio de ligacdo da proteina; e (2) avaliagdo da afinidade de ligacdo (score)
(TAYLOR et al., 2002).

3.6 GENIPA AMERICANA LINNAEUS

O nome cientifico é Genipa americana Linnaeus e o nome jenipapo vem do
Tupiguarani, jandipap. Jenipapo é uma arvore alta que pode atingir 15 m, possui caule reto, as
folhas sdo verde escuro, possuem superficies e margens lisas e se apresentam agrupadas no
extremo dos ramos, as flores sdo grandes, vistosas, hermafroditas amarelo-ouro contendo 5
pétalas, brancas logo gque se abrem passando a amareladas, levemente aromaticas, reunidas em
inflorescéncia e o fruto na forma de baga ovoide, de cor escura com casca rugosa e murcha,

possui polpa marrom clara, doce e acida, suculenta, de aroma forte que envolve numerosas
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sementes no centro, as quais sao pardas, chatas e polidas (XAVIER; XAVIER, 1976; SANDRI,
1998; EPSTEIN, 2001). (Figura 02)

Figura 02. Arvore de G. americana (A), frutos e folha (B), detalhes da fruta e semente (C).

Ta

L.

Fonte: A autora, 2023.

O jenipapo possui varios compostos bioativos, minerais e vitaminas importantes. Na
cultura popular, a utilizacdo da polpa do jenipapo possui taxas altas de calcio e fosforo, alto
teor de taninos, proteinas e baixo percentual de lipidios. A polpa do jenipapo ainda verde tem
aplicacdo como: antissifilitica e tem capacidade de curar feridas de umbigo em bebés, j& a polpa
madura é indicada como agente antiasmatico, afrodisiaco, tbnico, antianémico, diurético e serve
para o tratamento de feridas externas e de patologias do baco e figado. (DELPRETE et al.,
2005; MORS et al., 2000).

Algumas propriedades farmacoldgicas do jenipapo ja& foram comprovadas
cientificamente, pois o extrato das folhas do fruto é fortemente capaz de inibir o
desenvolvimento de verminoses ovinas (FURTADO, 2006). O uso do extrato como potencial
antiflamatorio e possui capacidade inibitoria diante das enzimas como tirosinases e o-
glicosidases (BERNAD et al.,2001; SOUSA et al.,, 2007). Do jenipapo ainda podem ser
extraidos alguns compostos que podem contribuir para a satde humana, dentre eles esta o
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geniposideo, um iridoide com propriedades antidiabéticas, anti-inflamatdrias, antiartrite,
antitrombatica e antidepressivas (XIAO et al., 2016).

A utilizacdo de plantas medicinais ndo € mais considerada apenas uso na cultura de
povos e tradi¢cBes, mas também como ciéncia que ao longo do tempo vem sendo estudada,
aperfeicoada e utilizada por quase toda a populacdo mundial, podendo ser usada como terapia
alternativa devido a seus beneficios (CZELUSNIAK et al., 2012).
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4. METODOLOGIA

4.1 SELECAO DOS LIGANTES DE G. AMERICANA.

Foi selecionado moléculas de vérias classes oriundas da espécie G. americana a partir
de artigos cientificos, em bancos de dados (Scientific Electronic Library Online (Scielo),
National Center for Biotechnology information (PubMed), Elsevier group (Scopus) e Google
académico). As estruturas foram adquiridas na base de dados

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) para posterior otimiza¢do molecular.
4.2 DOCAGEM MOLECULAR

As estruturas em 3D dos alvos de coronavirus foram obtidos no banco de dados de
proteinas PDB com os respetivos codigos, sendo: Spike (6VXX), ECA2 (1R42) e MP™ (6LU7),
além de desenhar um alvonde interacdo SPIKE com ECA2, chamado de receptor5, foram
previamente descritas por BASTOS et al., (2020). As docagem molecular foram realizadas
utilizando o programa Autodock Tools (ADT) (http://autodock.scripps.edu/), versdao 1.5.6
(GOODSELL; MORRIS, 1996; GOODSELL, 2005; MORRIS et al., 2008). Em seguida, 0s
arquivos de proteinas foram preparados pela remocéao de todas as moléculas de dgua e outros
grupos, como ions, usando o software Chimera v.13.1 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)
(PETTERSEN et al., 2004). O receptor foi considerado rigido, enquanto cada ligante foi
considerado flexivel. As cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER & MARSILI, 1980) foram
calculadas apés a adicdo de todos os hidrogénios. Os atomos de hidrogénio nao polares de
proteinas e ligantes foram subsequentemente mesclados.

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 simulacdo consistiu em 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012). O
restante dos parametros da docagem molecular foi definido com os valores padrdes. Com o
programa LIGPLOT, foram geradas representacdes esquematicas em 2-D de complexos
proteina-ligante a partir da entrada padrdo de arquivo PDB. Foram obtidas ilustracdes dos
pontos de interagbes por ligagdes de hidrogénio e hidrofobicas dos compostos com o0s
aminoéacidos das proteinas virais (Andrew. C et al 1995). As analises foram concentradas nos
grupos de menor energia. A conformacédo de menor energia combinada com inspecdao visual foi

escolhida para uma analise mais detalhada (ROCHA et al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram testados 58 compostos naturais da planta G. americana pelo processo de
docagem molecular com quatro receptores que sao essenciais no processo de infeccdo e
replicacdo viral. Dentre os receptores, duas proteinas eram do virus: a primeira, glicoproteina
Spike que tem como funcéo facilitar a entrada do virus no organismo, que inicia o processo de
infeccdo na célula devido a sua interacdo com a proteina ECA2, a segunda, proteina principal
ou MP que atua na replicacao viral na célula. Também foi utilizada a proteina ECA2, que é
por onde o virus entra na célula para iniciar a sua infeccdo. E por fim, o complexo Spike/ECA2
que é o sitio de interacdo da proteina Spike com a proteina ECA2.

Foi realizado um total de 232 docagem molecular (Tabela 01), sendo considerados 0s
melhores resultados com energias de ligacdo menores que -7.8 kcal. Mol que estdo descritos na

Tabela 02. Os resultados mostraram uma variagao de energia de -2.9 kcal.mol™ a -9.1 kcal.mol
1

Tabela 01: Resultados das 232 docagem realizadas com a interagdo dos 58 ligantes com 0s quatro receptores
(Spike, MP ECA2 e 0 complexo Spike/ECA2).

Ligantes Proteina Proteina Proteina Proteina Spike
ECA mero Complexo
ECA2/Spike
Acido miristico -4.2 -4.0 -5.1 -4.6
Acido decanoico -3.8 -4.6 -4.1 -5.0
Acido laurico -4.2 -3.8 -5.1 -4.8
Acido linoleico -4.5 -4.2 -4.9 -4.9
Acido oleico -3.8 -45 -5.0 -5.5
Palmito -3.9 -3.4 -4.6 -5.1
Beta sitosterol -6.9 -6.0 -6.2 -1.7
Acido cinamico -4.8 -4.7 -5.7 -6.4
Acido octantico -4.1 -3.7 -4.7 -4.7
Scopoletin -5.5 -5.7 -5.8 -6.9
Estigmasterol 7.2 -7.0 -7.4 -8.0
Gardendiol -5.0 -5.2 -54 -6.6
Gardenoside -7.3 -6.8 -6.9 -8.7

Genameside A -6.6 -6.5 -7.0 -8.5



Genameside B -7.0
Genameside C -6.5
Genameside D -7.3
Acido genipico 5.1
Genipina -5.2
Genipin gentiobioside -7.9

Acido Genipinico -5.6
Acido Geniposideo -6.9
Geniposideo -6.8
Shanzhiside -7.0
Campesterol -7.3
Delta 5 -7.3
Delta 7 -6.9
Quercetina -7.4
Tarennoside -6.6
Acido Butirico -3.3
Hexanoico -3.6
Metilbutirico -3.7
2Decenal -3.9
2Methilbenzaldeido -4.6
2Nonanol -3.7
2Pentadecanol -3.6
2Undecanol -3.9
Acido Acético -3.1
Acido Benzobico -4.6
Hexanoato de etila -3.7
Heptadecano -4.2
Heptano -3.3
Heptanol -3.8
Heptanona -3.4
Hexadecano -3.8

Manitol -4.8

5.5
7.8
5.6
-6.8
-6.7
7.2
-6.4
-6.6
-6.3
75
-6.4
-35
-3.9
-3.8

-3.9

-5.7
-7.5
-6.1
-7.0
-6.9
-1.3
-6.9
-7.1
-1.0

-7.0

-6.6
-8.6
-7.3
-8.7
-8.6
-9.1
-1.7
-1.7
-7.8

-9.0
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Benzoato de metila
Heptanoato de metila
Hexanoato de metila
Salicilato de metila
Nonanol

Octanal

Octen

Penten one
Fenilacetaldeido
Tetradecano

Toluen

Vanillina

-4.4 -4.9
-35 -4.0
-3.6 -4.4
5.2 -4.9
-3.7 -4.4
-3.3 -3.9
-3.4 -4.8
-3.3 -4.1
-4.2 5.1
-4.0 -5.3
-3.9 -4.9
-4.9 -4.7
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Fonte: A autora, 2023.

Os constituintes com melhores parametros de energia foram considerados as interacfes

menores que -7.9 kcal.mol-1, assim obtiveram-se 13 interacGes descritas na Tabela 02.

Tabela 02: Parametros de afinidade molecular dos constituintes quimicos (ligantes) da espécie G. americana com

as proteinas ECA2, Spike, complexo ECA2 /S e MP™ do novo coronavirus (COVID-19) com resultados de energia

de ligacdo menores que -7.9 kcal.mol™.

Complexo (Proteina-

Ligante)

AGping® (kcal.mol™?)

Aminoacids that Interact

through hydrogen bonds

Amino acids that perfom

hydrophobic interacion

Shanzhiside/Spike

Quercetina/Spike

Genameside B/Spike

Genameside C/Spike

-9.1

-8.8

Phe855, Asn856,
Met740, Tyr741,
Arg1000, Leu977,

Thr547, Thr573, Thr572
Met740, Tyr741, lle742,

Arg1000, Gly744,
Thr549
Thr549, Asp745, Gly744,
Tyr741, Arg1000,
Thr573
Thr549, Asp745,

Asn856, Thr741, Gly744,
Arg1000, Thr573

Gly744, Leu966, Asn978,
Pro589, 11e587

11e587,  Thr572,  Pro589,
Thr573, Gly548, Phe541

Met740, Leu966, Asn856,
lle742, Leu977, Asn978,
Leu546, Val976, Thr572,
11e587, Gly548, Pro589

lle742, Leu966, Met740,
Leu977, Thr572, Asn978,



Acido Geniposide /Spike

Gardenoside/Spike

Geniposide/Spike

Genipin gentiobioside
/Spike

Genamesideo A/Spike

Tarennoside/Spike

Estigmasterol/Spike

Genameside D/MP

Genameside D/Receptor5

Fonte: A autora, 2023.

-8.7

-8.6

-8.6

-8.5

-8.0

-8.0

-7.9

Asn856, Met740,
Tyr741, 1le742, Gly744,
Asn978, Thr547, Thr573,
Phe855

Tyr741, Asng56, Gly744,
Arg1000, Thr549

Tyr741, Gly744,
Arg1000, Thr549

Leu517, Arg983, 116973,
Gly381, Tyr380, Thr430,
Ser514, Phe515

Asn856, Phe855, TIr572,
Thr573, Asn978, Gly744,

Arg1000
Tyr741, Met740, Gly744,
Arg1000, Leu977,

Asn978, Thr572, Asn856
Asp571

Glu166, His4l, GIn189,
Gly143, His163, Serl44,
Leul4l, Phe140
Lys417, Phe390, Asn33,
Glu37, Tyr505, Arg393,
Ala386, Asp405
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Val976, Leu546, Gly548,
11e587, Pro589

Pro589, Thr572, Gly548,
Leu977, Cys743, Leu966,
Arg1000

Met740, Phe855, Pro589,
11e587, Thr573,  Asp568,
Thr572, Gly548, Leu977,
1le742, Leu966

Leu977, Met740, Val976,
Asn978, Gly548, Pro589,
Thr573, Thr572, Phe855,
Asp586, Asn856, Ile742
Leu518, Asp428, Phe429,
Phe464, Aspl98, Tyr200,
Lys202, Glu516

Pro589, Leu966, Gly548

Pro589, Thr573, VVal976

Leu517, Phe515, Phe429,
Pro426, Ser514, Glu516,
Thr430, Leu518, His519,
Asp979,  Ser974, 11973,
Arg516, Val976

His172, Thr190, Prol68,
Metl65, Aspl87, Argl8s,
Met49, Asnl142, Cyal4s
Gly416, GIn409, 1le418,
Arg403, Pro389, Ala387

Dentre os melhores compostos os iridoides Genamesideo A, Genamesideo B,

Genamesideo C, Genamesideo D, Geniposide Acid, Geniposide, Genipin gentibioside,

Gardenoside, Tarennosideo, Shanzhiside sdo identificados no jenipapo que fazem parte do

metabolismo secundarios dos vegetais e atuam como defensores durante a interacdo de plantas
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animais herbivoros. Foram identificadas vérias evidéncias farmacoldgicas de interesse
terapéutico, possui a¢do antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, diurética, laxante e
citotoxica (NASCIMENTO, 2008).

Quercetin é um dos flavonoides mais estudado por ter uma agédo antioxidante e antiviral
por ter capacidade de se ligar a proteinas do envelope viral, dificultando na ligacdo e na entrada
do virus na célula como na sintese de DNA (FORMICA; REGELSON, 1995). Houve uma
reducdo de 22% na mortalidade por doencas cardiovasculares em finlandeses devido a
contribuicdo de quercetina com 95% do total de flavonoides ingeridos pela populacdo (KNET
etal., 1997).

Figura 03: Estrutura em 2D dos alguns compostos identificados na planta G. americana .
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Fonte: A autora, 2023.

A melhor ligac&o (-9.1 kcal.mol-1) foi do composto Shanzhiside com a proteina Spike.
O composto apresentou ligagdes de hidrogénio com nove aminoacidos (Phe855, Asn856,
Met740, Tyr741, Arg1000, Leu977, Thr547, Thr573, Thr572) e por interacGes hidrofobicas por
cinco aminoacidos. (Figura 07)

O segundo melhor ligante Quercetin que obteve energia de ligagdo de -9.0 kcal.mol-1.
E apresentou ligagdo de hidrogénio com seis aminodcidos (Met740, Tyr741, 1le742, Arg1000,
Gly744, Thr549) e por interagdo hidrofébica com seis aminoécidos. O composto Genameside

B com resultado de inibicdo de (-8.8 kcal.mol-1) interagiu com seis aminoacidos (Thr549,
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Asp745, Gly744, Tyr741, Argl000, Thr573) por ligacdo de hidrogénio e por interagdo
hidrofobica com doze amino&cidos.

O composto Genameside C com a mesma energia de ligacdo de (-8.8 kcal.mol-1)
realizou ligacdes de hidrogénio parecidas com apenas uma diferente, obtendo sete aminoacidos
(Thrb549, Asp745, Asn856, Thr741, Gly744, Arg1000, Thr573) e onze liga¢des hidrofobicas.

O composto Geniposide Acid que apresentou energia de interagédo de (-8.7 kcal.mol-1),
e interagir com nove aminoacidos (Asn856, Met740, Tyr741, lle742, Gly744, Asn978, Thr547,
Thr573, Phe855) por ligacéo de hidrogénio e por ligacdo hidrofébica com sete aminoacidos. O
composto Gardenoside apresentou a mesma energia de interacdo de (-8.7 kcal.mol-1) e interagir
com cinco aminoacidos (Tyr741, Asn856, Gly744, Arg1000, Thr549) por ligacdo de hidrogénio
e por ligacdo hidrofébica com onze aminoacidos.

O composto Geniposide apresentou energia de interacao de (-8.6 kcal.mol-1) e interagiu
com quatro aminoacidos (Tyr741, Gly744, Arg1000, Thr549) por ligacdo de hidrogénio e por
ligacdo hidrofdbica com doze aminoacidos. O composto Genipin gentiobioside apresentou a
mesma energia de interacdo de (-8.6 kcal.mol-1) e interagiu com oito aminoacidos (Leu517,
Arg983, 11973, Gly381, Tyr380, Thr430, Ser514, Phe515) por ligacdo de hidrogénio e por
ligacdo hidrofdbica com oito aminoécidos. (Figura 04)

O composto Genamesideo A apresentou uma energia de interagdo de (-8.5 kcal.mol-1)
e interagiu com sete aminoacidos (Asn856, Phe855, TIr572, Thr573, Asn978, Gly744,
Argl1000) por ligacdo de hidrogénio e por ligacdo hidrofébica com trés aminoacidos. O
composto Tarennoside apresentou uma energia de interacdo de (-8.0 kcal.mol-1) e interagiu
com oito aminoacidos (Tyr741, Met740, Gly744, Arg1000, Leu977, Asn978, Thr572, Asn856)
por ligacdo de hidrogénio e por ligacdo hidrofébica com trés aminoacidos.

O composto Stigmasterol apresentou uma energia de interacdo de (-8.0 kcal.mol-1) e
interagiu com apenas um aminoacido (Asp571) por ligacdo de hidrogénio e por ligacdo
hidrofobica com catorze aminoécidos. O composto Genameside D com a proteina MP™
apresentou uma energia de interacdo de (-7.9 kcal.mol-1) e interagiu com oito aminoacidos
(Glul66, His4l, GIn189, Gly143, His163, Serl44, Leul4l, Phel40) por ligacdo de hidrogénio
e por ligagdo hidrofobica com nove aminoécidos. (Figura 05)

O composto Genameside D com o Sitio de interacdo Spike/ECAZ2 apresentou a mesma
energia de interacdo de (-7.9 kcal.mol-1) e interagir com oito aminoacidos diferentes (Lys417,
Phe390, Asn33, Glu37, Tyr505, Arg393, Ala386, Asp405) por ligacdo de hidrogénio e por

ligacdo hidrofobica com seis aminoacidos. (Figura 06)
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Abaixo temos as melhores interacdes moleculares de cada proteina:

Figura 04: Complexo Genipin gentiobioside com a proteina ECA2 com uma energia de ligagéo de -7.6 kcal.mol-
1. a) Acoplamento do composto Genipin gentiobioside (vermelho) com a proteina ECA2 (verde). b) Sitio de
interagdo do complexo. c) InteragBes com os aminoéacidos por ligacdo de hidrogénio (verde) e por interacdes
hidrofébicas (vermelho).
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Fonte: A autora, 2023.
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Figura 05: Complexo Genameside D com a proteina MP™. a) Acoplamento do composto Genameside D (laranja)

com a proteina MP™ (azul). b) Sitio de interacdo do complexo. c¢) Interagcbes com os aminoacidos por ligacao

hidrogénio (verde) e por interagdes hidrofdbicas (vermelho).
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Figura 06: Complexo Genameside D com o Sitio de interacdo Spike/ECA2. a) Acoplamento do composto
Genameside D (laranja) com a receptor3 (lilas e rosa). b) Sitio de interacdo do complexo. c) Interacbes com os

aminoéacidos por ligacdo de hidrogénio (verde) e por intera¢Ges hidrofdbicas (vermelho).
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Figura 07: Complexo Shanzhiside com a proteina Spike. a) Acoplamento do composto Shanzhiside (lilas) com a
proteina Spike (azul). b) Sitio de interacdo do complexo. c) Interagbes com os aminoacidos por ligacdo de

hidrogénio (verde) e por interagdes hidrofdbicas (vermelho).

[N

Fonte: Autora, 2023.

Entre os 13 melhores resultados descritos na Tabela 02, 11 compostos obtiveram energia
e em maior quantidade em interacdo com a proteina Spike. A proteina Spike, antigeno primario
encontrado na superficie viral, forma homotrimeros que interagem com a enzima conversora
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de angiotensina 2 (ECA2) (SHANG et al., 2020b). A ECA2 ¢é uma proteina transmembrana
encontrada em diversas células do corpo humano, em especial nos pneumdcitos tipo Il, o que
explica a alta sensibilidade dos pulmdes ao virus (KUBA et al., 2005; VERDECCHIA et al.,
2020). O processo de ancoragem com a proteina MP™ obteve um bom resultado com um ligante,
mas ndo foi possivel obter um bom resultado com a proteina ECA2, enzima conversora de
angiotensina 2 (ECAZ2). E por fim, obteve-se um resultado do acoplamento com o complexo
Spike/ECA2.

Tabela 03: Docagem molecular dos medicamentos aprovados pela Anvisa.

FARMACO CID ECA2 MPRO RECEPTOR SPIKE
Remdesivir 121304016 -7.3 -7.9 -7.6 -7.5
Paxlovid (nirmatrelvir + 155903259 -7.1 -7.6 -7.0 -7.3
ritonavir)

Molnupiravir 145996610 -7.2 -6.7 -6.8 -7.9
Baricitinibe 44205240 -6.8 -7.9 -7.8 -8.0

Fonte: Autora, 2023.

Os medicamentos aprovados pela Anvisa que sdo eficazes na redugéo de taxas de
mortalidade e hospitalizacdo com pacientes infectados pela COVID-19, sdo Remdesivir,
Paxlovid (nirmatrelvir + ritonavir), Molnupiravir, Baricitinibe. O Remdesivir € um
medicamento que mostra resultados terapéuticos e promissores contra a COVID-19, devido a
sua a¢do antiviral de amplo espectro, incluindo alguns virus, de RNA (BEISEL JH, et al., 2020;
CAO YC, et al., 2020). Remdesivir obteve um melhor resultado de -7.9 kcal.mol? com a
proteina ECA2, nos resultados obtidos com os compostos do jenipapo o Genameside D possui
a mesma energia de -7.9 kcal.mol*

O medicamento Paxlovid é um antiviral inibidor de protease SARS-CoV-2
desenvolvido pela Pfizer e é especificamente fabricado para ser usado por via oral e com
potencial terapéutico (PFIZER, 2021). Paxlovid obteve um melhor resultado com a proteina
MP™ de -7.6 kcal.mol, o composto Genameside D do jenipapo teve uma interagdo maior com
a proteina MP™® de -7.9 kcal.mol?, no entanto, o composto Genameside D do jenipapo
demonstrou uma melhor energia de interagdo com a proteina Mpro de -7.9 kcal.mol-10
Molnupiravir foi descoberto em 2013 com o intuito de combater o virus da encefalite equina
venezuelana através de um medicamento antiviral oral e antes da pandemia de COVID-19 ele
estava em estudo pré-clinico para o tratamento da gripe sazonal, com o rapido avango da

COVID-19 os estudos se iniciou para 0 combate ao novo coronavirus com o molnupiravir, que
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teve seu uso emergencial aprovado no dia 4 de maio de 2022. Este farmaco impede a replicagdo
do virus no organismo, diminuindo o processo de infeccdo. (TIAN et al., 2022 e ANVISA,
2021).

Este farmaco obteve um resultado de -7.9 kcal.mol™* com a proteina Spike, ja na planta
Genipa americana foi obtido 11 compostos com valores maiores que -7.9 kcal.mol™, eles so
Shanzhiside com resultado de -9.1 kcal.mol, Quercetina com -9.0 kcal.mol?, Genameside B
e C com -8.8 kcal.mol?, Acido Geniposideo e Gardenoside com -8.7 kcal.mol, Genipin
gentiobioside e Geniposide com -8.6 kcal.mol?, Genamesideo A com -8.5 kcal.mol?,
Tarennoside e Stigmasterol com -8.0 kcal.mol ™,

O farmaco Baricitinibe € indicado para pacientes com COVID-19 que precisam de
oxigénio por cateter nasal ou mascara de oxigénio, é também um inibidor seletivo e reversivel
das enzimas quinases (JAKs) (ANVISA, 2021). Baricitinibe teve um bom resultado de -8.0
com a proteina Spike, ja com os compostos do jenipapo foi obtido 9 com valores maiores que -
8.0 kcal.mol-1, eles sdo Shanzhiside com resultado de -9.1 kcal.mol-1, Quercetina com -9.0
kcal.mol-1, Genameside B e Genameside C com -8.8 kcal.mol-1, Acido Geniposideo e
Gardenoside com -8.7 kcal.mol-1, Genipin gentiobioside e Geniposide com -8.6 kcal.mol-1,

Genamesideo A com -8.5 kcal.mol-1
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, dentre 0s 58 compostos da espécie G. americana 13 apresentaram
boas interacbes com os alvos moleculares do SARS-CoV-2 sendo eles: Genamesideo A,
Genamesideo B, Genamesideo C, Genamesideo D, Acido Geniposideo, Geniposide, Genipin
gentibioside, Gardenoside, Tarennosideo, Shanzhiside, Quercetina e Estigmasterol podendo
identificar seu potencial na atividade antiviral. No estudo in-silico por meio do processo de
acoplamento molecular, em busca de identificar inibidores virais eficazes contra a doenca do
covid-19, muitos compostos da espécie se mostraram promissores com seus respectivos valores
menores que -7.9 kcal.moll. Com isso, para uma descoberta de potenciais inibidores
terapéuticos serd necessario um estudo mais amplo na pesquisa para que sejam usados no
tratamento contra a COVID-19.
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