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RESUMO

Em dezembro de 2019 uma nova doenga respiratdria foi identificada em Wuham na China. Essa
doenca, é causada pelo novo coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-
2), este agente etiologico possui alta taxa de contagio e é responsavel pelo surto da pneumonia
viral aguda. Nos ultimos anos tem-se ampliado o uso de plantas medicinais no tratamento de
diversas enfermidades, isso porque, vem ganhando grande credibilidade em decorréncia das
importantes pesquisas farmacéuticas. Este estudo teve como objetivo identificar potenciais
compostos antivirais da Moringa oleifera Lam. contra 0 SARS-COV-2. Na metodologia
utilizada foi realizada a selecdo dos constituintes quimicos das folhas, flores, frutos e sementes
da M. oleifera adquiridas na base de dados Pubchem e a retirada das proteinas do SARS-COV-
2 (6VXX, 6LU7, 1R42) do banco de dados do Protein Data Bank (PDB). As docagens foram
realizadas utilizando o programa Autodock Tools 1.5.6, e o Autodock Vina na obtenc¢éo do
calculo, foi usado o LigPlus na obtencdo dos aminoacidos, e o software Chimera v.13.1para a
obtencéo das estruturas em 3D. Foram realizadas no total 244 docagens moleculares, testando
61 ligantes com quatro receptores do SARS-COV-2. Sendo considerados os melhores
resultados os que obtiveram energia de ligagdo menores que -7.9 kcal.mol-t, com um total de
22 moléculas, visto que os trés melhores resultados foram os compostos acido elagico com
energia de -9.3 kcal.mol-%, rutina -9.1 kcal.mol-%, miricetina -9.1 kcal.mol-%, em interagcdo com
a proteina Spike. Compostos como o acido elagico, rutina e a miricetina demonstraram
resultados satisfatorio de inibigdo de alvos do SARS-COV-2, e os promissores farmacos contra
a doenca COVID-19. No entanto, a realizacéo de outros estudos como in vitro, in vivo e testes
clinicos s@o necessarios para a confirmacéo da atividade antiviral desses compostos.

Palavras Chaves: Atividade antiviral. COVID-19. Moringa oleifera. Quimica computacional.

Quimica medicinal.



ABSTRACT

In December 2019 a new respiratory disease was identified in Wuham in China. This disease is
caused by the new severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), this
etiological agent has a high contagion rate and is responsible for the outbreak of acute viral
pneumonia. In recent years, the use of medicinal plants in the treatment of various diseases has
increased, because they have gained great credibility as a result of important pharmaceutical
research. This study aimed to identify potential antiviral compounds from Moringa oleifera
Lam. against SARS-COV-2. In the methodology used, the selection of the chemical
constituents of the leaves, flowers, fruits and seeds of M. oleifera acquired in the Pubchem
database and the withdrawal of the SARS-COV-2 proteins (6VXX, 6LU7, 1R42) from the
database from the Protein Data Bank (PDB). The dockings were performed using the Autodock
Tools 1.5.6 program, and Autodock Vina to obtain the calculation, LigPlus was used to obtain
the amino acids, and the Chimera v.13.1 software to obtain the 3D structures. A total of 244
molecular dockings were performed, testing 61 ligands with four SARS-COV-2 receptors.
Considering the best results those who obtained binding energy lower than -7.9 kcal.mol-%, with
a total of 22 molecules, since the three best results were the ellagic acid compounds with energy
of -9.3 kcal.mol-t, rutin -9.1 kcal.mol-%, myricetin -9.1 kcal.mol-%, in interaction with the Spike
protein. Compounds such as ellagic acid, rutin and myricetin have shown satisfactory results in
inhibiting SARS-COV-2 targets, and promising drugs against the COVID-19 disease. However,
further studies such as in vitro, in vivo and clinical tests are necessary to confirm the antiviral
activity of these compounds.

Keywords: Antiviral activity. COVID-19. Moringa oleifera. Computational chemistry.
Medicinal chemistry.
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019 uma nova doenca respiratoria foi identificada em Wuham na
China. Essa doenga, é causada pelo novo coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) (WU et al., 2020), este agente etiolégico possui alta taxa de contagio e €
responsavel pelo surto da pneumonia viral aguda. O SARS-CoV-2 é um B-coronavirus de RNA
ndo segmentado e de sentido positivo de subgénero e ja foram identificados anteriormente sete
tipos de coronavirus (ZHU et al., 2020).

Nos ultimos anos tem-se ampliado o uso de plantas medicinais no tratamento de diversas
enfermidades, isso porque, vem ganhando grande credibilidade em decorréncia das importantes
pesquisas farmacéuticas (AHMAD; BEG, 2000; PATRA et al., 2013). Destacamos 0 género
Moringa, Unico representante da familia Moringaceae, é constituido por quatorze espécies
amplamente distribuidas nas regides tropicais do planeta (ANWAR et al., 2007;
GASSENSCHMIDT et al., 1995). Dentre as espécies descritas para o género, destaca-se a
Moringa oleifera Lam. No Brasil, a moringa foi introduzida como planta ornamental por volta
de 1950 (MATOQOS, 2002) e desde entdo, tem sido amplamente cultivada devido ao seu alto valor
alimenticio, principalmente das folhas, ricas em caroteno, acido ascorbico e ferro (BEZERRA
etal., 2004; MAKKAR; BECKER, 1996).

Todas as partes da M. oleifera sao tradicionalmente usadas para diferentes fins, mas as
folhas sdo as mais utilizadas. Além disso, podem ser consumidas diretamente cruas e secas ou
em forma de infusdo aquosa, para tratar varias doencas, incluindo maléria, febre tiféide,
parasitoses, artrite, inchaco, doencas da pele, hipertensao e diabetes. Elas também sdo usadas
para provocar lactacdo e melhorar o sistema imunoldgico. Além da M. oleifera ser caracterizada
por ter uma alta concentragdo de proteinas, vitaminas, minerais, J-caroteno, e metabolitos
secundarios com propriedades antioxidantes, incluindo glucosinolatos, flavonoides e acidos
fendlicos, os quais tém efeitos contra doencas cronicas (JAISWAL, 2009; WATERMAN,
2014), essa planta é facilmente encontrada em regides tropicais e subtropicais.

Com o auxilio das técnicas computacionais utilizadas em bioinformatica, 0s
procedimentos desta area podem ser beneficiados, uma vez que esta vertente tecnoldgica
possibilita a reducdo de tempo e custos financeiros, acelerando a obtencdo dos resultados
experimentais in vitro e in vivo, ja que elas facilitam a organizacdo dos dados e auxiliam na
escolha dos alvos ou hipdteses a serem testados na bancada (GATEIGER, 2006; OPREA, 2003;
OPREA; MATTHE, 2004, ROCHA et al., 2018). Contribuindo consideravelmente para o
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desenvolvimento de soluces criativas e inteligentes em varias esferas prioritarias, como no

desenvolvimento de novos medicamentos, vacinas e tratamentos.

Desta forma, descobrir uma terapéutica promissora torna-se prioridade, assim, a
utilizacdo de métodos computacionais é essencial para descobrir rapidamente compostos com
afinidade molecular para as proteases do virus SARS-CoV-2.

Estas propriedades atribuidas a moringa tem motivado o desenvolvimento de varias
pesquisas, objetivando validar cientificamente o seu uso para os tratamentos destas patologias
(ABE; OHTANI, 2013; LEONE et al., 2015; RAZIS; MUHAMMAD; SAIE, 2014).Variadas
propriedades medicinais tém sido atribuidas a moringa, em quase todas as partes da arvore: raiz,
casca, goma, folha, fruto (vagens) e flores. Atividades farmacologicas como, antialérgicos,
antioxidante, imunomodulador, anti-inflamatorio, anticancerigeno, antifungico, antidiabéticos,
antibacteriano e hepatoprotetor (PADAYACHEE; BAIJNATH, 2020).

Os compostos presentes na planta, sdo de fundamental importancia para descobrir uma
substancia que venha a ter bons resultados contra a proteina viral do SARS-CoV-2,
possibilitando assim um estudo mais aprofundado com essa planta com um alto poder
medicinal. Com isso, possibilita 0 uso de ferramentas disponiveis no método computacional, o
docking molecular desempenha funcgbes que predizem a melhor orientacdo de acoplamento
molecular entre o composto e a proteina-alvo (GUEDES, DE MAGALHAES; DARDENNE,
2014).

Essa funcdo permite elucidar o comportamento do composto no sitio ativo da proteina-
chave de um patdgeno, assim como visualizar as interagdes moleculares geradas pelo composto
e a proteina (MENG et al., 2011). Essa ferramenta, também permite a realizacdo de triagem
virtual de drogas e caracterizacdo das estruturas moleculares. Desta forma, é possivel identificar
compostos com potencial inibitério baseado nos mecanismos de acdo em complexo com a
estrutura cristalina da proteina Spike do SARS-CoV-2 (JIN et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo in-silico do potencial medicinal da M. oleifera contra o Sars-Cov-2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Selecionar 0s ligantes de M. oleifera;

* Selecionar 0s alvos do SARS-COV-2 no banco de dados PDB (Protein Data Bank);

* Realizar célculos de Docagem Molecular para obter o valor de energia de interacdo entre os

alvos e os ligantes selecionados.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 SARS-COV-2

Antes de dezembro de 2019, havia conhecimento de seis cepas de coronavirus (CoVs)
capazes de infectar humanos e causar doengas respiratorias. Entre elas estdo os “alfa-CoVs
HCoVs-NL63 e HCoVs-229E, e os betas-CoVs HCoVs-OC43, HCoVs-HKUL1, sindrome
respiratoria aguda grave-Cov (SARS-COV-2)” que normalmente resultam em doengas
respiratorias de graus leves a graves. No entanto, 0s coronavirus mais perigosos sao o SARS-
COV e 0 MERS-COV, os quais possuem a capacidade de infectar o trato respiratdrio inferior e
desencadear uma condicao respiratdria grave em seres humanos (FEHR; PERLMAN, 2015).

Os coronavirus (CoVs) pertendem a familia Coronaviridae e subfamilia Coronavirinae,
que constitui um agrupamento monofilético dentro da ordem Nidovirales. Esses virus possuem
um genoma de RNA de fita simples, sentido positivo, envolto por uma cépcula (KHALIL;
KHALIL, 2020). A subfamilia Orthocoronavirinae compreende quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. O SARS-COV e
0 SARS-COV-2, responsaveis pela sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) e COVID-19,
respectivamente, pertencem ao género Betacoronavirus (SCHOEMAN; FIELDING, 2019;
VLASOVA et al., 2007).

E amplamente reconhecido que alguns CoVs afetam aves, morcegos, roedores e uma
variedade de outros animais selvagens. Alem disso, eles também podem infectar gado,
resultando em grandes perdas econdmicas (HASOKSUZ et al., 2007).

O coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-COV) e coronavirus da
sindrome respiratdria do oriente médio (MERS-CQOV) sdo virus de origem zoonotica e causam
doencas fatais. O SARS-CoV foi identificado como o patdgeno causador dos surtos de sindrome
respiratoria aguda grave ocorridos em 2002 e 2003 na provincia de Guangdong, China enquanto
0 MERS-CoV foi 0 agente etioldgico responsavel por surtos graves de doencas respiratorias no
Oriente Médio em 2012 (ZHU et al., 2020).

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus foi descoberto, sendo o primeiro caso
notificado na cidade de Hubei, na china, com vinculo a um mercado atacadista de frutos do mar
em Wuhan (ZHU et al.,, 2020). Esse novo coronavirus, altamente patogénico e alta
infectividade, foi denominado coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-
CoV-2), e desde entdo se espalhou rapidamente pelo mundo (DONG et al., 2020).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou esse surto como uma pandemia em

11 de marco de 2020. Embora o SARS-COV-2 parecga ser mais transmissivel que o SARS-
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COV e 0 MERS-COV, a gravidade da doenca é varidvel, podendo ser assintomatica ou fatal,
sendo a letalidade substancialmente menor em comparacdo com a SARS e a MERS (CHEN,
2020). SARS-CoV-2 causa a doenca 2019 do coronavirus (COVID-19), que pode resultar em
sintomas respiratorios graves, insuficiéncia pulmonar e rapida progressdo (DONG et al, 2020).

Andlises filogenéticas revelaram que o SARS-COV-2 pertence ao género
betacoronavirus, aassim como o coronavirus sindrome respiratéria aguda grave coronavirus
(SARS-CoV) e sindrome respiratoria do Oriente Meédio coronavirus (MERS-CoV), e apresenta
uma sequéncia altamente similar ao SARS-CoV (YU et al., 2020; ZHU et al., 2020). O SARS-
COV-2 apresenta 79% de similiaridade de sequéncia com 0 SARS-COV (GORBALENYA et
al., 2020).

O virus SARS-COV-2 codifica um conjunto de proteinas estruturais, incluido a proteina
de membrana, proteina do nucleocapsideo, proteina do envelope e glicoproteina Spike, bem
como proteinas ndo estruturais, a maioria das quais compde o complexo de replicacdo e
transcrigdo viral aléem de proteinas acessorias. As proteinas estruturais, juntamente com uma
bicamada lipidica derivada do hospedeiro, formam particulas virais envelopadas, conhecidas
como virions, que entregam 0 RNA genémico viral na célula. As proteinas acessorias, embora
dispensaveis para replicagdo viral, frequentemente possuem atividades imunoevasivas
(REDONDO et al., 2021; V’KOVSKI et al., 2021).

O tropismo do coronavirus é determinado principalmente pela glicoproteina Spike, que
forma trimeros na superficie dos virions (HULSWIT et al., 2016). A proteina Spike é composta
por duas subunidades: A subunidade S1 contém um dominio de ligacdo ao receptor (RBD) que
se liga a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) do receptor de entrada do hospedeirolle
a subunidade S2, que media a fusdo da membrana viral e do hospedeiro (HUANG et al., 2020;
ZHOU et al., 2020).

Essas duas subunidades sdo separadas pelo sitio S1-S2, contendo um motivo de
clivagem de furina, que é clivado na célula produtora do virus. Apos a ligacdo a ECA2 na
célula-alvo, a proteina Spike é clivada pela serinoprotease transmembrana TMPRSS2 no sitio
S2 (HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2003). Essa clivagem ativa os trimeros da subunidade
S2 para fundir as bicamadas lipidicas virais e do hospedeiro, liberando o complexo
ribonucleoproteico viral na célula. Outra via de entrada possivel para o virus é o endossomo,
onde as catepsinas podem clivar a proteina Spike, mas essa via ndo é eficientemente utilizada
nas células epiteliais primarias (BEUMER et al., 2021; LAMERS et al., 2021; MYKYTYN et
al., 2021).
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3.2 ESTRUTURA DO VIRUS

A estrutura do coronavirus é composta por um genoma de RNA ndo segmentado de fita
simples, polaridade positiva. O virion do coronavirus contém quatro proteinas estruturais
principais: a proteina do nucleocapsideo (N), a proteina transmembrana (M), a proteina do
envelope (E) e a proteina Spike (S). Essas proteinas sdo essenciais para a formacdo de um
particula viral estruturalmente completa. (SCHOEMAN; FIELDING, 2019; MESTRES, 2006).

Pesquisas evidenciaram que certos coronavirus (CoVs) podem formar um virion
infeccioso completo mesmo sem todas as proteinas estruturais essenciais, 0 que sugere a
possibilidade de algumas dessas proteinas serem dispensaveis ou que esses CoVs possam
codificar proteinas adicionais com funcBes sobrepostas que as compensam. Cada uma dessas
proteinas, individualmente, desempenha um papel fundamental na estrutura da particula viral,
mas também esta envolvida em outros estagios do ciclo de replicagdo viral (KUO; MESTRES,
2003; SIU et al., 2008).

A proteina S desempenha um papel crucial ao mediar a ligagdo do virus aos receptores
de superficies presentes na célula hospedeira. Além disso, ela facilita a fusdo entre as
membranas viral e da célula hospedeira, viabilizando, dessa forma, a entrada do virus na célula
hospedeira (SIU et al., 2008). Em alguns CoVs, a expressdo da proteina S na membrana celular
também pode mediar a fusdo entre células infectadas e células ndo infectadas adjacentes,
resultando na formacdo de sincicios, ou seja, células gigantes multinucleadas. Essa estratégia
tem sido proposta como um meio de permitir a disseminacao direta do virus entre as células,
evitando a neutralizacdo pelos anticorpos que normalmente combateriam o virus (FEHR;
PERLMAN, 2015).

Diferentemente das outras proteinas estruturais principais, a proteina do nucleocapsideo
(N) desempenha um papel fundamental na ligacdo ao genoma do RNA do coronavirus (CoV),
formando o nucleocapsideo (DE HAAN; ROTTIER, 2005). Embora o N esteja amplamente
envolvido em processos relacionados ao genoma viral, também esta envolvido em outros
aspectos do ciclo de replicacdo do CoV e na resposta celular do hospedeiro a infeccédo viral
(MCBRIDE; VAN ZYL; FIELDING, 2014). A localizagdo do N na regido do reticulo
endoplasmatico (RE)-complexo de Golgi sugere sua fungdo na montagem e brotamento viral
(KLUMPERMAN, 1994). No entanto, estudos demonstraram que a expressao transitoria de N
aumenta significamente a producéo de particulas semelhantes a virus (VLPs) em alguns CoVs,

indicando que essa proteina pode nédo ser essencial para a formacéo do envelope, mas sim para
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a formacdo completa do virion (BOSCARINO et al., 2008; RUCH; MACHAMER, 2018; SIU
et al., 2008).

A proteina (M) é a proteina estrutural mais abundante e determina a forma do envelope
viral (NEUMAN et al., 2011). Alem disso, ela desempenha um papel central na montagem do
coronavirus (CoV), interagindo com todas as outras principais proteinas estruturais dos
coronavirus (MESTRES, 2006). As interacfes homotipicas entre as proteinas M sdo essenciais
para a formacdo do envelope viral, mas isoladamente, ndo sdo suficientes para a formacéo
completa do virion (NEUMAN et al., 2011). A interag&o entre a proteina Spike (s) e a proteina
M € necessaria para a retencdo de S no compartimento intermediario entre o reticulo
endoplasmatico (ER) e o complexo de Golgi (ERGIC/Golgi) e sua incorpora¢do nos novos
virions, embora ndo seja essencial para o processo de montagem (FEHR; PERLMAN, 2015;
OPSTELTEN, et al., 1995).

A ligacédo da proteina M a proteina do nucleocapsideo (N) estabiliza o nucleocapsideo
(complexo proteina-RNA N) e o nucleo interno dos virions, contribuindo para a conclusédo da
montagem viral (ESCORS et al., 2001; NARAYANAN et al., 2000). Em conjunto, as proteinas
M e E compdem o envelope viral, e sua interacdo é suficiente para a producéo e liberacdo de
particulas semelhantes a virus (VLPs) (CORSEGA; MACHAMER, 2000; MORTOLA; ROY,
2004).

A proteina E ndo é considerada como uma das principais proteinas estruturais, porém
sua funcdo ainda € enigmatica. Durante o ciclo de replicacdo viral, a proteina E é expressa em
abundancia no interior da célula infectada, mas apenas uma pequena porc¢do € incorporada ao
envelope viral (VENKATAGOPALAN et al., 2015). A maior parte dessa proteina esta
localizada em locais intracelulares de trafeco, como o reticulo endoplasmaético (RE), o
complexo de Golgi (ERGIC), onde desempenha um papel na montagem e liberacdo do
coronavirus (CoV) (NIETO-TORRES et al., 2011). Estudos com CoVs recombinantes sem a
proteina E mostraram titulos virais significativamente reduzidos, maturacdo viral
comprometida ou geracgao inadequada de particulas virais viaveis, destacando a importancia da
proteina E na produgéo e maturacao do virus (ORTEGO et a., 2002; ORTEGO et al., 2007).

3.3 ALVOS DO SARS-COV-2

Apos o surto de COVID-19, os cientistas chineses determinaram, prontamente, que o
SARS-CoV-2 realiza a entrada na célula hospedeira por meio da Enzima Conversora de
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Angiotensina Humana 2 ECA2 (HOFFMANN et al., 2020; ZHOU et al., 2013). AECA2 ¢ uma
proteina de membrana tipo | presente no coragdo, pulmao, rim e intestino, e exerce o papel
fisioldgico primario de facilitar a maturacdo de angiotensina, que é um hormonio peptidico que
controla a vasoconstricdo e a pressdo sanguinea (YAN et al., 2020; ZISMAN et al., 2003).

Durante a infec¢do do virus 0 SARS-CoV-2 injeta seu genoma na célula por fusdo da
membrana plasmética ou por endossomos, sendo que em ambos, a proteina Spike (S) viral
medeia a ligacdo a membrana da célula hospedeira através da proteina ECA2. Pela fusdo da
membrana, a proteina S ¢ ativada por proteases celulares na proximidade do receptor (ECA2),
e no outro caso, 0s virusa sao absorvidos pelos endossomos e a catepsina L ativa a proteina S
no endossomo (HOFFMANN et al., 2020; XU et al., 2020). A forma de invas&o viral que possui
amenor probabilidade de desencadear uma resposta antiviral das células hospedeiras € a entrada
por fusdo com a membrana plasmatica, sendo considerada a mais eficiente para o processo de
replicacéo viral (WALLS et al., 2020; WANG et al., 2020).

As proteinas S ou Spike sdo glicoproteinas estruturais, que se projetam da superficie do
virus, é o ponto de ancoragem do virus a célula hospedeira (TORTORICI; VEESLER, 2019),
e sao essenciais nas interacdes hospedeiro-virus durante a entrada viral na célula hospedeira. A
proteina S trimétrica do SARS-CoV-2 é clivada em duas subunidades, S1 e S2, por meio de
proteases das células hospedeiras. A subunidade S1 desempenha o papel de se ligar ao receptor
celular do hospedeiro, enquanto a subunidade S2 é envolvida na entrada viral, facilitando a
fusdo da membrana do virus com a célula receptora (OU et al., 2020).

A subunidade S1 é composta por trés componentes: o peptideo sinal (SP), dominio N-
terminal (NTD) responsavel pelo reconhecimento do receptor de superficie celular e 0 dominio
C-terminal (CTD) que impulsiona a fusdo do envelope viral com a membrana celular. Esses
componentes podem atuar como uma entidade de ligacdo ao receptor, também conhecido como
dominio de ligacdo ao receptor (RBD). A subunidade S2 é composta por varias partes, incluindo
0 peptideo de fusdo (FP), um segundo sitio proteolitico (S2'), um peptideo de fusdo interno
(IFP), dominio heptad repeat 1 (HR1), dominio heptad repeat 2 (HR2), dominio
transmembranar (TM) e dominio fusdo citoplasmatico (CP) (COUTARD et al., 2020; FOLLIS
et al., 2006).

A principal rota de acesso do SARS-CoV-2 as células ocorre através da interacéo da
proteina Spike com o receptor ECA2 (enzima conversora de angiotensina-2) (LETKO, M.,
MARZI, A., MUNSTER, V. 2020). A ECA2 é uma glicoproteina de membrana expressa em
varios tecidos, incluindo endotélio, rins, pulmdes, coracdo, neurdnios e outros tecidos. A fungao

da ECA2 nos sistemas cardiovascular e imunologicos é crucial para manter a homeostase,
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devido ao seu papel no Sistema Renina Angiotensina (TIKELLIS, C., THOMAS, M.C., 2011).
A localizagdo da ECA2 no organismo é considerada um fator determinante para a progressao
da doenca causada pelo virus que visa este receptor (HAMMING, I. et al, 2004).

A protease principal do coronavirus (Mpréd) € uma cisteina protease de
aproximadamente 30 kDa, composta por trés dominios. Essa protease é conservada em estrutura
e funcdo em todos os coronavirus conhecidos e desempenha um papel fundamental no
processamento proteolitico das poliproteinas replicadas (ppla e pplab) (FEHR; PERLMAN,
2015; LU; LU; DENISON, 1996; STOBART et al., 2013). O termo “protease principal” ou
Mpré é utilizado devido a sua funcdo critica na expressdao génica do coronavirus e no
processamento da replicase (ANAND et al., 2003).

Diversos estudos estdo focados na busca por inibidores da MP™ do SARS-COV-2. A
inibicdo dessa enzima tem o potencial de bloquear a replicacdo viral, tornando-a um alvo

atrativo para o desenvolvimento de drogas antivirais contra coronavirus.

3.4 PLANTA MEDICINAL M. oleifera

As plantas desempenham diversos papéis de relevancia para a humanidade, incluindo
seu uso como alimento e tratamento de doencas. Na indUstria farmacéutica, a maioria das drogas
convencionais produzidas em larga escala deriva originalmente de componentes ativos
encontrados em plantas. Ao longo do tempo, diversas plantas nativas e ervas tém sido utilizadas
para a cura de enfermidades e o tratamento de lesdes (OKWU; JOSIAH, 2006; SOFOWARA,
1993). As plantas tem recebido reconhecimento significativo, pois seus fitoquimicos
apresentam potencial para a descoberta de novos medicamentos (AMOR, 2009; FALODUN,;
IMIEJE, 2013) Através de uma investigacdo rigorosa, muitos desses fitoquimicos tem
demonstrado efeitos benéficos e propriedades medicinais (AMINU; ZAINAB, 2017).

Moringa oleifera (Figura 01) pertencente a familia das Moringaceae é considerado um
remédio eficaz para a desnutricdo, por ser rica em nutrientes, devido a presenca de varios
fitoquimicos essenciais que estdo presentes em todas as partes da planta (sementes, folhas,
Oeleo, seiva, casca, raizes e flores) e que séo utilizadas amplamente na medicina tradicional
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; CASAMATTA, 2013).

A espécie medicinal Moringa, como é referida geralmente na literatura, € uma planta
crucifera que pertence ao género Moringa e que desde 150 a.C., a Moringa tem sido utilizada
para fins de salde na dieta. Dentre as 13 cultivares de Moringa, a espécie mais estudada e a

mais utilizada devido as suas propriedades nutricionais e farmacoldgicas relacionadas a saude
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humana € a M. oleifera (MAHMOOD et al., 2010). A moringa € geralmente conhecida como
"arvore de rabano" ou "arvore de baqueta”, ela cresce amplamente em diversos paises
subtropicais e tropicais, nativa do subcontinente indiano, mas agora é amplamente cultivada em
outras regides do mundo, incluindo Africa, Europa, Asia, América do Sul e Central. Isso ocorre
porque a moringa é capaz de crescer em ambientes quentes, Umidos e secos, incluindo solos
menos férteis (MBIKAY, 2012; KOU et al., 2018; RAZIS et al., 2014).

E armazenado uma variedade de nutrientes importantes por todas as partes da moringa,
as folhas sdo ricas em minerais (calcio, potassio, zinco, magnésio, ferro e cobre) (KASOLO et
al., 2010), vitaminas (betacaroteno de vitamina A, vitamina B como &cido fdlico, vitamina C,
D e E, piridoxina e acido nicotinico) (MBIKAY, 2012), e fitoquimicos (flavonoides, saponinas,
alcaloides, taninos, terpendides, esterdis, antraquinonas e agucares redutores) (OLIVEIRA et
al., 2013), além de varios tipos de minerais e acidos graxos. (MOYO et al., 2011; RAZIS et al.,
2014; TEIXERA et al., 2014).

As variadas propriedades terapéuticas sao atribuidas a moringa, das quais incluem o uso
como estimulante cardiaco e circulatério (ANWAR et al., 2007; FAIZI et al., 1994),
antitumoral, antipirética, antiespasmadica, diurética, antiepilética, hepatoprotetora. (ANWAR
et al., 2007), hipertensdo arterial, anti-inflamatoria (ANWAR et al., 2007; FAIZI et al., 1994;
GUEVARA et al., 1999) e diarréia (FAIZI et al., 1994; BENNETT et al., 2003). Algumas
atividades farmacoldgicas foram descritas na literatura para Moringa, dentre estas, destacam-
se: antimicrobiana (FAIZI et al., 1994; MATOS, 2002), antitumoral (GUEVARA et al., 1999),
hepatoprotetora (BENNETT et al., 2003), antiespasmddica, diurética (CACERES et al., 1992)
e antifangica (CHUANG et al., 2007).

Figura 01: M. oleifera. (A) Folhas, (B) Frutos. (C) Sementes.
AV B . NZAA BIRAY

"A¥)

Fonte: PROJETO VERDE (2015).
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3.5 DOCAGEM MOLECULAR

O processo de descoberta de farmacos envolve a utilizacdo de técnicas como o HRS
(High-Throughput Screening) para triagem de compostos biologicamente ativos. No entanto,
apesar dos avancos nas técnicas de automacdo, essa abordagem continua sendo trabalhosa,
dispendiosa e nem sempre capaz de identificar compostos potentes (CAVASOTTO; PHATAK,
2009). Recentemente, os processos de descoberta de medicamentos tém se concentrado em trés
etapas principais: a identificacdo de alvos relacionados a doenca, a descoberta e otimizacéo de
novo leads e o desenvolvimento de medicamentos (LIU et al., 2018). Para otimizar essas etapas,
métodos in-silico baseados em planejamento de farmacos tém se mostrado eficazes,
aumentando a velocidade e a relacao custo-eficacia desses processos (HUANG; ZOU, 2010).

A docagem molecular é um método de design de drogas baseado e estruturas que simula
a interacdo molecular entre receptores e ligantes, predizendo o modo de ligacdo e a afinidade
do complexo. Utilizando informacdes sobre a complementariedade e pré-organizacdo das
moléculas, a docagem prever a conformacao ideal do complexo e 0 modo interativo entre o
ligante e o receptor (GUEDES, DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Nos ultimos anos, essa abordagem tem ganhado destaque na pesquisa de design de
drogas devido aos altos custos financeiros e temporais envolvidos no desenvolvimento de novos
farmacos e na avaliacdo de sua toxicidade. Com o objetivo de reduzir esses custos, a industria
farmacéutica tem investido cada vez mais em abordagens racionais para o planejamento de
farmacos, visando eliminar da triagem os compostos com baixa probabilidade de sucesso na
funcdo desejada (D"SOUZA et al., 2020).

O docagem molecular é uma abordagem amplamente utilizada atualmente para prever
a orientacdo de ligacdo de pequenas moléculas, como candidatos a medicamentos, aos seus
alvos biomoleculares, como proteinas, carboidratos e &cidos nucleicos. O objetivo é determinar
parametros provisorios de ligacdo que possam servir de base para o desenvolvimento racional
e medicamentos, visando a criagdo de novo agentes com maior eficacia e especificidade
(AGARWAL; CHADHA; MEHROTRA, 2015; SEELIGER, DE GROOT, 2010).

Os programas de docking molecular sdo ferramentas eficientes para gerar previsdes de
posicionamento (pose de ligacdo, orientacdo e conformacdo) e calcular a energia livre de
ligacdo (afinidade de interacdo) entre a proteina e o ligante (MORRIS; CORTE, 2021). Essas
avaliacOes séo baseadas em estruturas e s&o comumente empregadas no processo de descoberta
de drogas, permitindo que uma variedade de ligantes seja testada em uma mesma proteina. Os

ligantes que apresentam melhores pontuagfes de encaixe, geralmente indicando menores



23

energias de ligacdo do complexo, séo considerados candidatos potenciais a drogas principais e
podem ser submetidos a testes adicionais (MORRIS; CORTE, 2021). A analise das pontuagdes
de encaixe permite prever quais ligantes apresentam interacfes favoraveis, enquanto a analise
das pose de ligacdo determina quais ligacGes contribuem para a formagdo do complexo
proteina-ligante (MORRIS; CORTE, 2021).
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4 METODOLOGIA
4.1 SELECAO DOS LIGANTES

Foi selecionados compostos de vérias classes oriundas das folhas, flores, frutos e
sementes da espécie M. oleifera como flavonoides, alcaloides, terpenoides, cumarinas,
saponinas entre outras em bancos de dados (Scientific Electronic Library Online (Scielo),
Nacional 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 (http://www.rcsb.org/) (BERMAN et al., 2000), com os respetivos c6digos,
sendo: SPIKE (6VXX), ECA2 (1R42) e MP° (6LU7), além desenhar um alvo de interagéo
SPIKE com ECA2, chamado receptor 5 (BARROS et al., 2020). Para a afinidade molecular

foram adicionados atomos de hidrogénios polares, calculado as cargas parciais Gasteiger e

mesclado os hidrogénio ndo polares, em ambos as partes, utilizando o programa Autodock
Tools (ADT) (http://autodock.scripps.edu/), versdo 1.5.6. Realizando posteriormente a
docagem através do programa AutoDock Vina (https://vina.scripps.edu/) (TROTT; OLSON,

2009). Com o programa LIGPLOT, foi gerado representacdes esquematicas em 2-D de
complexos proteina-ligante a partir da entrada padrao de arquivo pdb. Foram obtidas ilustracdes
dos pontos de interacfes por ligagdes de hidrogénio e hidrofébicas dos compostos com 0s
amino&cidos das proteinas virais (ANDREW. C et al 1995). As analises foram concentradas
nos complexos de menor energia da conformacao de encaixe. A conformacédo de menor energia
combinada com inspecdo visual foi escolhida para uma analise mais detalhada (ROCHA et al.,
2018).


http://www.rcsb.org/HYPERLINK%20%22http:/www.rcsb.org/%22)
http://autodock.scripps.edu/
https://vina.scripps.edu/
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram testados 61 compostos naturais da planta M. oleifera pelo processo de docagem
molecular com quatro receptores que sdo essenciais no processo de infecgédo e replicagéo viral.
Dentre os receptores, duas proteinas eram do virus: a primeira, glicoproténa Spike que tem
como funcéo facilitar a entrada do virus no organismo, que inicia o processo de infec¢do na
célula devido a sua interacdo com a proteina ECA2 (WALLS et al., 2020), a segunda, proteina
principal ou MP™, que atua na replicacéo viral na célula (JIN et al., 2020). Também foi utilizada
a proteina ECA2, que é por onde o virus entra na célula para iniciar a sua infeccdo (TOWLER
et al., 2004). E por fim, o complexo Spike/ ECA2 que é o sitio de interacdo da proteina Spike

com a proteina ECA2.

Foram realizadas 244 docagens com 0s 61 compostos e quatro receptores, sendo que
quanto menor a energia de ligacdo entre 0 composto e o receptor melhor é a interacdo do
complexo (Tabela 01). Os resultados mostraram uma variagao de energia de -3.4 kcal.mol™* a -

9.9 kcal.mol™.

Tabela 01: Resultados das 244 docagens realizadas com a interacdo de 61 ligantes com os 4 receptores (Spike,
MpP ECA2 e 0 Complexo Spike/ ECA2).

Partes da  Ligantes CID Alvos moleculares Referéncia
planta Proteina  Proteina  Complexo Proteina
ECA2 mpro ECA2/Spike  Spike
AGping® (kcal.mol?)
Flor Niazirina 129556 -6.5 -6.8 -6.3 -7.3 BARRET
Folha Linalool 6549 -3.9 -4.3 -5.3 -5.3 Oetal,
Geraniol 637566 -4.2 -3.8 -4.7 -5.2 2009.
Timol 6989 -5.1 -4.7 -6.4 -5.8
Espatulenol 92231 -6.1 -5.6 -6.4 -7.1
Flor Pentadecanol 12397 -3.8 -3.9 -5.3 -5.0
Semente  Acido palmitico 985 -3.9 -4.3 -5.6 -4.9 FERREIR
Flor Quercetina 5280343 -7.4 -7.5 -7.0 -9.0 Acetal,
Kaempferol 5280863 -6.9 -7.8 -6.9 -8.7 2008.
Semente  Acido oleico 4.2 -4.2 5.2 5.8
445639
Folha Isoquercetrina 5480505 -7.8 -8.9 -8.0 -8.6 BICAS et
Acido clorogénico 1794427  -7.3 -7.6 -7.3 -8.7 al., 2019.
Luteina 5281243 -7.5 -6.6 -8.7 -7.8
Rutina 5280805 -8.2 -8.8 -8.0 -9.1
Semente  Acido laurico -3.9 -4.1 -4.9 -4.9 OZCAN,
3893 2020.
Acido miristico -4.0 -4.2 -4.9 -4.8
11005
Acido linolénico 5280934 -4.6 -4.6 -6.4 -5.8

Brassicasterol 5281327 -7.5 -7.0 -7.7 -8.0
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Triptofano
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Serina

Prolina

Acido glutdmico
Glicina
Arginina
Histidina
Valina
Leucina
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Treonina
Alanina
Acido aspartico
2,2-dimetil-1-
pentanol
3,4-dimetil-2-
Hexanol
4-metil-2,3-
hexadien-1-ol
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173183

119394
5280794

444679

222284

5283638
241572

449093
5281672
4472
7362

867

16757

689043

6508

5281855
445858
72276
9064
1626391
04

5570
5281654
5862
6137
6305
5962
5951
145742
33032
750
6322
6274
1182
6106
6306
6288
602
5960
16911

140547

566111

5280445

-6.9
-1.3

-7.6

-6.7
-6.5

-5.9
-1.4
-1.3
-3.7

-1.3
-5.3
-6.8
-7.0
-1.2

-4.5
-7.0
-3.4
-3.8
-5.8
-3.7
-3.6
-4.0
-4.2
-3.8
-4.8
-4.5
-3.8
-4.2
-3.8
-3.9
-4.0
-4.0
-3.5

-6.3
-6.8

-5.5
-1.4
-6.9
-4.1

-1.5
-5.5
-7.1
-1.2
-7.9

-4.4
-1.2
-3.7
-4.0
-5.8
-4.3
-4.3
-4.6
-4.8
-3.6
-4.8
-5.1
-4.2
-4.1
-4.2
-4.3
-3.8
-4.7
-3.8

-7.0
-1.4

-1.3

-1.2
-7.1

-5.9
-1.3
-1.3
-4.2

-6.2

-6.0

-1.5
-5.8
-6.3
-6.6
-7.9

-5.2
-6.9
-3.9
-4.2
-5.7
-4.5
-4.5
-4.2
-4.8
-3.6
-5.6
-5.3
-4.2
-4.3
-4.4
-4.6
-4.1
-4.9
-4.3

-7.9
-8.0

-8.0

-7.6
-7.9

-6.4
-9.1
-7.6
-4.1

-5.8

-1.2

-6.5

-9.3
-7.0
-8.4
-8.6
-85

-5.1
-8.8
-4.1
-4.5
-6.6
-5.1
-4.3
-4.8
-5.4
-3.8
-5.8
-5.8
-4.8
-4.9
-5.0
-4.7
-4.1
-5.2
-4.3
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Apigenina 5280443 -6.7 -7.7 -7.0 -8.6
Fonte: Autoria propria, 2023

Para selecionar os melhores parametro de energia, foram consideradas as interacfes
menores que -7.9 kcal.mol™?, assim obteve-se 22 interacdes descritos na tabela 02. A menor
energia de ligagdo (-9.3 kcal.mol™) foi obtida através da interacdo do composto é4cido elagico
com a proteina de entrada Spike do coronavirus (Figura 02). O complexo formou seis ligacGes
de hidrogénio com os aminoacidos, sendo eles: Asn978, Leu977, Argl000, Tyr741, Met740,

Thr549 e interacGes hidrofdbicas.

Figura 02: Acoplamento molecular do ligante acido eldgico (vermelho) com a proteina Spike obtendo energia
livre de ligagdo de -9.3 kcal.mol™. a) Sitio de interagdo do complexo proteina-ligante. b) Conformagdo 3D do local
da ligagdo do acido elagico com a proteina Spike (S). ¢) Esquema 2D mostrando as ligacdes de hidrogénio e

interacdes hidrofobicas.
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Fonte: Autoria propria, 2023.
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O acido elagico esta presente na sua composicao quimica de diversas plantas medicinais,
que é um constituinte fenodlico natural antioxidante que esta presente em muitas frutas e
sementes como romas, caquis, uvas, framboesas, morangos, péssegos, nozes e améndoas
(DEROSA et al., 2016). O composto possui diversas propriedades farmacoldgicas, onde inclui
efeitos antioxidante, anti-inflamatdrios, neuroprotetores e hepatoprotetores (GARCIA-NINO,
ZAZUETA, 2015). Outros estudos indicam que 0 composto possui atividade anti-mutagénica,
e anti-inflamatoria em bactérias e sistemas de mamiferos e um potente agente anticancerigeno
(VATTEM, SHETTY, 2005). Além do &cido elagico desempenhar outras atividades bioldgicas

importantes, como atividades quimiopreventivas e antivirais (XU et al., 2003)

Seguido pelo ligante rutina que obteve energia de ligagdo de -9.1 kcal.mol?. E
apresentou ligacdo de hidrogénio com onze aminoacidos (Ser967, Ser968, Leu754, Ser50,
His49, Thr51, GIn52, Asn969, Ser975, Asp568, 11e569) e por interagdo hidrofobica com cinco
aminoacidos. A rutina € um composto fitoquimico flavonoide presente em uma variedade de
plantas com propriedades farmacoldgicas na prevencdo de diversas doencas. Seus efeitos
bioativos inclui atividades Antifungica (JOHANN et al., 2011). Antimalarico (SILVEIRA et
al., 2009). Antiviral (IBRAHIM et al., 2013). Anti-asma (JUNG et al., 2007). Antimicrobiana
(ARARUNA et al., 2012), antitumoral (REN et al., 2003), anti-inflamatdria (HAN, 2009; Umar
et al., 2012), antioxidante (LEONG et al.,2008), antialérgico (DE OLIVEIRA; FERNANDES;
VIEIRA, 2006). Além da rutina possuir outra propriedades que sdo potencialmente benéficas
na prevencdo de doengas (GANESHPURKAR; SALUJA, 2017; CHUA, 2013).

O composto miricetina com resultado de inibicdo de (-9.1 kcal.mol™) interagiu com
quatro aminoacidos (Thr549, Gly744, Argl000, Tyr741) por ligacdo de hidrogénio e por
interacdo hidrofébica com dez aminoacidos. A miricetina € um composto amplamente
encontrado em varios alimentos e bebidas humanas, e é conhecido por suas diversas
propriedades farmacoldgica, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatorias e
anticancerigenas (SEMWAL et al., 2016), antitumorais (JIANG et al., 2019), antibacterianos
(JIANG et al., 2020), antivirais (ORTEGA et al., 2017; REN et al., 2018), e exerce prote¢édo
cardiovascular (WANG et al., 2019).

A quercetina com energia de ligagdo de (-9.0 kcal.mol™) realizou ligagGes de hidrogénio
com seis aminoacidos (Thr549, Gly744, Tyr741, Argl000, 1le742, Met740) e seis ligacOes
hidrofobicas. A quercetina, um flavonoide encontrado em diversas plantas, & considerada um
potente composto natural com propriedades bioldgicas. Estudos in silico e in vitro relatam que

este composto exerce uma ampla variedade de atividades benéficas para a salde, tais como
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atividades anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antioxidantes, antidiabéticas, antialérgicas,
vasoprotetoras, anti-hipertensivas, hipolipemiantes, antitrombaticas e psicoestimulantes, (LI et
al, 2016; MONDAL, RAHAMAN, 2020; WANG et al, 2016).

E por fim o composto luteolina que apresentou energia de interacdo de (-9.0 kcal.mol
1, e interagiu com cinco aminoacidos (Met740, Phe855, Thr573, Arg1000, Tyr741) por ligacio
de hidrogénio e por ligacdo hidrofobica com nove aminoacidos. A luteolina é um flavonoide
que é amplamente encontrado em diversas plantas comestiveis e em plantas usadas na medicina
tradicional para tratar diversas doencas devido as suas propriedades farmacoldgicas, 0
composto possui diversos efeitos com atividades biolégicas (LOPEZ-LAZARO, 2009), sendo
atividades anti-inflamatorio (KUMAZAWA et al., 2006; CHEN et al., 2007), antioxidante
(MANJU et al., 2005), anticancerigenar (HAN et al., 2002), antimicrobiana (BAIDEZ et al.,
2007), antibacteriana (ZHU et al., 2004), antiviral (Y1 et al., 2004) e antifungica (DE CAMPOS
et al., 2005). A luteolina também demonstrou atividade antileishmanial como a Leishmania
donovani (MITTRA et al., 2000; TASDEMIR et al., 2006). Sendo esses compostos 0s que
apresentaram energia de interacio inferior a -8.9 kcal.mol?, e todos esses resultados foram

obtidos no acoplamento com a proteina Spike.

A Figura 03 mostra todas as docagens realizadas neste estudo, sendo que a energia de

ligaco variam de -9.3 kcal.mol™ a -3.4 kcal.mol™.

Figura 03: Resultados das 244 docagens moleculares.

Grupo A (-3.4 kcal.mol-1 & -3.9 kcal.mol-1)

. Grupo B (-4.0 kcal.mol-1 & -4.9 kcal.mol-1)

. Grupo C (-5.0 kcal.mol-1 a -5.9 kcal.mol-1)

. Grupo D (-6.0 kcal.mol-1 & -6.9 kcal.mol-1)

68 . Grupo E (-7.0 kcal.mol-1 a -7.9 kcal.mol-1)
. Grupo F (-8.0 kcal.mol-1 4 -8.9 kcal.mol-1)

Grupo G (-9.0 kcal.mol-1 a -9.3 kcal.mol-1)
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Fonte: Autoria propria, 2023.
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Sendo que o grupo que mais obteve interagdes foi 0 grupo B, que apresentou energias
de -4.0 kcal.mol a -4.9 kcal.mol™. E os dois grupos, o grupo F e 0 G, que apresentaram o0s
menores nimero de interacdes moleculares, que vai de -8.9 kcal.mol™ a -8.0 kcal.mol™ e de -
9.3 kcal.mol™* a -9.0 kcal.mol™* respectivamente, no total 22, foram os resultados de interagio

moleculares das moléculas com os alvos consideradas mais satisfatdria neste estudo (tabela 02).

Tabela 02: Parametros de afinidade molecular dos constituintes quimicos (ligantes) da espécie M. oleifera com as
proteinas ECAZ2, Spike, complexo ECA2/S e MP™ do novo coronavirus (COVID-19) com resultados de energia de

ligagdo menores que -7.9 kcal.mol™.

Complexo (Proteina-ligante) AGying® (kcal.mol-  Aminoacidos Aminoacidos que

h que interagiram interagiram por
por ligacdo de ligacdo hidrofdbica
hidrogénio
Acido elagico /Spike -9.3 Asn978, Leu977, Phe541, Val976,
Arg1000, Gly744, Gly548
Tyr741, Met740,
Thr549
Rutina/Spike 9.1 Ser967, Ser968, Asp571, Gly757,
Leu754, Ser50, Arg567, GIn755,
His49, Thr51, His519
GIn52, Asn969,
Ser975, Asp568,
11e569
Miricetina/Spike 9.1 Thr549, Gly744, Phe541, Gly548,
Arg1000, Tyr741 Leu977, Leu966,
Asn856, Met740,
Thr572, Thr573,
Pro589, 11e587
Quercetina/Spike -9.0 Thr549, Gly744, Phe541, Gly548,
Tyr741, 11e587, Thr572,
Arg1000, lle742, Pro589, Thr573
Met740
Luteolina/Spike -9.0 Met740, Phe855, Gly744, Asn856,
Thr573, Gly548, Thr547,

Argl1000, Tyr741

Leu546, Asn978,
Val976, Thr572,
Leu966



Isoquercetrina/MP™©

Rutina/MPr°

Isorhamnetina/Spike

Kaempferol/Spike

Acido clorogénico/Spike

Luteina/receptor5

Isoquercetrina/Spike

Catequina/Spike

Phel40, Leul41,
Serl44, Thr26,

Aspl87, Tyrb4,

Asnl42, Glul66

Leul4l, Phel40,
Asnl142, Gly143,
His41, Thr26,
Thr190, Glu166,
Serl44, His163
Arg1000, tyr741,
Gly744, Thr549

Tyr741,
Arg1000,
Leu977, Thr573,
Phe855

Tyr741, Gly744,
Asn978, Thr573,
Asp568

Ser77

Arg567, Asp568,
Asp571, Gly757,
Ser50, His49

Thr549,
Arg1000, lle742,
Tyr741, Asn856

Cys145, Gly143,

Arg188, Met165,
GIn189, His163,
His164
Leu27, Thr25,
Cys145, Arg18s,
Met165, GIn189,
His164

116587, Thr572,
Pro589, Thr573,
Ser975, Leu977,
Val976, Met740,
Leu966, Phe541,
Gly548
Leu966, Val976,
Leu546, Thr547,
Asn978, Thr572,
Asn856, Met740,
Gly744
11e587, Lys854,
Pro589, Phe855,
Leu966, Arg1000,
Leu977, Thr572,
Asp574,

Arg393, Lys353,
Gly352, Phe356,
Met383, Ala386,
Gly354, Tyr505,
Phe390, Phe32,
Leu391, Leul00

Ser967, Ser968,
Leu754, GIn755,
Lys964
Leu546, Thr573,
Thr547, Asn978,
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Leu27, His4l, Met49,

Phe72, Phe40, Glu37,

Val47, 11e569, Arg44,



Apigenina/Spike

Glucomoringina/Spike

Epicatequina/Spike

Rutina/ECA2

Isoquercetrina/receptor3

Rutina/receptor3

Brassicasterol/Spike

Estigmasterol/Spike

Gly744, Tyr741,
le742

Ser974, Ser975,
Asp571, Thr430,
Arg983, Ser514,
116973, Asn969

Thr547,
Arg1000,
Tyr741, Met740,
Asp745

Glu398, Tyr385,
Asp382, Asp350,
Ala348, Ser47,
Ser44
Arg393, Glu37,
Tyr505, Asp405,
Lys417, Asp30,
Asn33, His34,
Arg403, Tyr453
Glu37, Tyr453,
His34, Ala386,
Arg393, GIn388,
Asp405, Arg403

Asp571

Gly744, Leu966,
Phe541, Gly548
Thr573, Asn978,
Val976, Leu977,
Arg1000, Thr572,
11e587
His519, Arg567,
Val976, Asp979,
Phe429, Pro426,
Phe515, Phe464,
Tyr200, Leu518,
Glu516, Leu517,
Gly548, Asn978,
Thr572, 1le742,
Gly744, Asn856,
Thr549, Pro589,
Pheb41, 11e587
Arg514, Asn394,
Thr347, Trp349,
Phe40, His401,
Glu402
GIn409, Ile418,
Gly416, Leud55

Glu406, Lys417,
11e418, GIn409,
Asn33, Leud55,
Ala387, Tyr505
11973, Ser974,
Arg983, Leu518,
Thr430, Glu516,
Phe515, Tyr200,
Leu517

Val976, Asp979,
His519, Leu517,
Glu516, Ser514,
Pro426, Phe429,
Phe515, Phe464,

32
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Thr430, Leu518,
116973, Ser974,
Arg567
Ergosterol/Spike -8.0 Ser974 Tyr200, Glu516,
Leu518, 11e973,
Arg983, Leu517,
Phe515, Thr430

Fonte: Autoria propria, 2023

As melhores interacbes moleculares com os receptores mostradas na Figura 04, séo
resultados de interac6es com 14 ligantes (Figura 05), onde houveram ligantes que apresentaram
boas interacbes com mais de uma proteina. A proteina Spike destacou-se como o receptor que
apresenteu 0 maior numero de interacGes eficazes em complexo, estabelecendo conexfes com
um total de 16 compostos. A proteina Spike é essencial no processo de entrada do virus nas
células receptoras, pois ela interage com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2), o que
facilita a ligacdo viral a superficie das células-alvo (LI et al., 2003). O processo de ancoragem
com a proteina MP™ obteve bons resultados com 2 ligantes, que é a proteina responsavel pela
replicacdo do virus. Obteve 1 Unico composto que em intera¢do com a proteina ECA2, que é 0
receptor celular de entrada do virus SARS-COV-2 no organismo, pois € necessaria a interacao
com a proteina Spike que facilita o processo de entrada do virus nas células hospedeiras (ZHOU

et al., 2020). E por fim, obteve 3 resultados do acoplamento com complexo Spike/ECAZ2.

Figura 04: Melhores interagcdo moleculares.

Complexo SPIKE/ECA2 - 3
Proteina ECA2 '
Proteina MPRO - 2
proteinaspike [ ¢

0 5 10 15 20
NUmero de docagens

Alvos do SARS-COV-2

Fonte: Autoria propria, 2023.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867420302294#bib60
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867420302294#bib60

34

Figura 05: Estruturas bidimensional (2D) das moléculas que apresentaram os melhores resultados na interagéo

molecular.
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A técnica docagem molecular consiste em prever a orientacdo e conformacdo dos
ligantes em um sitio ativo de ligacdo em uma macromolécula, fornecendo informacdes crucias
sobre 0 modo de ligacdo do complexo. Através da simulacdo é possivel predizer o modo
interacdo de uma molécula na regido de ligacdo de um alvo molecular, com a finalidade de
identificar a afinidade pelos receptores e as ligacdes moleculares importantes para a atividade
biolégica do complexo (GUEDES, DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

As plantas que possuem efeito farmacoldgico, ja evidenciados e comprovados na
literatura sobre diversas doencas surgem como potencial em estudos in-silico de docagem
molecular, onde é analisado a afinidade molecular por meio de métodos computacionais 0s
compostos organicos bioativos dessas plantas em interagdo com uma macromoléculas (alvo
molecular), que podem ser possiveis candidatos terapéutico no alivio dos sintomas e no
tratamento contra 0 COVID-109.

As moléculas que obtiveram melhores interagdes no processo de docagem molecular
com as proteinas ECA2, MP® e receptor 5 (complexo Spike/ECA2) foram a rutina,
isoquercetrina e a luteina, respectivamente. O complexo formado da menor energia com a

proteina celular ECA2 foi o composto rutina, com energia de interagdo igual ligacéo de -8.2
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kcal.mol* (Figura 06). Apresentou ligacdo de hidrogénio com sete aminoacidos (Glu398,
Tyr385, Asp382, Asp350, Ala348, Serd7, Serd4) e por interacdo hidrofobica com sete

aminoacidos.

Figura 06: Acoplamento molecular do ligante rutina (laranja) com a proteina ECA2 obtendo energia livre de
ligacdo de -8.2 kcal.mol™. a) Sitio de interacdo do complexo proteina-ligante. b) Conformagcédo 3D do local da
ligacdo do rutina com a proteina ECA2. ¢) Esquema 2D mostrando as ligages de hidrogénio e interagdes

hidrofébicas.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

No acoplamento com a protease principal (MP™), a melhor interagéo foi obtida com o
composto organico isoquercetrina, resultando em uma energia de ligacdo de -8.9 kcal.mol*
(Figura 07). Interagiu com oito aminoacidos (Phel40, Leul41, Ser144, Thr26, Asp187, Tyr54,
Asnl142, Glul66) por ligacdo de hidrogénio e por ligacdo hidrofébica com dez aminoécidos.
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Figura 07: Acoplamento molecular do ligante isoquercetrina (amarelo) com a proteina MP™ obtendo energia livre
de ligagdo de -8.9 kcal.mol™. a) Sitio de interacdo do complexo proteina-ligante. b) Conformagéo 3D do local da
ligacdo do isoquercetrina com a proteina MP™. ¢) Esquema 2D mostrando as liga¢des de hidrogénio e interacdes

hidrofobicas.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

No processo de docagem molecular realizada com o alvo receptor 5 (complexo Spike/
ECAZ2), a melhor interacdo foi obtida com o ligante luteina, obtendo energia de interacdo de -
8.7 kcal.mol* (Figura 08). Interagiu com um aminoacidos (Ser77) por ligacéo de hidrogénio e

por interagdo hidrofobica com quinze aminoacidos.



38

Figura 08: Acoplamento molecular do ligante luteina (verde) com o complexo Spike/ECAZ2 obtendo energia livre
de ligagdo de -8.7 kcal.mol™. a) Sitio de interacdo do complexo proteina-ligante. b) Conformagéo 3D do local da
ligacéo do luteina com o complexo Spike/ECAZ2. ¢) Esquema 2D mostrando as ligagdes de hidrogénio e interagdes

hidrofobicas.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.

Muitos estudos apresentam as propriedades farmacol6gicas de diversos compostos
naturais na literatura e as atividades que eles possuem na prevencdo e tratamento de uma
diversidade de patologia, sendo que sdo importante para o estudo e desenvolvimento de
candidatos terapéuticos promissores contra diversas doencas. Através do processo de docagem
molecular, que mostra a energia de interacdo do complexo e a atividade inibitoria do composto
com a macromolécula, o &cido elégico, rutina, miricetina, luteolina e quercetina citados seus
efeitos farmacoldgicos, além dos outros compostos bioativos que apos a analise dos resultados

in-silico (tabela 2) exibiram satisfatérias energia de ligacdo com os receptores, mostraram
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exercer atividade inibitdria contra os alvos moleculares (Spike, MP", ECA2, Complexo Spike/
ECA2), apresentando assim, efeitos antiviral contra o virus da covid-19, sendo um estudo
preliminar em relacdo a atividade contra o virus, € necessario outros testes e estudos
aprofundados acerca desses compostos afim de se obter mais conhecimentos de suas
propriedades como promissores candidatos de potenciais terapéuticos no tratamento da
COVID-19.

Foi realizada docagem molecular com 4 farmacos aprovados pela ANVISA como uso
emergéncia da doenca do COVID-19, sendo eles o remdesivir, paxlovid (nirmatrelvir +
ritonavir), molnupiravir e baricitinib (ANVISA, 2021). Os resultados obtidos da interagdo dos
farmacos com os receptores (ECA2, MPRC, RECEPTORS5 e SPIKE) estdo descritos na tabela 3.

Tabela 03: Docagem molecular dos medicamentos aprovados pela Anvisa contra 0 COVID-19.

FARMACO CID ECA2 MPRO Complexo Spike
Spike/ECA2

Remdesivir 121304016 -7.3 -7.9 -7.6 -1.5

Paxlovid 155903259 -7.1 -7.6 -7.0 -7.3

(nirmatrelvir +

ritonavir)

Molnupiravir 145996610 -7.2 -6.7 -6.8 -7.9

Baricitinib 44205240 -6.8 -7.9 -7.8 -8.0

Fonte: Autoria prépria, 2023

Podemos observar que os medicamentos remdesivir e paxlovid obteveram maior
interacdo com a MP™ de -7.9 e de -7.6 respectivamente. Neste estudo que foram analisados
composto organicos da espécie moringa, compostos como isoquercetrina (-8.9 kcal.mol™?) e
rutina (-8.8 kcal.mol) demonstraram interagGes melhores com a MP™ que os 2 medicamentos.
Além desses compostos, o Kaempferol (-7.8 kcal.mol™?). Glucomoringin (-7.9 kcal.mol™).

Apigenin (-7.7 kcal.molt) mostraram melhores resultados que o paxlovid.

E os outros dois farmacos, o molnupiravir e o baricitinib demonstraram maior afinidade
molecular com a proteina Spike do SARS-COV-2, com energia de ligacdo de -7.9 kcal.mol™? e
-8.0 kcal.mol™.respectivamente. Contudo, houveram compostos que apresentaram melhores
interacdes com a mesma proteina, ao todo 12 compostos, sendo eles: o acido eléagico (-9.3
kcal.mol ™), rutina (-9.1 kcal.mol?), miricetina (-9.1 kcal.mol ™), quercetina (-9.0 kcal.mol™),
luteolina (-9.0 kcal.mol™Y), isorhamnetina (-8.8 kcal.mol™), kaempferol (-8.7 kcal.mol™?), 4cido

clorogénico (-8.7 kcal.mol™?), isoquercetrina (-8.6 kcal.mol?), catequina (-8.6 kcal.mol™),
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apigenina (-8.6 kcal.molt), glucomoringina (-8.5 kcal.mol™), epicatequina (-8.4 kcal.mol?), e
0Ss compostos brassicasterol, estigmasterol e ergosterol que apresentaram energia de ligacao (-

8.0 kcal.mol™t) maior que a do molnupiravir e igual ao baricitinib.

O pro-farmaco Remdesivir (medicamento experimental —anti-virus Ebola)
(PRUIJSSERS et al., 2020), também denominado GS-5734 é um anélogo do nucleotideo
adenosina, que requer uma metabolizacdo no interior das células hospedeiras para formar um
nucleosideo trifosfato ativo farmacologicamente (GS-441524), que interfere na enzima RNA-
polimerase RNA-dependente viral (RdRp) ocasionando atraso na terminacdo da cadeia,
interrompendo a replicacdo viral e encerrando a sintese de RNA (AGOSTINI et al., 2018;
LAMB, 2020). Identificado pela primeira vez como medicamento experimental para tratar a
doenca do virus Ebola (LIN et al., 2021). E um agente com atividade antiviral de amplo
espectro contra diversos virus, incluindo o virus Ebola, o virus Nipah e o virus sincicial

respiratorio, assim como coronavirus endémicos e zoonéticos. (LAMB, 2020).

Paxlovid desenvolvida pela Pfizer Inc., € uma terapia antiviral experimental que atua
como inibidor de protease SARS-CoV-2, especificamente projetada para ser administracdo
oral, permitindo sua prescri¢do ao primeiro sinal de infec¢do ou ao se ter conhecimento de uma
exposicdo, com o objetivo de ajudar os pacientes a evitar doenga grave que pode levar a
hospitalizacdo e morte. O PF-07321332 foi desenvolvido para bloquear a atividade da protease
SARS-CoV-2-3CL, uma enzima necessaria para a replicacdo do coronavirus. Em estudos in
vitro, demonstrou uma atividade antiviral potente contra variantes de preocupagdo em
circulacdo, assim como outros coronavirus conhecidos, o que sugere seu potencial como

terapéutico para varios tipos de infeccdes por coronavirus (PFIZER, 2021).

O molnupiravir, inibidor de RdRp administrado por via oral com um perfil
farmacocinético favoravel, tem se destacado devido a sua capacidade de inibir o processo de
replicacdo de SARS-COV-2, sua rapida depuracao do virus, reducdo simultanea na carga viral
e no tempo acelerado de recuperacgédo (FISCHER et al., 2021). O estudo clinico do molnupiravir
demonstrou seu potencial de eficacia tanto na administrado profilatica quanto terapeutica em
modelos de camundongo de SARS-CoV-2 e MERS-CoV. Alem disso, o0 molnupiravir
apresentaou atividade in vitro contra o coronavirus 2 da (SARS-CoV-2) em culturas de células
epiteliais das vias aéreas humanas (SHEAHAN et al., 2020).

Baricitibe é um anti-inflamatério utilizado no tratamento de artrite reumatoide

administrado por via oral. Também ¢é indicado para reduzir a inflamagdo e o prurido na



41

dermatite atopica moderada a grave (AL-SALAMA,; SCOTT, 2018). O ACTT-2 fornece o mais
alto grau de evidencia sobre a eficacia do medicamento, que age por meio da inibicdo de JAK1
e JAK2 e, conseguentemente, bloqueia a cascata imune e reduz a replicacao viral (STEBBING
et al., 2020). Varios estudos previram um efeito favoravel do baricitinib na resposta imune na
COVID-19 (CANTINI et al., 2020; SABER-AYAD et al., 2021).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo utilizou a abordagem de docagem molecular, que proporcionou
resultados satisfatorios no acoplamento molecular dos compostos da espécie M. oleifera Lam
em interacdo com os alvos moleculares do SARS-COV-2. Os resultados demonstraram que 22
moléculas organicas apresentaram satisfatorio potencial inibitério para as proteinas, que
interferi no seu processo de infec¢do e replicacdo do virus dentro da célula hospedeira. Dentre
0s compostos analisados, destacam-se o acido elégico, rutina, miricetina quercetina e luteolina,
o0s quais demonstraram melhores afinidades com a proteina Spike, e 0 composto rutina que
também apresentou interacdes promissoras com o0s demais alvos testados. Além disso, 0s
resultados das interacdes dos compostos da moringa foram superiores, comparados aos
resultados do teste de docagem molecular realizados com os medicamentos aprovados pela
ANVISA. Visto que, esses resultados demonstram o potencial desses compostos como agente
antivirais.

No estudo in-silico por meio do processo de acoplamento molecular, em busca de
identificar inibidores virais eficazes contra a doencga do covid-19, muitos compostos da espécie
se mostraram promissores com suas energias, sendo necessario estudos mais aprofundado
acerca da atividade, efeitos e toxicidade dos compostos e outros estudos in vitro e in vivo e
ensaios clinicos, afim de obter-se informacgdes sobre os compostos que sdo candidatos
promissores a medicamentos para a doenca viral e na descoberta de potenciais inibidores
terapéuticos para serem usados no tratamento contra a COVID-19.
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