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RESUMO

O coronavirus € um virus envelopados 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 saude global para
coordenar os esforgos cientificos e médicos e desenvolver rapidamente uma cura para 0s
pacientes. Ainda ndo ha medicamentos total eficaz contra 0 novo coronavirus, sendo 0s
produtos naturais promissores como fonte de novas moléculas que possam ter acéo
farmacologica contra a COVID-19. Embora atualmente existem vacinas e tratamentos
aprovados que auxiliam no controle da COVID-19, ainda h& a busca por alternativas
terapéuticas mais eficazes e seguras. Nesse contexto, os produtos naturais continuam sendo
fontes promissoras de novas moléculas com potencial farmacoldgico contra 0 SARS-CoV-2.
Entre esses produtos naturais, destaca-se a (Mentha arvensis). A biologia computacional
oferece novas possibilidades para o desenvolvimento de farmacos, por meio de simulagdes que
reduzem o uso de solventes e reagentes em testes laboratoriais. O objetivo deste projeto é
identificar medicamentos candidatos contra esse virus e utilizaremos um estudo computacional
por docagem molecular para rastrear os compostos quimicos presentes em Mentha arvensis que
possam funcionar como inibidores da proteina Spike da COVID-19. A geometria do complexo
foi calculada usando o programa Gaussian 09, as docagens foram realizadas utilizando o
programa Autodock Tools, foi usado o LigPlus na obtencdo aminoacidos, Gaussview 5.0.8 sera
utilizado para obter modelos estruturais em 3D. Avaliaremos o perfil de toxicidade das
moléculas mais relevantes selecionadas no estudo pdés docagem, incluindo ensaios de
carcinogenicidade e teste de Ames. Entre outros parametros de absor¢do como a capacidade da
droga de atravessar a barreira do cérebro (BBB), bem como a taxa de absorc¢do da droga (Caco-
2), a taxa de absorcdo por células intestinais humanas (HIA) e excre¢do (MDCK). Ao analisar
os calculos farmacodindmicos, 0 composto quimico Germacreno D complexou-se facilmente
com as proteinas Spike (-6,8 kcal.mol™!) e RBD (-6,6 kcal.mol ™), inferindo sua capacidade de
interferir no ciclo de vida deste patdgeno, visto que estas macromoléculas desempenham papel
fundamental para a entrada do virus nas células humanas. Além disso, 0 composto atendeu as
propriedades farmacocinéticas fundamentais, apresentando alto grau de solubilidade, baixa
toxicidade, e ndo sendo considerado um agente carcinogénico nem hepatotoxico.

Palavras chaves: coronavirus; mentha arvensis; bioinformatica.



ABSTRACT

The coronavirus is an enveloped virus of the Coronaviridae family with a positive-sense single-
stranded RNA genome. With the increasing number of infected patients worldwide, COVID-
19 led the WHO to declare a global health emergency to coordinate scientific and medical
efforts and rapidly develop a cure. There are still no fully effective drugs against the novel
coronavirus, and natural products offer promising sources of new molecules that may have
pharmacological action against COVID-19. Although there are currently approved vaccines and
treatments that help control COVID-19, the search for more effective and safe therapeutic
alternatives continues. In this context, natural products remain promising sources of new
molecules with pharmacological potential against SARS-CoV-2. Among these natural
products, Mentha arvensis stands out. Computational biology offers new possibilities for drug
development through simulations that reduce the use of solvents and reagents in laboratory
tests. The objective of this project is to identify drug candidates against this virus. We will use
a computational molecular docking study to screen for chemical compounds present in Mentha
arvensis that may function as inhibitors of the COVID-19 spike protein. The geometry of the
complex was calculated using Gaussian 09, docking was performed using Autodock Tools,
LigPlus was used to obtain amino acids, and Gaussview 5.0.8 will be used to obtain 3D
structural models. We will evaluate the toxicity profile of the most relevant molecules selected
in the post-docking study, including carcinogenicity assays and the ames test. Other absorption
parameters include the ability of the drug to cross the blood-brain barrier (BBB), as well as the
rate of drug absorption (Caco-2), the rate of absorption by human intestinal cells (HIA), and
excretion (MDCK). Pharmacodynamic calculations revealed that Germacrene D readily
complexed with the Spike (-6.8 kcal.mol ™) and RBD (-6.6 kcal.mol ™) proteins, suggesting its
potential to interfere with the pathogen's life cycle, given that these macromolecules play a key
role in viral entry into human cells. Furthermore, the compound met key pharmacokinetic
properties, exhibiting high solubility and low toxicity, and is not considered a carcinogen or
hepatotoxic agent.

Keywords: Coronavirus, Mentha arvensis, Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

A COVID-19, é uma doenca causada pelo novo virus SARS-CoV 2 (coronavirus),
representando atualmente um problema grave de biosseguranca mundial. Seus primeiros casos
foram confirmados na cidade de Wuhan-China em dezembro de 2019, devido a comercializagdo
de animais exaticos, visto que 0 coronavirus € um virus de animais silvestre (Lai et al., 2020;
Rothan e Byrareddy, 2020). Pertencente a familia Coronaviridae (Cov) e subfamilia
Coronavirinae (Cascella et al., 2022), seu principal mecanismo de entrada nas células humanas
é por meio da glicoproteina Spike utilizando o Dominio de Ligacdo do Receptor e como
ancoragem a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) na qual o virus se liga.

Com a sua alta taxa de circulacdo perante a populacdo, maior é a sua probabilidade de
sofrer mutacdo durante o seu processo de replicacdo, o que pode potencializar as propriedades
adaptativas deste patdgeno no meio em que se insere, como as pertinentes complicacdes
sintomaticas em pessoas infectadas e facilidade de transmissdo (Opas.2021), necessitando de
novas pesquisas a fim de conter sua propagacao. Neste contexto, os produtos naturais tem sido
fonte de estudos em todo 0 mundo para a busca de novos farmacos com acéo antiviral mediante
este novo patégeno.

Com base nisso, uma planta que é conhecida mundialmente como vick, horteld
brasileira, ou menta japonesa (Mentha arvensis), que apresenta diversas propriedades
medicinais como anti-inflamatéria, descongestionantes nasais, combate a flatuléncias, e
também contra nduseas e vomitos, tem contribuido no senso comum para o combate a doengas
virais. Desta forma, estudos tem demonstrado uma grande diversidade de constituintes
qguimicos presentes nesta espécie, sendo promissor a sua fonte de pesquisa no ponto de vista
farmacoldgico (Makkar et al., 2018 Lorenzi et al., 2002).

A biologia computacional traz aos testes biolégicos 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 teoricas de simulagdo e ao desenvolvimento hardware e software na area de
informatica nos ultimos anos (Rocha et al., 2018). Podendo dessa forma simular constituintes
quimicos presentes em produtos naturais que possam interagir com proteinas especificas como
as do novo coronavirus.

Com base nisso, na esperanca de identificar novas moléculas promissoras contra a

COVID-19, utilizaremos um estudo computacional por docagem molecular para rastrear 0s
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metabdlitos secundarios presentes na espécie M. arvensis que possam funcionar como

inibidores de proteinas S do novo coronavirus.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da inibicdo da proteina Spike do coronavirus COVID-19 de

constituintes quimicos de M. arvensis por métodos in silico.

2.2 Objetivos especificos

* Selecdo dos ligantes candidatos para o estudo de afinidade molecular;
* Predicio ADME-TOX;

« Selecdo da proteina do coronavirus no banco de dados PDB;

* Docagem molecular;

* Publicagdo de um capitulo de livro.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SARS-CoV-2 e a COVID-19

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus emergiu na cidade de Wuhan, localizada
na provincia de Hubei, na China, provocando uma grave crise sanitaria. Este virus foi
oficialmente denominado pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus como Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) e identificado como o agente
causador da doenga conhecida como COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). (Wang et
al.,2020). O virus demonstrou uma alta capacidade de transmisséo, resultando em um ndmero
crescente de infecgdes e levando muitas pessoas a morte, 0 que gerou uma situacao de alerta
global para autoridades de saude e pesquisadores.

Por meio de anélises detalhadas e técnicas de sequenciamento, os cientistas obtiveram
informagdes cruciais sobre as proteinas responsaveis pela transmissdo e funcionamento do
virus. Esses estudos possibilitaram o desenvolvimento de testes rapidos para identificacdo de
infectados e o monitoramento de possiveis mutacdes. No Brasil, o Instituto Adolfo Lutz, em
parceria com o Instituto de Medicina Tropical da USP, realizou o sequenciamento genético dos
primeiros casos confirmados no pais, revelando uma alta semelhanga com o0s genomas
identificados em pacientes da Italia, China e Estados Unidos. (Centre for Arbovirus Discovery,
Diagnosis,2020).

Em 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) oficialmente
classificou a COVID-19 como uma pandemia, marcando um momento decisivo na luta contra
a disseminacdo do virus. Essa declaragdo ocorreu devido a rapida propagacéo da doenca em
escala global, afetando milhares de pessoas em diversos paises e continentes (OMS,2020b).

O SARS-CoV-2 é um virus recém-descoberto que provoca sérios problemas
respiratorios, podendo evoluir para uma sindrome respiratdria aguda grave (SRAG). Embora
o0s idosos e individuos com condicbes de saude preexistentes, como diabetes, hipertenséo e
doencas cardiacas, sejam 0s mais vulneraveis, o virus também tem mostrado sua capacidade de
causar complicagdes severas em adultos jovens e pessoas sem comorbidades. Além disso, 0
impacto do SARS-CoV-2 ndo se restringe apenas aos pulmdes; ele pode afetar outros 6rgéos,
como o coragéo, rins e sistema nervoso, intensificando os riscos de mortalidade. A transmissao
da infecgdo também pode ocorrer através do contato com superficies ou objetos contaminados
pelo virus, quando uma pessoa toca essas superficies e, posteriormente, leva as maos aos olhos,

nariz ou boca, aumenta significativamente o risco de contagio (Mclntosh, 2029).
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Diante da necessidade urgente de conter o avango dos casos de COVID-19, foram
implementadas diversas medidas preventivas para controlar o surto. Entre essas agoes,
destacaram-se a obrigatoriedade do uso de mascaras ao sair de casa, a utilizacdo frequente de
alcool em gel como forma de desinfecgéo rapida e a énfase na higienizacdo adequada das maos
com agua e sabdo. Na busca incansavel para reduzir o aumento de infectados, foi decretada
quarentena em varias partes do mundo, impondo restrigdes a circulagdo de pessoas e ao
funcionamento de estabelecimentos néo essenciais (Adhikari et al.,2020).

3.2 Estrutura do SARS-COV-2

Os coronavirus (CoVs) que afetam seres humanos sdo conhecidos por provocar
infeccdes respiratdrias geralmente leves, como os D-CoVs (229E e NL63) e os E-CoVs (OC43
e HKU1). No entanto, em certos casos, essas infec¢fes podem se agravar. Além disso, nas
ultimas duas décadas, surgiram trés tipos distintos de E-CoVs associados a infec¢fes severas
em humanos. Entre eles estdo o coronavirus responsavel pela sindrome respiratéria aguda grave
(Sars-CoV), o que desencadeia a sindrome respiratoria do Oriente Médio (Mers-CoV) e o Sars-
CoV-2, que levou a pandemia de Covid-19.

O Sars-CoV-2 pertence ao subgénero Sarbecovirus, assim como 0s Sars-CoV e Mers-
CoV. O Sars-CoV-2, porem, foi identificado como um virus distinto com base na baixa
identidade genética com esses outros virus altamente patogénicos.

A estrutura genérica dos virions dos coronavirus podem ser observados na Figura 01. O
genoma do SARS-CoV-2 é composto por uma Unica fita de RNA de sentido positivo, com cerca
de 29,9 kb de extensdo. Ele codifica quatro proteinas estruturais principais: a proteina do
nucleocapsideo fosfilado (N), a proteina do envelope (E), a glicoproteina de superficie (S) e a
proteina de membrana (M). (Opas,2022).

Figura 01: Estrutura da particula viral de coronavirus.

Proteina de envelope

Genoma de RNA viral

Fonte: adaptado de Majumder; Minko, 2021.
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A proteina Spike (S), uma glicoproteina exposta ao ambiente externo, desempenha um
papel crucial na entrada do virus nas células humanas, ao se ligar & enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2). A proteina S, com massa de 180-200 kDa, é formada por uma regido
N-terminal localizada no exterior da célula, um dominio transmembrana (TM) que a fixa na
membrana viral, e uma porgdo C-terminal intracelular de comprimento reduzido. (Bosch et
al.,2003). A proteina S interage com a célula hospedeira, desencadeando uma reorganizacao
estrutural que permite ao virus se fundir com a membrana da célula, facilitando sua entrada
(Watanabe et al.,2020).

Entre as proteinas estruturais do virus, a proteina M destaca-se como a mais abundante
e essencial, atuando como organizadora central na montagem e formagao do envelope viral. Ela
interage diretamente com outras proteinas, como S e N, para finalizar a montagem de novos
virus. Ja a proteina E, embora seja a menor entre as quatro proteinas estruturais, € altamente
expressa durante o ciclo de replicacdo nas células infectadas. Uma fracdo dessa proteina é
incorporada ao envelope viral, desempenhando um papel crucial na montagem e no brotamento
do virus (Oliveira et al.,2020b).

Destacando-se por sua funcdo essencial, a proteina N é a principal responsavel pela
formagdo do nucleocapsideo helicoidal, unindo-se ao genoma viral ao longo de toda a sua
extensdo e conferindo-lhe uma forma ondulada caracteristica. Com um peso molecular entre 43
e 50 kDa, essa proteina passa por fosforilacdes especificas em serinas e treoninas. Apesar de a
funcdo exata desse processo ainda nao ser totalmente compreendida, sugere-se que ele esteja
ligado a atividades regulatérias, bem como a habilidade da proteina de se ligar ao genoma viral,
desempenhando um papel crucial na estabilidade e no ciclo de replicagdo do virus. (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 desempenha um papel central nos esforcos de
desenvolvimento de vacinas contra a COVID-19, sendo responsavel por iniciar as interagdes
entre o virus e o receptor ECA2, o que facilita a entrada viral. Essa interagdo é crucial para a
fusdo das membranas virais com a célula hospedeira. A proteina Spike é formada por duas

subunidades: a S1, que controla a ligac&o ao receptor ECA2 através do dominio de ligacéo ao
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receptor (RBD), e a S2, que participa ativamente no processo de fusdo das membranas durante
a infecgdo viral. A ECA2 humana codifica um polipeptideo composto por 805 amino&cidos.
Ao se analisar a sequéncia da proteina ECA2, observa-se a presenca de duas regides
hidrofobicas, incluindo um peptideo sinal de 18 aminoacidos no terminal N e uma regido
hidrofobica de 22 amino&cidos proxima ao terminal C. De forma semelhante a ECA, a ECA2 é
provavelmente uma proteina de membrana integral do tipo I, ancorada & membrana celular pela
regido hidrofébica localizada no terminal C. Além disso, a proteina é O-glicosilada nos
primeiros 36 aminoacidos do seu terminal N, embora esses acucares ligados a O-glicosilada
ndo sejam essenciais para a expressao ou funcionalidade da proteina. (Ehlers et al.,1992).

O receptor ECA2 desempenha uma funcdo dupla, participando ativamente do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, que regula processos importantes como crescimento celular,
inflamacéo, reparacéo tecidual, cicatrizacdo e controle da pressdo arterial. O processo comeca
com o angiotensinogénio, produzido pelo figado e liberado na corrente sanguinea, onde é
convertido em angiotensina 1 pela renina, uma enzima secretada pelas células do aparelho
justaglomerular nos rins. Em seguida, a angiotensina 1 é transformada em angiotensina 2 pela
enzima conversora de angiotensina 1 (ECA1), localizada no epitélio pulmonar. A angiotensina
2, ao se ligar ao receptor conhecido como ECA2, é convertida em um peptideo menor,
responsavel por regular a pressdo arterial e a atividade vascular. A ECA2 esta presente em
diversas partes do organismo, como o epitélio pulmonar, células alveolares do tipo 2, endotélio
vascular pulmonar e outros tecidos. Por sua funcdo na mediacdo da vasoconstri¢do, pacientes
com hipertensdo arterial sdo tratados com inibidores da ECA, que ajudam a controlar a pressdo
arterial. No caso de infecgdes virais, a interacdo do virus com a ECA2 pode desestabilizar esse
sistema, levando a complica¢des como inflamacao, fibrose pulmonar e formacéo de coagulos.
(Shang et al., 2020; Delpino, Quarleri, 2020).

A principal protease viral (Mpro) apresenta uma alta conservacdo entre diferentes
coronavirus, sendo responsavel por reconhecer e clivar sequéncias especificas de aminoécidos
nas poli proteinas virais associadas ao complexo de replicacdo. Devido a essa fungdo essencial
no ciclo viral, a Mpro se destaca como um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias
especificas e altamente eficazes contra infec¢Bes causadas por esses virus. (Oliveira; Nitsche,
2020a; Oliveira et al., 2020e).

A infeccéo pelo SARS-CoV-2 ¢ iniciada pela ligacéo da proteina Spike (S), presente na
superficie do virus, ao receptor celular humano ECA2 (enzima conversora de angiotensina 2),

localizado na membrana da célula hospedeira. Essa interacdo desencadeia 0 processo de
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endocitose, seguido pela fusdo das membranas viral e celular, permitindo que o material
genético do virus seja liberado no citoplasma da célula. A partir desse ponto, 0 genoma viral
comeca a ser traduzido e replicado, utilizando a maquinaria celular para produzir novas
particulas virais, 0 que contribui para a disseminacao da infeccdo. Essa etapa inicial da infec¢cdo
é um dos alvos principais para o desenvolvimento de terapias antivirais e vacinas. (Tai et al.,
2020).

3.4 Bioinformatica e Quimica Computacional

A bioinformatica combina ferramentas computacionais e métodos analiticos para
processar e interpretar dados bioldgicos, com foco na compreensdo de processos moleculares.
Além de sua aplicacdo em calculos e estatisticas, ela facilita a organizacdo e o estudo de
informacBes complexas, contribuindo para avangos em areas como genética, biotecnologia e
desenvolvimento de medicamentos (Bilotta; Tradigo; Veltri,2018). Com o0s avancos
tecnoldgicos em computacdo, tornou-se viavel prever configuracGes de proteinas, identificar
regibes especificas para a atuacdo de inibidores biologicos e aprofundar estudos relacionados a
gendmica. Esses progressos impulsionaram a pesquisa em biologia molecular e biotecnologia,
abrindo novos caminhos para o desenvolvimento de tratamentos e terapias inovadoras (Bilotta;
TRadigo; Veltri, 2018; De araujo, 2008; Prosdocimi et al.,2002).

Através dos estudos bioldgicos, a bioinforméatica desempenha um papel essencial,
fornecendo ferramentas computacionais que facilitam a analise e interpretacdo de dados. A
existéncia de bancos de dados acessiveis e bem organizados acelera diversos processos
investigativos, especialmente no campo da medicina, ao otimizar a pesquisa e 0
desenvolvimento de novas terapias. Além disso, sua aplicacdo permite a integracdo de
informacBes complexas, promovendo avancgos na compreensdo de mecanismos bioldgicos e no
enfrentamento de desafios relacionados a saude (Santos e Ortega,2003).

Diante da pandemia do SARS-CoV-2, estudos em bioinformatica foram iniciados para
investigar possiveis tratamentos contra a COVID-19. Um dos focos foi a constru¢éo de modelos
estruturais de enzimas virais por meio de modelagem de homologia. Esses modelos permitiram
identificar potenciais alvos terapéuticos e avaliar a interacdo de diferentes compostos quimicos,

auxiliando no desenvolvimento de estratégias para inibic&o viral.
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3.5 Docagem Molecular

A docagem molecular, introduzida na década de 1980, rapidamente se consolidou como
uma das ferramentas mais importantes no desenvolvimento de medicamentos. Esse método,
amplamente utilizado, baseia-se na estrutura molecular para identificar e prever como pequenas
moléculas ligantes se acomodam no sitio ativo de um alvo bioldgico. Sua aplicacdo tem sido
crucial para entender interacbes moleculares e acelerar a criagdo de novos farmacos (Kitchen
et al., 2015; Sulimov et al., 2017).

O uso de métodos de docking é essencial na descoberta de novos medicamentos,
principalmente no tratamento de doengas humanas. Essa abordagem in-silico permite estudar
as interacBes entre ligantes (pequenas moléculas) e biomoléculas (geralmente proteinas,
chamadas de receptores) em seus sitios de ligacdo. Essa andlise é crucial para entender
processos bioquimicos fundamentais, fornecendo uma base sélida para o desenvolvimento de
terapias mais eficazes e direcionadas (Meng et al., 2011). Estudos de acoplamento proteina-
ligante sdo fundamentais para entender a interacdo entre moléculas em nivel molecular. Esse
processo geralmente é simples e consiste em duas etapas essenciais: (1) prever a conformacao
do ligante no sitio de ligacdo da proteina e (2) avaliar a afinidade de ligacéo através de um
score, que quantifica a forca dessa interacdo. Essas etapas permitem identificar quais ligantes
tém maior potencial para se ligar ao alvo e sdo cruciais para o desenvolvimento de novos

farmacos e terapias mais eficazes (Taylor et al., 2002).

3.6 Mentha arvensis

A menta (Mentha arvensis), uma planta anual pertencente a familia Lamiaceae, € uma
das principais espécies de interesse medicinal, devido principalmente a producdo de mentol,
um principio ativo amplamente utilizado na industria farmacéutica (Lorenzi; Matos, 2002).
Também conhecida popularmente como menta-japonesa, vick ou horteld-do-brasil € uma
herbacea de habito rizomatoso e estolonifero. Apresenta caule de formato quadrangular e possui
folhas opostas, com formato ovalado e bordas serradas sendo amplamente empregadas na
industria farmacéutica. Elas exercem efeito estimulante sobre o sistema digestivo e apresentam

propriedades antissepticas e anestésicas (Watanabe et al., 2006).
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Figura 02. Mentha arvensis

Fonte: Autoria propria, 2025

Neste contexto, os produtos naturais tém sido objeto de estudo em todo o mundo na
busca por novos farmacos com acdo antiviral frente a este novo patégeno. Com base nisso, uma
planta conhecida mundialmente como vick, hortela-brasileira ou menta-japonesa (M. arvensis),
que apresenta diversas propriedades medicinais, como agdo anti-inflamatoria,
descongestionante nasal, combate a flatuléncia, além de eficacia contra nduseas e vomitos, tem
sido amplamente utilizada no senso comum para 0 combate a doencgas virais. Dessa forma,
estudos tém demonstrado uma grande diversidade de constituintes quimicos presentes nessa
espécie, revelando-se promissora como fonte de pesquisa sob o ponto de vista farmacologico
(Makkar et al., 2018; Lorenzi et al., 2002).
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4 METODOLOGIA
4.1 Seleco dos ligantes de M. arvensis

Para a realizacdo desta pesquisa, foram feitas buscas em bancos de dados nacionais e
internacionais mediante producdes cientificas, a saber: Scientific Electronic Library Online
(Scielo), Portal Regional da Biblioteca Virtual em Saude (Bireme), National Center for
Biotechnology information (PubMed), Thomson Reuters (Web of Science), Elsevier group
(Scopus), (Science Direct) e Google académico, para selecionar compostos quimicos presentes
na planta estudada, considerando sempre os documentos que apresentaram no titulo e resumo
do texto as seguintes palavras-chaves: Mentha arvensis, constituintes quimicos, prospec¢ao
fitoquimica. Apds esta etapa, as estruturas quimicas selecionadas foram adquiridas através da

plataforma (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.2 Docagem molecular

As estruturas em 3D dos alvos de coronavirus foram obtidos no banco de dados de
proteinas PDB (Protein Data Bank) com os respetivos codigos, proteina Spike (6VXX), Enzima
Conversora de Angiotensina— ECA2 (1R42), Proteina principal Mpro (6LU7,) e 0 RBD (local
de interacdo Spike/ECAZ2) foi projetado por Bastos et al. (2020). As proteinas e ligantes foram
preparados com a remocdo de todas as moléculas de 4gua e outros grupos, como ions usando o
software Chimera v.13.1 (Pettersen et al., 2004). As cargas parciais Gasteiger (Gasteiger;
Marsili, 1980) foram calculadas apds a adi¢do de hidrogénios polares. Os a&tomos de hidrogénio
ndo polares de proteinas e ligantes foram subsequentemente mesclados usando o programa Auto
dock Tools (ADT), versdo 1.5.6. (http://autodock.scripps.edu/) (Goodsell; Morris, 1996;

GOodsell, 2005; Morris et al., 2008). O acoplamento foi posteriormente realizado através do

programa Vina AutoDock (Trott; Olson, 2009). O receptor foi considerado rigido, enquanto
cada ligante foi considerado flexivel. Foi gerada uma caixa cubica de 60 x 60 x 60 pontos com
resolucdo 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 &tomos 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 simulagéo consistiu em 100 corridas independentes (Ramos et al., 2012). O
restante dos parametros do docagem molecular foi definido com os valores padrfes. As analises
foram concentradas nos grupos de menor energia. A conformagao de menor energia combinada

com inspecéo visual foi escolhida para uma analise mais detalhada (Rocha et al., 2018).
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A partir do programa LIGPLOT, gerou-se automaticamente representacoes
esquematicas em 2D dos complexos proteina-ligante, destacando-se as interagfes por ponte de
hidrogénio e ligacdes hidrofobicas entre os constituintes quimicos da planta M. arvensis e
aminoacidos estruturais das proteinas bacteriana (Wallace; Laskowski; Thornton 1995). Ja as
imagens 3D dos complexos foram realizadas mediante o software UCSF Chimera v.13.1
(Pettersen et al., 2004).

4.3 Predicdo ADME-TOX

A predicdo de pardmetros farmacéuticos foi realizada utilizando os pré-requisitos
pacotes de software ADMET®. A metodologia in silico avaliou o perfil de toxicidade das
moléculas mais relevantes selecionados no estudo po6s docagem. Incluindo ensaios de
carcinogenicidade e teste de ames. Entre outros parametros de absor¢do como a capacidade da
droga de atravessar a barreira do cérebro (BBB), bem como a taxa de absor¢cdo da droga
(Caco2), a taxa de absorcéo por células intestinais humanas (HIA) e excre¢do (MDCK). Em
relacdo ao processo de metabolizacdo, a capacidade de inibicdo, ndo inibicdo e formacéo de
substrato pelas moléculas através seu comportamento nas subfamilias CYP-450 foi avaliado
(Rocha et al., 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao total foram realizadas 112 docagens entre as proteinas funcionais do coronavirus
(Eca, MP® RBD e Spike) e os 28 constituintes quimicos selecionados da planta M. arvensis
(Verma et al.,2010) (tabela S1, Figura 03). Ao executar as analises, foi possivel observar que
apenas 2 compostos deste grupo se destacaram com melhor energia de ligacéo, definidos por
valores inferior a -6.5 kcal.mol™. Entretanto, ao expandir este intervalo para valores entre -6.0
a 6.9 kcal.mol, obtém-se um nimero maior de resultados, apresentados na tabela 01. Além
disso, as estruturas bidimensionais dos constituintes estdo dispostas na figura 04, para uma

melhor visualizagdo dos compostos.

Figura 03: NUmero total de resultados, dados em termos da energia livre de ligacdo (kcal.mol

1, classificados por categorias.

\/

= Grupo 1 (-3.0 a -3.9)
= Grupo 2 (4.0 a —4.9)
—350 = Grupo 3 (-5.0 a -5.9)
= Grupo 4 (—6.0 a —6.9)

Fonte: Autoria propria, 2025

Tabela 1 - Pardmetros de afinidade molecular, referente ao grupo 04, entre os constituintes
quimicos da planta M. arvensis selecionados e as proteinas alvo do novo coronavirus (SARS-
CoV-2).

Complexo AGbind? Aminoé&cidos que Aminoé&cidos que
(Ligante — proteina) (kcal.mol?) interagem por ponte de interagem por ligagéo
hidrogénio hidrofobica
Germacrene D/Spike -6.8 -- GIlu516(A); Tyr200(B);

Asp198(B); Phed64(A);
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Germacrene D/RBD -6.6 --

Beta- -6.6 -
Caryophyllene/Spike

Beta- -6.4 -
Caryophyllene/RBD

Beta- Bisabolene/RBD -6.2 -
Piperitone/spike -6.0 Leu977(B);
Arg1000(B)
Terpineol/spike -6.0 Gly744(B);
Tyr741(B)

Pro426(A); Ser514(A);
Phe515(A); Leu518(A)

Leu391(B); Phe32(B);
Phe72(B); Phe390(B);
Leu39(B); Lys68(B);
Phe40(B); Ala36(B)

Phe464(A); Lys202(B);

Glu516(A); Phe515(A);

Ser514(A); Tyr200(B);
Asp198(B)

Phe32(B);
Phe390(B);

Ala36(B):Leu39(B);Phed

0(B);Phe72(B)

Lys68(B); Ala36(B);

Phe390(B); Phe32(B);

Leul00(B); Ser77(B);
Phe40(B

Phe72(B); Leu39(B)
Val197(B); Thr572(A);
Asn856(B); Tyr741(B);

Leu966(B)

Asn856(B); Ala570(A);
Leu966(B); Thr572(A);

Met740(B0; Arg1000(B);

Val976(B); Ser975(B);
Leu977(B); Asp571(A);
l1e742(B)

Fonte: Autoria propria, 2025
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Figura 04: Estrutura 2D dos melhores compostos identificados na planta M. arvensis.

Germacrene D Beta- Caryophyllene Beta- Bisabolene

Pipenitone T'erpineol

Fonte: Autoria propria, 2025

O processo de docagem molecular analisa diferentes conformacdes espaciais do ligante,
permitindo identificar aquela(s) com maior probabilidade de se acoplar ao sitio ativo da
proteina-alvo. Para cada conformacdo obtém-se os respectivos valores de energia livre de
ligacdo, sendo considerado o menor valor possivel, uma vez que a espontaneidade da reacédo
esta associada a AG negativo (AG < 0) (Dias; Filgueira,2008).

A proteina Spike associada a capacidade de entrada do virus em células humanas (Silva;
Cavalcante, 2021) demonstrou ser um dos principais alvos farmacéuticos para neutralizar e
bloquear 0 SAR-Cov-2. Diante desse cenario, 0 composto quimico Germacrene D demonstrou
excelente afinidade molecular com a proteina em questdo, apresentando uma energia de ligacao
de -6,8 kcal.mol! (Figura 03). Essa interacdo envolveu 8 aminoacidos por por interacdes
hidrofébicas (GIu516(A); Tyr200(B); Aspl98(B); Phe464(A); Prod26(A); Ser514(A);
Phe515(A); Leu518(A)). Além disso, este composto também se destacou com a proteina RBD
- sitio de interacdo Spike/ECA (Ord; Faustova; Loog, 2020), com afinidade molecular igual a -
6,6 kcal.mol™ (Figura 04), estabelecendo 8 intera¢fes hidrofobicas (Leu391(B); Phe32(B);
Phe72(B); Phe390(B); Leu39(B); Lys68(B); Phe40(B); Ala36(B)). Esses dados reforcam o
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potencial do Germacrene D como um metabdlito secundario promissor na inibicdo da acéo

dessas proteinas.
Figura 05: Complexo Germacrene D com a proteina Spike. (A) estrutura tridimensional entre
a proteina (azul) e ligante (vermelho). (B) Ampliacdo do sitio de interacdo. (C) Diagrama

LigPlot+ da interagdo: ligacGes hidrofébicas (vermelho).

©) GluS16(A)

7 N4 S
} v =g LeuSISA)E .. 3 Tyr200(B)
: Lo ae" TAsp198(B)
Phe515(.4):é . AP
s S S phedsa(a)
SerS14(A) = S :
Prod426(A)

Fonte: Autoria propria, 2025

J& 0 composto quimico Beta-Caryophyllene, ao complexar-se no sitio ativo da proteina
Spike, obteve uma energia livre de ligagéo igual a -6.6 kcal.mol™, interagindo diretamente com
7 aminoacidos por ligac@es hidrofdbicas. Segundo Casalino et al (2020), ao inibir a proteina
Spike ou alterar sua conformacdo por meio de interacdes quimicas, torna-se possivel
comprometer diretamente sua conexdo com o0s receptores da ECA2 enzima que facilita a
entrada do virus nas células humanas. Como resultado, os mecanismos de interacdo do SARS-
CoV-2 sdo afetados, o que pode dificultar sua disseminacao e replicagdo no organismo.

Para as demais enzimas ECAZ2 (responsavel por mediar a entrada do virus em células
hospedeiras) e MP™ (cliva as poliproteinas sobrepostas ppla e pplab, codificadas pelo gene
replicase do SARS-CoV-2, em 11 locais diferentes para produzir proteinas ndo estruturais mais

28



curtas, vitais para o processo de replicacdo) néo se obteve resultados dentro do intervalo -6.0 a
6.9 kcal.mol™ (Ord; Faustova; Loog, 2020; Qiao et al., 2021).

Nas ultimas décadas, tém-se estudado outras vias de administracdo 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 circulacdo sistémica
(Balimane et. al., 2000). Os parametros de previsao in-silico inerentes a estas caracteristicas
(Tabela 02) demonstram que os compostos quimicos de M. aversis apresentam alto percentual
de absorcdo intestinal em humanos, destacando-se Germacrene D, com valor equivalente a
94,621%. Quanto a solubilidade em agua, ambos os parametros se encontram dentro do
intervalo -5 a -1 (mol/l), valores razoaveis mediante a capacidade hidrofilica necessaria para a
passagem aceitavel pela membrana plasmaética (Jorgensen; Duffy, 2002). Em relacdo a
permeabilidade dérmica, valores de log Kp menores que -2,5 implicam baixa absorcao na pele.

Tabela 2 - Propriedades de absor¢do dos constituintes quimicos da planta M. arvenses
referentes ao grupo 4

Compostos Solubilidade em agua Pcacoz AlH%  P.Skin (log
(log mol/l) Kp)
Beta -bisabolene -5.992 1.42 94 -1.29
Beta-Caryophyllene -5.513 1.413 94.097 -1.594
Germacrene D -5.674 1431 94.621 -1.423
Piperitone -2.906 1.512 96.489 -1.806
Terpineol -2.039 1.489 94.183 -2.418

Nota: PCaco2: permeabilidade de células Caco-2 (Log Papp em 10-6 cm/s); AIH: potencial de absorcao intestinal
em humanos; P.Skin: permeabilidade da pele.

Fonte: Autoria préopria, 2025

As células Caco-2, derivadas do adenocarcinoma de colon humano, responsavel pela
maioria das propriedades morfologicas e funcionais das células do epitélio intestinal,
correspondem a um importante modelo in vitro para a triagem de absor¢do (Goncalves; Souza;
Storpirtis, 2009). Conforme sugerido pela literatura, 0s 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
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10 cm/s podem ser classificados, respectivamente, como drogas pouco absorvidas (0-20%),
moderadamente absorvidas (20-70%) e bem absorvidas (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 bem absorvidos.

Com relacdo aos critérios toxicoldgicos (Tabela 02), o ensaio de mutacdo reversa
bacteriana (Teste de Ames) utilizado para detectar mutagenicidade in vitro, crucial na
descoberta e desenvolvimento de medicamentos como um sistema de alerta precoce para
potencial carcinogenicidade e/ou teratogenicidade (Hansen et. al. 2009), testou negativo para
todas as substancias. Ja 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
populacdo em teste (Pimentel et. al., 2009), indicou os compostos Terpineol e Beta-
Caryophyllene como 0 mais nocivo e inofensivo, respectivamente, uma vez que, quanto maior
a dose letal, menor serd seu grau de toxicidade.

No mesmo sentido, a toxicidade cronica oral em ratos (LOAEL), definida como a menor
dosagem para observacdo de efeito adversos, apresenta a Piperitone como um antibidtico capaz
de ser ingerido em maior quantidade sem acarretar em doencas crénicas. Na predicdo de
hepatoxicidade, responsavel por analisar se um determinado composto esta associado a um
evento patoldgico ou fisiolégico do figado, causando a interrup¢do da fungdo normal do mesmo
(Nascimento, 2022), nenhum dos compostos sdo incapazes de ocasiona-la.

Tabela 3 - Propriedades de toxidade dos constituintes quimicos da planta M. arvenses
referentes ao grupo 4.

Composto T.AMES D.M.T (log T.AO T.C.O S.Skin  Hep.
mg/kg/dia) (LD50) (LOAEL)
(mol/kg) (log
mg/kg_bw/dia)
Beta- Né&o 0.427 1.616 1.363 Sim Né&o
Bisbolene

Beta- Né&o 0.214 1.552 1.425 Sim Né&o
Caryophyllene

Germacrene Néo 0.44 1.599 1.413 Sim Né&o

D
Piperitone Né&o 0.617 1.661 2.039 Sim Né&o
Terpineol Né&o 0.886 1.923 1.945 Sim Né&o

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: sensibilizacdo da pele; Hep.: Hepatotoxicidade.
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Fonte: Autoria prépria, 2025

Quanto a predicdo da sensibilizacédo da pele, a qual avalia se 0 composto esta associado
a um efeito adverso de produtos que podem induzir a uma dermatite alérgica quando aplicados
por via dérmica (Nascimento, 2020). Foi verificado que todos 0s compostos apresentaram
potencial de risco.
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6 CONCLUSAO

A presente pesquisa avaliou, por meio de métodos computacionais de docagem
molecular, o potencial de constituintes quimicos da Mentha arvensis na inibicdo das proteinas
Spike e RBD do SARS-CoV-2, com foco na proteina Spike, que desempenha papel crucial na
entrada do virus nas células humanas. Dentre os compostos analisados, o Germacrene D
destacou-se por apresentar afinidade molecular significativa, com valores de energia livre de
ligacdo de -6,8 kcal-mol™! para a Spike e -6,6 kcal-mol™ para a RBD, indicando uma forte
interacdo com os sitios ativos dessas proteinas.

Além disso, os parametros farmacocinéticos (ADME) e toxicologicos (TOX) revelaram
que o Germacrene D possui boa solubilidade, alta absorcéo intestinal, auséncia de potencial
mutagénico (teste de ames negativo), ndo sendo hepatotdxico nem carcinogénico. Essas
caracteristicas sugerem que este composto apresenta um perfil promissor como possivel agente
antiviral. Contudo, embora os resultados in silico sejam promissores e permitam a triagem
inicial de candidatos bioativos, é fundamental ressaltar que a eficacia e seguranca dos
compostos precisam ser validadas por meio de estudos in vitro e in vivo. Tais etapas
experimentais sdo indispensaveis para a confirmacéo da atividade antiviral e para a analise de
possiveis efeitos colaterais em organismos vivos.

Assim, o estudo contribui para a prospec¢do de moléculas bioativas derivadas de
produtos naturais com potencial terapéutico frente a COVID-19, evidenciando a relevancia da
Mentha arvensis como fonte de compostos com propriedades antivirais. Os achados refor¢cam
a importancia do uso da bioinforméatica e da quimica computacional como ferramentas
estratégicas e econdmicas no desenvolvimento de novos farmacos, abrindo caminhos para

pesquisas futuras no combate a infeccdes virais emergentes.
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Apéndices A — Tabela S1

Tabela S1: Parametros de afinidade molecular realizados através do método vina em

AGbind (kcal/mol™) entre os constituintes quimicos da planta M. arvensis com as proteinas
ECA2, MP, RBD e Spike do novo coronavirus Covid-19.

AGping® (kcal.mol™?)

COMPOSTOS ORGANICOS

Proteina Eca

Proteina Mpro

Proteina RBD

Proteina Spike

Alpha-Fenchol -4.5 -4.4 -5.0 -5.6
Alpha-Pinene -4.7 -4.3 -5.2 -5.2
Beta-Bisabolene -5.9 -5.7 -6.2 -5.9
Beta-Caryophyllene -5.7 -5.1 -6.4 -6.6
Beta-Eudesmol -3.9 -4.0 -5.4 -4.4
Beta-Myrcene -3.8 -39 -4.5 -4.3
Beta-pinene -4.6 -4.0 5.1 5.1
Beta- Ocimene -4.2 -4.3 -5.2 -4.7
Carvone -4.6 -4.6 -5.1 -5.1
Cis-Jasmone -4.9 -4.6 -5.3 -5.5
Eugenol -4.9 -4.7 -5.8 -5.8
Fenchone -4.7 -4.5 5.1 -5.4
Germacrene D -5.6 -5.1 -6.6 -6.8
Hexenol -34 -3.7 -4.1 -3.9
Isomenthol -4.5 -4.8 5.1 -5.5
Isopulegol -4.7 -4.5 -5.6 -5.1
Isopulegone -4.4 -4.6 -5.0 -5.4
Limonene -4.9 -4.5 -5.8 -5.1
Linalool -4.3 -4.4 -5.3 -5.3
Menthol -4.7 -4.7 -5.0 -5.2
Menthyl-Acetate -4.6 -4.7 -5.0 -5.3
Neo-Menthol -4.5 -4.6 -5.2 -5.3
Piperitone -4.7 -4.4 -5.3 -6.0
P-Menthone -4.3 -4.2 -4.7 -5.3
Pulegone -4.9 -5.0 -5.0 -5.7
Sabinene -4.7 -4.4 -5.5 -5.0
Terpinen -4.8 -4.6 5.1 5.7
Terpineol -4.9 -4.6 5.7 -6.0
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