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Resumo

COVID-19 é uma doenca altamente contagiosa causada pelo coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) tornando-se uma grande ameaca em todo o mundo devido & sua réapida natureza de disseminagdo e
variantes mais agressivas, como o caso da Omicron. A principal estrutura de interagio do virus com a célula
hospedeira é a regido de pico da proteina Spike chamada de RBD, uma estrutura que teve diversas mutacoes,
dificultando a busca de farmacos. Com base nesse cenario, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de
interacBes entre moléculas de origem naturais frente a regido RBD da proteina Spike (S) do SARS-CoV-2, variante
Omicron. Na primeira etapa metodoldgica ocorreu uma modelagem molecular da estrutura RBD de sequéncia obtida
no Brasil e testes para sua caracterizagao e validacdo estrutural. Em seguida, foi realizado o docking molecular entre
6 ligantes fitoquimicos: Curcumina, Carvacrol (x)-Limoneno, Glicirrizina, Alicina e Quercetina-3-Arabinoside na
regido especifica RBD modelada, apds obter os melhores resultados, os complexos formados foram avaliados por
RMSD e RMSF. Na homologia da regido RBD obteve-se uma estrutura com baixos erros estruturais. Nas interacdes
de cada fitoquimico, as moléculas glicirrizina e quercetina apresentaram maior afinidade molecular, ligando-se ao
sitio ativo encontrado na RBD. A dinamica molecular confirmou a interacdo dos ligantes e a estabilidade dos
complexos durante as simulagfes. A quercetina e glicirrizina apresentaram um potencial molécula ligando-se a regido
RBD da proteina S, a partir do genoma da variante 6micron inédita do SARS-CoV-2 sequenciada no Brasil.
Palavras-chave: COVID-19; Docking molecular; Moléculas naturais.

Abstract

COVID-19 is a highly contagious disease caused by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) becoming a major threat worldwide due to its fast-spreading nature and more aggressive variants, such as the
case of Omicron. The main interaction structure of the virus with the host cell is the spike region of the Spike protein
called RBD, a structure that has had several mutations, making the search for drugs difficult. Based on this scenario,
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the present work aimed to evaluate the profile of interactions between molecules of natural origin against the RBD
region of the Spike (S) protein of SARS-CoV-2, Omicron variant. In the first methodological step, there was a
molecular modeling of the RBD structure of a sequence obtained in Brazil and tests for its characterization and
structural validation. Then, molecular docking was performed between 6 phytochemical ligands: Curcumin, Carvacrol
(x)-Limonene, Glycyrrhizin, Allicin and Quercetin-3-Arabinoside in the specific region modeled RBD, after obtaining
the best results, the complexes formed were evaluated by RMSD and RMSF. In the homology of the RBD region, a
structure with low structural errors was obtained. In the interactions of each phytochemical, the molecules
glycyrrhizin and quercetin showed higher molecular affinity, binding to the active site found in RBD. Molecular
dynamics confirmed the interaction of ligands and the stability of the complexes during the simulations. Quercetin and
glycyrrhizin showed a potential molecule binding to the RBD region of protein S, from the genome of the
unprecedented omicron variant of SARS-CoV-2 sequenced in Brazil.

Keywords: COVID-19; Molecular docking; Natural molecules.

Resumen

El COVID-19 es una enfermedad altamente contagiosa causada por el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus
2 (SARS-CoV-2) convirtiéndose en una gran amenaza a nivel mundial debido a su rapida propagacion y variantes mas
agresivas, como es el caso de Omicron. La principal estructura de interaccidn del virus con la célula huésped es la
region de la espiga de la proteina Spike llamada RBD, una estructura que ha tenido varias mutaciones, lo que dificulta
la basqueda de farmacos. Con base en este escenario, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el perfil de
interacciones entre moléculas de origen natural contra la region RBD de la proteina Spike (S) del SARS-CoV-2,
variante Omicron. En el primer paso metodolégico, hubo un modelado molecular de la estructura RBD de una
secuencia obtenida en Brasil y pruebas para su caracterizacion y validacion estructural. Luego, se realizd
acoplamiento molecular entre 6 ligandos fitoquimicos: Curcumina, Carvacrol (x)-Limoneno, Glicirricina, Alicina y
Quercetina-3-Arabindsido en la region especifica modelada RBD, luego de obtener los mejores resultados, los
complejos formados fueron evaluados por RMSD y RMSF. En la homologia de la region RBD se obtuvo una
estructura con bajos errores estructurales. En las interacciones de cada fitoquimico, las moléculas glicirricina y
quercetina mostraron mayor afinidad molecular, uniéndose al sitio activo que se encuentra en RBD. La dindmica
molecular confirmé la interaccion de los ligandos y la estabilidad de los complejos durante las simulaciones. La
quercetina y la glicirricina mostraron una molécula potencial que se une a la region RBD de la proteina S, del genoma
de la variante omicron sin precedentes del SARS-CoV-2 secuenciada en Brasil.

Palabras clave: COVID-19; Docking molecular; Moléculas naturales.

1. Introducéo

COVID-19 é uma doenca altamente contagiosa causada pelo coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) que surgiu pela primeira vez em Wuhan, China, tornando-se uma grande ameaga em todo o mundo devido a
sua natureza de rapida disseminacdo (Chen et al., 2020). Até dezembro de 2019 se conheciam 6 tipos de virus da familia
coronavirus capazes de causar doencas no humano, destes, quatro sdo prevalentes e causam sintomas tipicos de resfriados
(229E, OC43, NL63, HKU1). Os outros 2 tipos, sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e a sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV) sdo mais agressivos, afetando o trato respiratdrio inferior e levando a consequéncias e sintomas
mais graves (Chen, 2020; Adhikari et al., 2020).

As infecgdes por SARS-CoV-2 atingiram em pouco tempo milhdes de pessoas em todo 0 mundo, com predominio na
Europa e na América do Norte. (Hui et al., 2020). Os principais sintomas apresentados pelos pacientes infectados sdo: febre,
dor de cabeca, dor de garganta tosse, dores musculares e falta de ar, podendo incluir também conjuntivite, diarreia, vomito e
dor abdominal, também foram relatados sintomas menos comuns como a perda do olfato ou sua diminuicédo e perda do sentido
do paladar (Iser et al., 2020; Yang et al.2020).

Os coronavirus sao virus envelopados de RNA positivo, as principais diferencas dentro da familia sdo encontradas no
namero, tipo e tamanho de proteinas estruturais, que produzem alteracdes significativas na estrutura e morfologia do virus.
(Huang et al 2019). O virus SARS-CoV-2 tem aparéncia de uma coroa solar, por isso 0 nome coronavirus. Esta particula viral
tem uma morfologia esférica com didmetro entre 60 a 140 nm juntamente com picos (Spikes) de aproximadamente 8 a 12 nm
de comprimento (Zheng, 2020).

Sua estrutura é formada principalmente por um nucleocapsideo na qual protege o material genético viral e um
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envelope externo. Existem quatro proteinas estruturais principais, conhecidas como proteinas S (spike), E (envelope), M
(membrana) e N (nucleocapsideo). Entre as fungGes das principais proteinas estruturais estdo: a proteina (S) permite a entrada
do virus na célula hospedeira pela ligagdo ao receptor celular e a fusdo da membrana, facilitando a fixagédo do virus ao receptor
da célula hospedeira, a proteina (M) ajuda a manter a curvatura da membrana e a ligagdo ao nucleocapsideo, a (E) desempenha
um papel importante na montagem e liberagdo do virus e a proteina (N) faz parte do nucleocapsideo por ligacdo ao material
genético viral (Jaiswal; Kumar, 2020; L1 et al., 2020)

A replicacdo do SARS-CoV-2, segue 0 modelo padrdo de replicacdo da familia Coronaviridae, com algumas
particularidades. Primeiro ocorre a ligagdo do virus através da ligagdo da proteina Spike (S), localizada no envelope viral, com
o receptor de Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) localizado na membrana plasmatica da célula-alvo, iniciando a
etapa de adesdo. Para que o virus possa entrar na célula hospedeira, é necessario a ativagdo da proteina S pela protease celular
Transmembranar Serina 2 (TMPRRS2) que ira clivar esta proteina permitindo assim a entrada do virus na célula por
endocitose (Favalli et al., 2020; Hoffmann et al, 2020).

A sequir, ocorre a fusdo entre o envelope viral com a membrana do endossomo, em um ambiente acidificado, etapa de
desnudamento, havendo a liberagcdo do genoma viral no citoplasma da célula-alvo. Por apresentar como genoma um RNA de
fita simples e polaridade positiva, esse virus pode ser imediatamente traduzido a nivel dos ribossomos da célula hospedeira. A
traducdo inicial do RNA viral, mediante a extremidade 5°, onde estdo codificadas as ORF la e ORF 1b daré origem ha duas
poliproteinas denominadas ppla e pplb, que contém 16 NSP (16 proteinas ndo estruturais), elas desempenham um papel
essencial na replicagdo do virus dentro das células hospedeiras e alguns deles sdo alvo de vérias drogas em desenvolvimento
(Cabanillas et al., 2021; Rabaan et al., 2020).

Outras ORFs, localizadas na extremidade 3°, codificam as proteinas estruturais (N, M, E e S). A formagcao dos virions
maduros ocorre a interagdo com as proteinas S, E e M na formagdo da particula completa no compartimento intermediario
reticulo endoplasmatico de Golgi. Ao final da montagem e aquisicdo do envelope viral, os virus se acumulam em vesiculas e
concluem a maturagdo. Os virus sdo transportados através de vesiculas para a superficie celular, sendo liberados por exocitose
(Hartenian et al, 2020; Srinivasan et al., 2020; Wu et al 2020).

O surgimento continuo de vérias variantes e mutantes do SARS-CoV-2 de tempos em tempos levou ao aumento da
morbidade e mortalidade em meio a diferentes ondas de pandemia dentro da pandemia em andamento, resultando em altas
preocupacdes e panicos com a saude global (Boehm et al., 2021; Thakur et al., 2021). Apos as variantes Alpha, Beta, Gamma e
Delta SARS-CoV-2, a variante Omicron (B.1.1.529) surgiu recentemente durante novembro de 2021 como uma variante de
virus altamente mutada, classificada como VOC pela OMS em 26 de novembro de 2021, que agora é alcancando posigdo de
cepa dominante em vérios paises devido & sua alta transmissibilidade (Who, 2021). A variante Omicron contém pelo menos 30
mutacdes na proteina spike em relagdo a estrutura original de Wuhan (Kupferschmidt & Vogel, 2021), essas muta¢fes podem
afetar a transmissibilidade do Omicron e tornar&o a variante mais infecciosa (Khandian et al., 2022).

A utilizacdo de farmacos resultantes de produtos naturais, vem sendo utilizado por seres humanos ha muito tempo
como alternativa para tratamento de diversas patologias, o Brasil dispde de inimeras espécies vegetais com propriedades
bioativas, 0 bioma brasileiro oferta a matéria-prima necessaria para o desenvolvimento de farmacos a parte de folhas, raizes e
frutos (Marinho et al., 2022).

Com o surgimento da COVID-19, tornou-se necessario a busca de novas substancias que apresentem capacidade
antiviral contra o0 SARS-CoV-2. Perante estes fatos, diversas pesquisas clinicas utilizaram o sistema de reaproveitamento de
farmacos que ja existem, diante a situagcdo de emergéncia vivenciada tornou-se necessario a busca rapida de um novo modelo
terapéutico eficaz. Esse acontecimento da oportunidade para realizacdo de tratamentos alternativos tendo como destaque a

utilizacdo de plantas medicinais (Silva-Neto et al., 2021).
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Como é amplamente conhecido que pequenas moléculas, particularmente produtos naturais, compartilham uma parte
significativa dos medicamentos disponiveis comercialmente (Christy et al., 2020). A maioria desses medicamentos é
comercializada como antiviral ou para uso em outras infeccGes (Ospanov et al., 2020). Além disso, foi estabelecido que o
SARS-CoV-2 compartilha aproximadamente 79,5% de semelhanga gendmica com 0 SARS-CoV e 50% de semelhanga com o
MERS-CoV (Zhu et al., 2020). Poucos exemplos relevantes de pandemias anteriores incluem o uso de Allium porrum
(Alliacease), tabaco Nicotania tobacco (Solanaceae), Urtica diocia (Urticaceae), Hippeastrum hybrid (Amaryllis), etc., contra
SARS-CoV e derivados de kaempferol (Viola odorata L), galato de epigalocatequina, galato de galocatequina, quercetina-3-f-
d-glicosideo, isobavachalcole, herbacetina e helicrissetina com potencial contra MERS-CoV (Christy et al., 2020). Portanto,
medicamentos a partir de produtos naturais relacionados com efeitos promissores contra as pandemias anteriores também
podem ser reaproveitados na pandemia atual.

Muitos estudos estdo em andamento para identificar moléculas naturalmente derivadas contra os principais alvos
farmacoldgicos do SARS-CoV-2 usando metodologias de triagem virtual, docking molecular e dindmica molecular. Esta
abordagem acelera a descoberta de drogas e leva a identificacdo de moléculas semissintéticas que podem ser Uteis para 0s
ensaios in silico. Assim, consideramos que moléculas de produtos naturais que foram eficazes contra o virus da mesma familia
do SARS-CoV-2 podem ser (teis em variantes da pandemia atual, agindo pela proteina estrutural mutante, a proteina S
(variante dmicron). O alvo selecionado para esse estudo foi a regido de interacdo principal do virus receptor-binding domain
(RBD) da proteina spike da variante Omicron (B.1.1.529), tendo como objetivo realizar uma triagem virtual de substancias

naturais que apresentem capacidade antiviral contra 0 SARS-CoV-2.

2. Metodologia

As simulagdes foram realizadas em dois computadores desktop com hardwares semelhantes com processador Intel
Core i9-10900 - 2.8GHz, 16GB de meméria RAM e GPU RTX 3060 Ti e sistema operacional diferentes, um computador
dedicado a analises farmacocinética e farmacodinamica e outro, dedicado a analises de dindmica molecular.

2.1 Homologia de proteinas

A modelagem de homologia é amplamente aplicada para criar uma estrutura de proteina confiavel usando sua propria
sequéncia de aminodacidos (Elmezayen et al., 2020). A sequéncia completa do genoma da variante émicron do SARS-CoV-2
(ON241705.1) foi encontrada no banco de nucleotideos do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O servidor web SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org) foi usado para construir o modelo RBD da proteina SARS-CoV-2 S (Biasini et al.,
2014).

A estrutura obtida (PDB ID: 6W41) foi utilizada como modelo que apresentou 99,62% de similaridade com a
sequéncia RBD. A estrutura do 6W41 foi obtida experimentalmente por difracio de raios X (XRD) com resolucio de 3,08 A
no PDB (https://www.rcsb.org/). Apos a obtencdo do modelo RBD, o servidor de analise e verificagdo de estruturas (SAVES
v6.0) da Universidade da California em Los Angeles (UCLA) foi utilizado para avaliar a qualidade estrutural (Elfiky, 2020).
Os softwares utilizados para verificar a validade do modelo foram o PROCHECK (Laskowski et al., 1996), Verify 3D
(Eisenberg et al., 1997), PROVE (Pontius et al., 1996) e ERRAT (Hooft et al., 1996). Apé6s a validacdo do modelo, a
minimizacdo estrutural foi realizada no software UCSF CHIMERA v1.14 utilizando o campo de forca AMBER ff14SB (Maier
et al., 2015) e PROSA (Wiederstein et al., 2007).

2.2 Preparacéo dos ligantes

ChemSpider (http://www.chemspider.com/) é um banco de dados quimico que oferece acesso rapido a mais de 67
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milhdes de informacbes quimicas baseadas em estrutura (Pence & Willians, 2010). Os ligantes Curcumina (CSID: 839564),
Carvacrol (CSID: 21105867), (+)-Limoneno (CSID: 20939), Glicirrizina (CSID: 14263), Alicina (CSID: 58548), Quercetin-3-
Arabinoside (CSID: 16736526) foram obtidos a partir deste repositorio virtual. Todas as estruturas foram otimizadas usando o
software Avogadro 1.2.0, pré-calculadas com campo de forga usando o tipo MMFF94 e otimizadas geometricamente usando o
método Functional Density Theory (DFT) com funcional de correlacdo B3LYP e base 6-31G (d) presente no pacote GAMESS
(Barca et al., 2020; Khaeerunnisa et al., 2020).

2.3 Ancoragem molecular

BolsGes e cavidades da proteina obtida foram detectados através do servidor WEB CASTp
(http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html.) com uma sonda de raio de 1,4 A (valor padrdo) para verificando possiveis sitios
ativos na estrutura (Tian et al., 2018). O software AutoDock Vina e o AutoDock Tools foram utilizados em todos os
experimentos de docking (Trott & Olson, 2010). No AutoDock Tools, a agua e outros residuos presentes na estrutura que nao
eram criticos para o estudo foram removidos e, em seguida, um grupo polar hidrogénio foi adicionado para estabelecer
conexdes entre a macromolécula e o ligante testado. A caixa Grid foi gerada com as coordenadas X = -41,250, Y =-37,258 e Z
=-5,275 e 0 tamanho da caixa foi X =80, Y =80 e Z = 80. A capacidade de ligacdo dos ligantes testados e seus as pontuagdes
de afinidade de ligacao correspondentes (AG) foram usadas para determinar melhores interagdes moleculares, aceitando AG < -
6,0 kcal/mol. A visualizacdo da ligacdo das estruturas foi observada por Pymol v2.0 (Schrodinger, 2021) e LigPlot+ v2.2
(Laskowiski & Swindells, 2011) nos formatos 3D e 2D.

2.4 Simulag&o por Dindmica Molecular

Todas as simulagdes de dindmica molecular (MD) foram realizadas pelo GROningen MAChine for Chemical
Simulations (GROMACS) versdo 5.1.2 (Abraham et al., 2015). O campo de forca OPLS-AA/L e o modelo de agua TIP3P
embutido no GROMACS foram usados para todas as simula¢fes de MD (Kaminski et al., 2001). O arquivo de topologia das
proteinas foi preparado pelo GROMACS, enquanto a topologia dos ligantes foi obtido do LigParGen (Dodda et al., 2017). A
fim de satisfazer as convenges minimas de imagem, o sistema foi inicialmente acomodado em uma caixa cubica com uma
distancia de 2 nm entre o complexo proteico e a caixa. Todos os comprimentos de ligagdo de proteinas e ligantes foram
restringidos usando o algoritmo LINCS enquanto as moléculas de agua foram restringidas pelo algoritmo SETTLE (Hess et al.,
1997; Miyamoto & Kollman, 1992). Um total de 30.000 moléculas de dgua foram adicionados a uma caixa de simulagdo
clbica contendo a estrutura da RBD-Omicron ndo ligados, respectivamente. Cada sistema foi minimizado em energia usando o
algoritmo descent mais ingreme e equilibrado para atingir o volume apropriado. As interagcdes sem ligacdes de curto e longo
alcance foram calculadas pela aplicacdo de pontos de corte de alcance duplo de 0,9 e 1,4 nm, respectivamente. O leap frog
algorithm com passo de tempo 2 fs foi usado para integrar a equagdo de movimento e a lista de neighbor foi atualizada a cada
cinco passos. A eletrostatica de longo alcance é tratada usando o método Particle Mesh Ewald, com um espagamento de grade
de Fourier de 0,15 (Darden et al., 1993). CondicBes de contorno periddicas foram aplicadas em todas as trés direcbes. O
equilibrio dos sistemas foi realizado em duas etapas principais. Primeiro, o sistema foi aquecido gradualmente até 300 K no
conjunto NVT usando o algoritmo v-rescale por 10 ns. Em seguida, o conjunto NPT foi usado por 5 ns restringindo os
complexos (ligantes/proteinas) enquanto lentamente permitia que as moléculas do solvente relaxassem em torno dele e,
finalmente, outro equilibrio de NPT de 10 ns foi realizado, removendo as restricdes sobre os complexos. Para todos os
sistemas, 0s valores médios de temperatura e pressdo permaneceram proximos aos valores desejados. Os sistemas equilibrados
foram entdo submetidos a simula¢fes de MD de producéo irrestrita de 100 ns cada, mantendo a pressdo alvo (1 bar) e a

temperatura (300 K). A reprodutibilidade dos resultados foi verificada por duas diferentes simulagdes repetidas com diferentes
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velocidades iniciais e tempos de equilibrio. As tendéncias gerais no RMSD e RMSF foram calculados a partir das simulages
de MD (Ghosh et al., 2021).

3. Resultados e Discusséo

Com base na identidade de sequéncia entre 0 SARS-CoV-2 e o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) da proteina
Spike, o software SWISS-MODEL construiu um modelo vélido e de alta qualidade com um total de 223 aminoacidos e com
94,85% de similaridade em relacdo a estrutura RBD da sequéncia original do SARS-CoV-2 (6W41).

As regides correspondentes no genoma do SARS-CoV-2 foram identificadas com base na identidade da sequéncia e
na pontuacdo de similaridade. A Figura 1A mostra a comparacdo dos aminoacidos da RBD homologa e a estrutura 6W41, as
marcacGes em amarelo na figura indicam as 14 mutacfes ocorridas em comparacdo ao modelo da cepa original de Wuhan-
2019. Com um resultado de alta similaridade de sequéncia, os modelos de homologia revelaram uma arquitetura geral
surpreendentemente conservada e sobreposigdo de ambas no plano tridimensional (Figura 1B). A sobreposicdo de RBD com a
proteina RBD (6W41) SARS-CoV-2 demonstrou alta similaridade estrutural, com valores de desvio quadrado médio (RMSD)
de 0,35A. Além disso, o valor médio do classificador QMEANDisCo (Studer et al., 2020) Global foi de 0.83 + 0.05, valor com
baixos erros estruturais, além disso os resultados confirmaram a maior qualidade do modelo, onde a pontua¢do padrdo varia de
0 a1l (Benkert et al., 2008).

Em seguida, a estrutura modelada foi validada através das analises PROCHECK, Verify 3D e PROSA I1l. A analise do
PROCHECK previu que o modelo hipotético obteve 88,6% de residuos na regido favorecida; enquanto 9,1% séo residuais na
regido adicional permitida, 2,2% nas regides generosamente permitidas e 0% nas regides ndo permitidas. O fator de qualidade
dos residuos do modelo RBD quando avaliado pelo Verify3D mostrou que 98,26% dos residuos tiveram uma pontuacdo média
3D-1D > 0,2, o que representa uma boa pontua¢ao, sugerindo alta compatibilidade do modelo atdmico 3D com sua sequéncia
de aminoécidos. O gréafico de Ramachandran do ERRAT previu que o modelo final tinha 97,8% de residuos em regiGes
favorecidas, 2,2% em regifGes permitidas e 0,0% em regides discrepantes (Figura 1C). Uma analise comparativa foi feita
utilizando o algoritmo web ProSA Il (Figura 1D), que previu que a estrutura final ganhou um Z-score de -5,91 e, portanto,

também se enquadra na faixa de escores estabelecida em proteinas de tamanho semelhante, com qualidade de RMN.
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Figura 1: Homologia, analise de mutacao e avaliacdo da estrutura de RBD modelada. (A) Sequenciamento e comparagdo de
aminoacidos mutantes entre RBD sequenciada no Brasil com a estrutura da RBD original de Wuhan. (B) Sobreposicdo da
estrutura de RBD modelada e estrutura RBD 6W41. (C) Grafico Ramachandran da RBD modelada. (D) Gréfico de Z-Score da
estrutura de RBD modelada.
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Omicron-RBD CYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGNIADYNYKLPDDF TGCVIAWN
6W41.1.C CYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIAD YNYKLPDDFTGCVIAWN

Omicron-RBD SNKLDSKVSGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGNKPCNGVAGFENCYFPLRSYS
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A Figura 2 exibe o resultado da afinidade de ligacdo (kcal/mol) de todas as simulagdes de docking molecular. Os
valores médios com desvio padrdo simulagdes foram Alicina (-3.2 £ 0.81 kcal/mol), Carvacrol (-5.6 + 0.95 kcal/mol),
Curcumina (-4.9 = 0.52 kcal/mol), Glicirrizina (-8.9 £ 1.22 kcal/mol), Limoneno (-4.5 + 0.54 kcal/mol), Quercetina (-7.6 £
0.47 kcal/mol). Observou-se que apenas duas simulagdes apresentaram dados de afinidade aceitaveis, abaixo de -6,0 kcal/mol,
as estruturas de glicirrizina e quercetina. Em simulagGes computacionais de docking, moléculas que apresentam energia mais
negativa sdo capazes de se ligar firmemente com macromoléculas-alvo (Pan et al., 2022).
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Figura 2: Representagdo grafica das energias de ligacdo (em kcal/mol) do docking molecular entre os ligantes Alicina,

Carvacrol, Curcumina, glicirrizina, limoneno, quercetina e o alvo RBD.
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Fonte: Autores.

Deste modo, os complexos formados de RBD-quercetina e RBD-Glicirrizina seguiram para avaliagdo bidimensional
de interagBes com residuos e para analise de dindmica molecular (RMSD e RMSF).

As interagBes entre as glicirrizina e quercetina e a estrutura-alvo RBD da proteina S em formato 3D séo vistas
respectivamente nas Figuras 3A e 3C. Nas imagens € visto que os dois ligantes se posicionaram na mesma cavidade da
proteina, possivelmente o sitio ativo da estrutura de RBD. Na avaliagdo bidimensional € visto diversas ligacfes hidrofdbicas e
de hidrogénio. Na figura 3B o complexo formado entre glicirrizina e a RBD mostrou 11 intera¢des hidrofobicas (ARG10,
PHE11, LEU72, CYS73, LEU199, PRO203, ALA204, LEU215, VAL216, LYS217, VAL221) e 7 ligagBes de hidrogénio
(LEU200, ALA202, LYS219, ASN218, PHE223). No complexo RBD-quercetina (Figura 3D) foi revelado 7 interacGes
hidrofébicas (ILE8, LEU215, VAL216, LYS217, LYS219, VAL221, PHE223), também foi visto uma ligacdo de hidrogénio
formado pelo residuo ASN218.
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Figura 3: Representacdes 2D e 3D das interagOes entre atomos dos ligantes glicirrizina e quercetina e aminoéacidos da regido
RBD. (A) interagdo 3D da glicirrizina na cavidade na RBD, (B) diagrama 2D da glicirrizina e aminoacidos da RBD. (C)

Interacdo da quercetina na regido da RBD. (D) diagrama 2D da quercetina e aminoacidos da RBD.
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Fonte: Autores.

A avaliacdo de dindmica molecular dos dois complexos foi avaliada pelas anélises de Root Mean Squared Deviation
(RMSD) e Root Mean Square Fluctuation (RMSF).

O RMSD ¢ uma medida do desvio na posi¢ao dos atomos Ca em relagdo ao quadro inicial, em funcéo do tempo de
simulagdo. Um valor RMSD de < 2,00 A sugere que a estrutura da proteina permanece estivel ao longo da simulagio
(AHMED, 2021). As parcelas de RMSD de RBD, Complexo RBD-glicirrizina e Complexo RBD-quercetina s&o mostradas na
Figura 4A. Todas as simulagdes apresentaram estabilizagdo com baixas variagdes (>1.05 A) durante o tempo de 100 ns.

A andlise RMSF examina flutuagdes residuais e flexibilidade durante a simulagdo. Quanto maiores as flutuagdes,
menor sera a estabilidade (Zarezade, 2021). Esse parametro é extremamente essencial para explorar o papel do aminoacido
individual na estabilidade de qualquer complexo proteina-ligante (Shakya, 2020). O RMSF de cada aminoacido dos complexos
de RBD-glicirrizina (Figura 4B) e RBD-quercetina (Figura 4C) flutuaram quase de maneira semelhante, com pequenas
variagBes. Os residuos LEU200, ALA202, LYS219, ASN218, PHE223 do complexo RBD-glicirrizina foi identificado no
gréfico devido a sua flutuagfo de 7.13, 8.73, 7.93, 6.06, 6.37 A, isso é possivel devido & sua interacdo de hidrogénio visto na
Figura 3C, assim confirmando os achados da analise de intera¢des de residuos. Enquanto na Figura 4C nota-se 0 maior pico de
flutuagio referente ao residuo ASN218 com uma flutuagio de 7.06 A, assim também confirmando a ligacdo de hidrogénio

vista no diagrama da Figura 3D.
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Figura 4: Graficos da analise de dinamica molecular entre os ligantes glicirrizina e quercetina e a estrutura de RBD. (A)
Gréafico RMSD das simulagdes dos complexos. (B) Grafico RMSF do complexo RBD-glicirrizina. (B) Grafico RMSF do

complexo RBD-quercetina.
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Fonte: Autores.

Desde o surto do novo coronavirus em dezembro de 2019, o virus causou uma séria ameaca a salide em todo 0 mundo
em um ritmo acelerado. A morbidade e a mortalidade estdo aumentando devido a falta de medicamentos especificos para
SARS-CoV-2 e pela agressividade das variantes. Mutagdes relatadas do virus SARS-CoV-2 também séo o principal desafio
que afeta a eficécia das vacinas. Sob esta circunstancia, a descoberta de pequenas moléculas inibidoras de RBD pode ser outra
abordagem critica para proteger o publico da infeccdo viral em vez de usar vacinas. A estruturas naturais utilizadas neste
estudo apresentaram eficécia, e pode-se notar que compostos fitoquimicos tém menos efeitos colaterais no corpo humano, por
isso sdo mais facilmente aceitos pelas pessoas, podendo ser considerados como uma perspectiva no combate ao COVID-19
(Zhang et al., 2021).

As plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas em todo 0 mundo, ganhando cada vez mais popularidade na
sociedade moderna como alternativas naturais para medicamentos sintéticos e oferecendo grande potencial como novos
antivirais, estudos que investigaram o perfil quimico e a composicdo de plantas medicinais revelam a complexidade e

variedade de compostos, contribuindo para os diversos usos das plantas no tratamento de inimeras doengas, incluindo doengas
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com risco de vida, como doencas virais e cancer (Mehrbod et al., 2020)

Entre varios produtos naturais polifendlicos, a quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona) apresentou um 6timo
resultado na simulag&o in silico do docking molecular, esta molécula é um flavondide encontrado abundantemente em frutas e
vegetais com diversas propriedades farmacologicas e terapéuticas, desempenhando um papel importante na protecdo contra
varias doencas, em virtude do seu potencial antioxidante (Batiha et al., 2020); anti-inflamatorio, antiviral, antibacterianos e
anticancerigeno (Gansukh et al., 2016; Mehrbod et al,. 2020).

Os flavonoides demonstram ser potencialmente benéficos na terapia antiviral viral, podendo ser usados diretamente
como medicamentos ou serem sintetizados para a producédo de novos farmacos (Badshah et al., 2021).

Existe uma enorme quantidade de literatura que apoia as propriedades antiviral da quercetina. Em estudos in vivo, a
quercetina demonstrou uma atividade antiviral dose-dependente contra os virus herpes simplex, HSV-1 e HSV-2, em células
culturas (Lyu et al., 2005; Lee et al., 2017). Vérios estudos independentes in vitro demonstraram que ela é capaz de inibir a
replicacdo de varios virus respiratdrios, como virus influenza (Mehrbod et al., 2018), rinovirus (Dimova et al., 2003) e também
0 virus da sindrome SARS (Di Pierro et al., 2021; Russo et al., 2020; Saakre et al., 2021).

Com a pandemia de COVID-19, flavonoides como a quercetina atrairam interesse dos cientistas sendo eles agentes
promissores contra a infeccdo por SARS-CoV. Em um estudo de Glinksy e colaboradores (2020), sugere a eficacia da
quercetina ndo apenas contra 0 SARS-CoV, mas também o SARS-CoV-2 possibilitando resultados que podem servir como
base para o desenvolvimento de possiveis inibidores da infec¢do por SARS-CoV-2.

Nesse cenario, a quercetina e suas propriedades antivirais podem servir de contribui¢cdo para o tratamento da COVID-
19, devido sua capacidade de inibir proteinas impedindo a infec¢do do virus. Por outro lado, a glicirrizina também apresentou
um 6timo resultado na estrutura RBD da proteina spike do SARS-CoV-2, variante 6micron. A glicirrizina ja foi evidenciada
devido a sua forte agéo antiviral. E mencionado que ela pode estimular acdo antiviral contra o virus HIV-1 e 0 HSV1. Além de
apresentar uma agradavel interagdo com a mais importante protease viral Mpro do coronavirus, associado a uma menor energia
de ligacéo, propiciando a comunicacéo entre o ligante e o receptor (Oliveira, 2020).

O efeito anti-SARS relacionado ao Coronavirus foi observado in vitro, nas fases preliminares do ciclo de replicacéo.
O componente mais relevante que exerce influéncia sobre organismos vivos da Glycyrrhiza, a Glicirrizina, foi comprovado por
relaciona-se diretamente com ECA2, indicando que a Glicirrizina tem potencial efeito terapéutico contra a COVID-19 (Silva,
2022). No entanto, ainda nao foram visualizados estudos que mostrem a eficacia desta molécula natural na regido RBD da

proteina spike do virus.

4. Consideracdes Finais

O presente estudo mostra que as moléculas naturais glicirrizina e quercetina podem atuar ligando-se a regido RBD da
proteina S — regido de extrema importancia para a entrada do virus na célula. A estrutura de RBD foi modelada a partir do
genoma da variante 6micron do SARS-CoV-2 encontrado no Brasil no ano de 2022, essa estrutura Unica e inexistente em
banco de dados poderé ser til para outras pesquisas.

Este trabalho pode colaborar com estudos futuros para avaliar 0 mecanismo de acdo desses medicamentos contra o
SARS-CoV-2, ressaltando a importancia desses estudos no uso de moléculas naturais, uma vez que tais moléculas podem ser
utilizadas como base para esses estudos e o conhecimento de possiveis mecanismos de acdo em nivel molecular é de extrema
importancia.

Além disso, aplicagdes de técnicas computacionais como triagem virtual, docking molecular e dindmica molecular,
demostraram grande potencial de descobertas neste trabalho. Estas areas podem contribuir na busca de farmacos de forma

precisa, colaborando antes mesmo de realizar estudos in vitro e in vivo. O docking molecular possibilita a identificacdo de
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substancias que apresentam uma boa interacdo molecular ou ndo, com determinados alvos escolhidos, proporcionado uma
redugdo no numero de animais utilizados em pesquisas experimentais com substancias ineficazes que nao apresentam efeito
biolégico.

O estudo in silico é baseado em simulag@es computacionais, esses métodos como docking molecular e dinamica, nao
substituem os testes experimentais, ficam limitados a triagem virtual de substancias que podem ou ndo apresentar potencial
terapéutico. Sendo importantes auxiliares e otimizadores no processo de desenvolvimento de novos farmacos. Assim, técnicas
moleculares sdo necessarias para confirmar as atividades de interacdo vistas nestes estudos sendo perspectivas futuros desta

pesquisa.
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