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RESUMO

0 virus SARS-CoV2 possui alta transmissibilidade,
onde tem-se os cirurgides-dentistas como grupo
de risco. Autoridades sanitarias propuseram uso de
colutérios anterior aos procedimentos a fim de pre-
venir a contaminacdo. Porém, estes nao sdo capa-
zes de diminuir a carga salivar viral. Assim, o obje-
tivo deste estudo foi avaliar, in silico, o potencial de
compostos da espécie vegetal Schinopsis brasilien-
sis frente ao SARS-CoV-2. Os resultados mostraram
que, os compostos Schinopsona B, Alfa-amirina e
Acido clorogénico apresentaram afinidade de liga-
¢do com as proteinas virais, além de baixa toxicida-
de, sendo promissores para novas pesquisas e pos-
terior desenvolvimento de solugdo oral antisséptica
contra a COVID-19.
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ABSTRACT

The SARS-CoV2 virus is highly transmissible and dental surgeons are a risk group. Health authorities
have proposed the use of mouthwash before procedures in order to prevent contamination. However,
these are not able to reduce the salivary viral load. Thus, the aim of this study was to evaluate, in
silico, the potential of compounds from Schinopsis brasiliensis plant species against SARS-CoV-2.
The results showed that the compounds Schinopsona B, alpha-amyrin and chlorogenic acid showed
binding affinity with viral proteins, besides low toxicity, being promising for further research and de-
velopment of antiseptic oral solution against COVID-19.
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RESUMEN

El virus SARS-CoV?2 es altamente transmisible y los cirujanos dentales constituyen un grupo de ries-
go. Las autoridades sanitarias han propuesto el uso de enjuagues bucales antes de los procedimien-
tos para evitar la contaminacién. Sin embargo, éstos no son capaces de reducir la carga viral salival.
Asi pues, el objetivo de este estudio era evaluar, in silico, el potencial de los compuestos de la especie
vegetal Schinopsis brasiliensis contra el SARS-CoV-2. Los resultados mostraron que los compuestos
Schinopsona B, alfa-amirina y acido clorogénico mostraron afinidad de unién con proteinas virales,
ademés de baja toxicidad, siendo prometedores para futuras investigaciones y posterior desarrollo de
solucién oral antiséptica contra COVID-19.

PALABRAS CLAVE
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1INTRODUGAO

0 virus SARS-CoV-2, conhecido como COVID-19, responsavel pela sindrome respiratéria aguda
grave, se tornou uma extrema ameaga a salde publica por ter se disseminado mundialmente em
alta proporgdo (HU et al., 2021). Sendo declarada pela Organizagdo Mundial de Satde, em 2020,
como uma pandemia global. Na qual foi a causa de mais de 5.65 milhdes de morte em todo o mundo
até janeiro de 2022 (OMS, 2022).

Devido a sua alta transmissibilidade, a qual se da pela inalacdo de goticulas ou aerosséis de saliva
contaminada, os cirurgides-dentistas e todos os profissionais de satde bucal, configuram um grupo
de alto risco para o contédgio (EPSTEIN et al, 2021). Pois, a geracdo de aerosséis é comum na préatica
clinica odontoldgica, e as glandulas salivares juntamente com a saliva sdo o principal reservatério do
virus (PEDROSA et al, 2020).

Para isso, autoridades sanitarias propuseram o uso de colutérios, como peréxido de hidrogénio e
gluconato de clorexidina, para bochechos no pré-atendimento odontolégico (FRANCO et al., 2020).
Entretanto, ndo ha evidéncias cientificas de que eles impactem na redugdo da carga viral de forma
imediata (KAMPF et al., 2020).

A planta medicinal Schinopsis brasiliensis, levando em consideragdo a necessidade do desenvol-
vimento de uma nova solucdo oral com capacidade de diminuir a carga viral salivar do SARS-CoV-2,
pode ser uma alternativa para uso (LINHARES et al., 2022). Essa espécie vegetal ja é utilizada pela
populacdo para combater enfermidades, como dor, inflamacao, gripe, diarreia e na antissepsia de fe-
ridas superficiais e micoses (AGRA et al., 2007; FERREIRA JUNIOR et al, 2011; SARAIVA et al., 2011,
SETTE-DE-SOUZA et al., 2020a; SETTE-DE-SOUZA et al., 2020b).

Além de conter em sua composi¢do compostos bioativos, como flavonoides, polifendis, taninos e sa-
poninas (FERNANDES et al., 2015; THIAGO et al., 2015; SOUZA SANTOS et al., 2017, SETTE-DE-SOUZA
et al., 2021a). Desse modo, este estudo buscou realizar uma bioprospeccao, com anélise in silico, para
testar a aptiddo dos compostos presentes na Schinopsis brasiliensis no combate ao SARS-CoV-2.

2 METODO

2.10BTENGAO DAS ESTRUTURAS

Os compostos identificados da S. brasiliensis foram obtidos a partir da biblioteca de estruturas
quimicas da NCBI® (PubChem, RRID:SCR_004284). Os arquivos foram adquiridos em formato 3D SDF
(formato MDL MOL) e convertidos por meio do Open Babel© (RRID:SCR_014920) em arquivos de
formato Protein Data Bank (PDB). As proteinas do SARS-CoV-2, extraidas da espécie Homo sapiens:
Main Protease - Mpro (6LU7, 6Y2E, 6Y84, 6YB7) e glicoproteina Spike (6LVN, 6VSB, 6VXX, 6VYB) foram
utilizadas como alvo molecular.
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2.2 PREPARACAO DOS RECEPTORES E DOS LIGANTES

Os arquivos das estruturas virais e de todos os compostos presentes na S. brasiliensis; incluindo os
que ja apresentaram atividade antimicrobiana, antioxidante, antifiingica, antinociceptiva e anti-infla-
matoria; foram submetidos a um pré-processamento. Para tanto, utilizou-se o software AutoDock®©
(RRID:SCR_012746) para a retirada de cadeias repetidas, adicdo de moléculas de hidrogénio polares,
adi¢do de cargas de todos os &tomos presentes na estrutura proteica e salvamento, a posteriori, do
arquivo no formato PDBQT. O ligante (compostos) foi convertido para formato PDBQT. O célculo do
espaco tridimensional de procura englobou toda a zona catalitica da molécula, sendo as coordenadas
X, Y, Z ajustadas para 40*40%40, dependente do tamanho da molécula em questdo (SETTE-DE-SOUZA
etal, 2021b; SETTE-DE-SOUZA et al., 2021c).

2.3 DOCKING MOLECULAR

A fim de verificar a afinidade entre as proteinas virais e 0os compostos ligantes, o processo de
docking molecular foi realizado no software AutoDock Vina® (RRID:SCR_011958). O qual é uma
ferramenta computacional padrdo no desenvolvimento de farmacos e em trabalhos de triagem
virtual que busquem encontrar novas biomoléculas ativas, a partir de um algoritmo de busca em
que a conformagdo do ligante é testada recursivamente até que se alcance a energia minima da
convergéncia. Assim, o resultado foi registrado como a variacdo da energia de ligacdo (G - kcal/mol)
e denotou a interacdo entre a protefna e o composto. Sendo, a G menos negativa indicativo de uma
conformacao favoravel e forte ligacdo entre o ligante e a estrutura proteica (SETTE-DE-SOUZA et al.,
2021b; SETTE-DE-SOUZA et al., 2021c).

2.4 TRIAGEM FARMACOCINETICA

A fim de avaliar se os compostos obedeciam as prerrogativas estabelecidas pela regra dos 5 de Li-
pinski (LIPINSKI et al., 1997), foi realizada uma triagem farmacocinética por meio do software Molins-
piration©. Os resultados foram registrados a partir dos valores obtidos para o coeficiente de parti¢do
octanol/agua (miLogP), area de superficie polar molecular (TPSA), volume molecular (MW), nimero
de hidrogénios receptores (nON), niimero de hidrogénios doadores (nONHN), bem como o nimero das
violagdes da prépria regra de Lipinski (nviolations).

Para a analise de hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade e cito-
toxicidade, foi utilizado o software ProToX2®©. No qual também se caracterizou os compostos quanto
as suas respectivas classes de toxicidade, a partir dos valores da dose letal mediana (LD50). As clas-
ses podem variar entre classe 1, fatal se ingerido fatal se ingerido (LD50 < 5); 2, fatal se ingerido (5 <
LD50 < 50); 3, téxico se ingerido (50 < LD50 < 300); 4, nocivo se ingerido (300 < LD50 < 2000); 5, pode
ser nocivo se ingerido (2000 < LD50 < 5000); 6, ndo téxico (LD50 > 5000) (BANERJEE et al., 2018).
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2.5 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa ndo necessitou de apreciacdo ética do Comité de Etica em Pesquisa por ndo envol-
ver diretamente animais humanos ou qualquer tipo de material bioldgico.

3 RESULTADOS

Dos 90 compostos identificados na planta e avaliados no software AutoDock Vina, quanto a va-
riagdo da energia de ligagdo com as proteinas do virus Main Protease - Mpro (6LU7) e glicoproteina
Spike (6VYB), cinco deles apresentaram uma alta afinidade, caracterizando resultado promissor, e 0s
elegendo para as préximas fases da pesquisa (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado do Docking Molecular para variagdo da energia de ligagdo dos compostos da S.
brasiliensis com as proteinas do virus SARS-CoV-2

Composto Formula 6LU7 6VYB
molecular (-kecal/mol)  (-kcal/mol)
Schinopsona B * C,,H,,0, -8.3 -7.7
Etil-O--D-(6-0-galoil)-glucopiranosideo C,H,0, -8.3 -6.8
Quercetina galoil pentosideo C,H,,0, -8.1 -8.4
alpha-Amirina * C,,H.,0 -8.1 -7.9
Quercetina-0-(0-galoil)-hexosida C,.H,,0, -8.0 -8.7
Corilagin C,H,,0, -8.0 -8.5
Schinopsona A C,.,H,0, -7.8 -8.0
Reinoutrina C,H,s0,, -7.8 -7.5
5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol * C,H,.0, -7.8 74
Acido galico * C,H,,0, -7.6 -7.7
Acido clorogénico * C,H,.0, 71 7.7
Quercetina C15H1007 -71 -7.5
Acido elagico C,H.O, 71 6.5
beta-Amirina C,,H.,0 -7.0 -7.8
Isoquercetina C,H,0, -6.9 -7.0
Daucosterol C,.H,0, -6.8 -7.5
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Férmula 6LU7 6VYB

Composto molecular (-kcal/mol)  (-kcal/mol)
9,19-ciclolanostan-3-ol-24-metileno C,,H., -6.8 -6.7
Catequina C,H,.0, -6.6 -7.5
Globulol C,.H,.0 -6.4 -6.1
-sitosterol C,H. .0 -6.1 -6.0
Aromadendrene C.H,, -5.8 -7.2
-humuleno C.H,, -5.8 -6.2
Estigmasterol C,,H,.0 -5.7 -6.6
Cycloartenol C,,H.,,0 -5.6 -7.5
Ledene C.H,, -5.6 -7.0
Estigmast-4-en-3-ona C,,H,:0 -5.6 -6.0
beta-Cariofileno C.H,, -5.4 -6.8
Megastigmene C,H,.0, 5.4 6.2
Benzil 2,3-dihidroxipropanoato C,H.,0, -5.3 -6.3
Acido Quinico C,H,,0, -5.3 -5.3
Acido 4-hidroxibenzéico C,H,0, -5.3 -4.9
3,5’-Di-Isopentenil-4,2 ‘, &-Tri-Hidroxichalcona C,H,.0, -5.2 -6.4
Eucaliptol C,H,0 -5.1 -5.9
Terpinen-4-ol C,H,0 -5.1 -5.6
Guaiol C,.H,.0 -5.0 -6.6
Acetato de alfa-tocoferol C,H.,0, -5.0 -6.6
Acido fumarilacetoacetico C,H,0, -5.0 -5.2
beta-Elemen C.H,, -4.9 -6.3
-pineno C,oHye -4.9 -5.7
Metilgalato C,H,0, -4.9 -5.1
2-hidroxi-4-metoxifenol-1- O - -D- (6™- O- galoil) C,H,0, -4.9 -4.9

-glucopiranosideo

Acido 3,5-dihidroxibenzoico C,H.,0, -4.8 -6.5
5,6,7,8,3 °, &’-hexa hidroxi-flavonol CH.0, -4.7 -5.8
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Féormula 6LU7 6VYB

Composto molecular (-kcal/mol)  (-keal/mol)
Silvestreno C,Hy -4.7 -5.7
Acido Tetradecandico C,H,0, -4.7 -3.9
-eudesmol C,H,.0 -4.6 -6.1
Acido 3-met6xi-4-hidroxibenzéico C,H,0, -4.5 -4.8
Terpineol C,H,0 b4 -5.4
4-metoxifenol C,H,O, -4.3 -4.6
3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeido C,H,,0, -4.2 -5.2
3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido C,HO, 4.2 -4.7
Estragol C,H,,0 -4.0 -4.7
Acido 2-hidroxietanéico C,H,0, -3.9 -3.8
Acido tetracosanéico C,H,0, -3.9 -3.6
Heptanoato de butila C,H,,0, -3.8 -4.6
Esqualeno C,.H,, -3.8 -4.5
Acido 2-hidroxipropanéico C,H,0, -3.8 4.1
Oleato de estigmasterol C,,H,,0, -3.7 -5.1
Metil 6-Eicosanil-2-Hidroxi-4-Metoxibenzoato C,H..0, -3.7 -4.3
Linalool C,H,.0 -3.6 -5.2
Acido butanodiéico C,H,0, -3.6 -3.8
Oleato de -sitosterol C,,H,,0, -3.5 -4.3
Acido pentadecanoico C,H,.0, -35 -3.5
Acido (E)-eicos-11-enéico C,,H,,0, 3.4 3.2
Mirceno CoHe -3.3 -4.6
Acido heptadecanoico C,H.0, -3.3 -3.9
(9Z, 122) octadeca-9,12-diendico acido CH.,0, -3.2 4.3
Acido Docosanéico C,H,.0, -3.2 -3.9
Acido 3-Hidroxipropiénico C,H,0, -3.2 -3.5
Metil octadeca-9,12-dienoato C,H..0, -3.2 -3.2
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Composto Formula 6LU7 6VYB

molecular (-kcal/mol)  (-kcal/mol)
Tricosanoato de metila C,.H.0, -3.2 -3.1
Acido (Z) -octadec-9-endico C,H,:0, -3.0 -4.5
18-metilnonadecanoato de metila C,H,.0, -3.0 -3.8
Acido octadecanoico C,H.0, -3.0 -3.3
Acido hexadecanoico C,.H.,0, -3.0 2.9
Tetracosanol C,H.0 -3.0 -2.5
Acido nonadecanoico C,H..0, -2.9 -3.6
Docosanoato de metila C,,H,0, -2.9 -3.6
Acido (Z) -dodec-5-enéico C,H,,0, 2.9 3.4
Acido henicosanéico C,H,,0, -2.8 -3.5
Acido linolénico C,H.,0, 2.8 -35
Hexadecanoato de metila C,H,.0, -2.8 -3.0
Heptadecanoato de metila C,H..0, -2.6 -3.2
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato de etila C,.H,,0, -2.5 -3.7
6,9-octadecadienoato de metila C,H..0, -2.5 -3.6
Acido (2)-eicosa-11-endico C,.H..0, 2.4 -4.5
Octadecanoato de metila C,H..0, -2.4 -3.8
Tetradecanoato de metila C,H,.0, 2.4 -3.7
Acido pentacosanéico C,H. 0, -2.3 -3.7
Acido 2,3,4-trimetéximandélico C,,H,,0,Si, [Si] [Si]

*: compostos que apresentaram os resultados mais expressivos.
Fonte: Autores.

Para a triagem farmacocinética, foi realizada a caracterizagdo dos cinco compostos eleitos na
fase do docking molecular, Schinopsona B, Alfa-Amirina, 5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol, Acido
galico e Acido clorogénico, quanto a boa biodisponibilidade. O teste com a Regra dos 5 de Lipinski
demonstrou apenas uma violagcdo para todos eles (Tabela 2). Considerando que a regra estabelece
que para uma molécula ser considerada um bom farmaco deve apresentar valores para quatro para-
metros dos cinco, sdo eles, log P maior ouigual a 5, massa molecular menor ou igual a 500, aceptores
de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacdo de hidrogénio menor ouigual a 5;
assim, o composto pode ter apenas uma violagdo (SOUZA-SANTOS et al., 2018).
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Tabela 2 - Teste com a Regra dos 5 de Lipinski para os compostos da S. brasiliensis

Composto Mw HBA HBD logP Violagdes
Schinopsona B 526.50 9 5 4.91 1
Alfa-Amirina 426.73 1 1 8.08 1
5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol 428.66 3 1 6.71 1
Acido gélico 424.45 5 1 6.32 1
Acido clorogénico 354.31 9 6 -0.45 1

MW: peso molecular; HBA: nimero de receptores de ligagdo de hidrogénio; HBD: nlimero de doadores
de ligagdes de hidrogénio; logP: coeficiente de partigdo.
Fonte: Autores.

Em termos de toxicidade, foram tidos como pouco téxicos em relacdo a classe de toxicidade oral
aguda para ndo ingestdo da substancia, variando entre 4, 5 e 6. Onde a classe 4 refere-se a um com-
posto nocivo se ingerido; 5, pode ser nocivo se ingerido; e 6, ndo téxico. Quanto ao perfil hepatotéxico
e citotéxico demonstraram inatividade; alternando entre carcinogenicidade, imunotoxicidade e po-
tencial mutagenico (Quadro 1).

Quadro 1 - Teste de toxicidade para os compostos da S. brasiliensis

Composto Classe HPT CCN IMU MTG CYyTt
Schinopsona B 4 Inativo Inativo  Ativo  Inativo Inativo
Alfa-Amirina 6 Inativo Inativo  Ativo  Inativo Inativo
5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol 5 Inativo Inativo  Ativo Ativo  Inativo
Acido gélico 5 Inativo  Ativo  Inativo Inativo Inativo
Acido clorogénico 5 Inativo Inativo  Ativo  Inativo Inativo

HPT: hepatotoxicidade; CCN: carcinogenicidade; IMU: imunotoxicidade; MTG: mutagenicidade; CYT:
citotoxicidade.
Fonte: Autores.

4 DISCUSSAD

Neste estudo, pdde-se comprovar, por analise in silicoe docking molecular, que cinco compostos apre-
sentaram excelente afinidade de ligagdo com as proteinas Main Protease (Mpro) e glicoproteina Spike do
SARS-CoV-2. S3o eles: Schinopsona B, Alfa-amirina, 5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol, Acido galico e
Acido clorogénico. Tendo Schinopsona B, Alfa-amirina e Acido clorogénico demonstrado um menor po-
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tencial téxico, apenas imunotéxico, nos testes de triagem farmacocinética. Baseado nesses resultados, o
objetivo de desenvolver um colutério oral com o emprego dos compostos é considerado vidvel.

O virus SARS-CoV-2 possui uma alta predile¢do do virus pelo trato respiratério superior, o que
inclui a area de atuagdo do cirurgido-dentista, as células epiteliais da cavidade bucal e dos ductos
das glandulas salivares sdo ricas em ACE2, logo estes sdo extremamente susceptiveis a infecg¢ao pelo
SARS-CoV-2 (PENG et al., 2020; XU et al., 2020).

Dessa forma, a prevencgdo e reducdo do contdgio durante as préticas odontoldgicas é imprescin-
divel. Dentre as medidas de controle, estd o bochecho de peréxido de hidrogénio ou gluconato de
clorexidina, anterior ao atendimento, a fim de reduzir a carga viral salivar (FRANCO et al.,, 2020).
Porém, estudos ja demonstraram que, essas duas soluges tém pouco ou nenhum efeito contra o
SARS-CoV-2 (KAMPF et al., 2020; VERGARA-BUENAVENTURA; CASTRO-RUIZ, 2020).

Em contrapartida, um enxaguante oral com etanol e compostos ativos, como eucaliptol, men-
tol, salicilato de metila e timol, demonstrou reducao significativa na atividade do virus (MEISTER
et al., 2020). O que fortalece a eficécia dos 6leos essenciais extraidos de plantas que apresentam
compostos bioativos em sua composicdo. Assim, a espécie vegetal Schinopsis brasiliensis pode ser
considerada uma alternativa para o desenvolvimento de uma nova solugdo oral, uma vez que, em sua
constituicdo pode-se encontrar diversos compostos fitoquimicos com atividade no organismo huma-
no (FERNANDES et al., 2015; THIAGO et al., 2015; SOUZA SANTOS et al., 2017).

O composto Schinopsona B, um dimero de chalcona contendo cliclohexeno, foi isolado no extrato
ativo da S. brasiliensis, apresentando interacdo com alvos anti-inflamatérios, como COX-1, COX-2 e
LOX (MOREIRA et al., 2022). Alfa-amirina, um triterpenéide, produziu reducao de leucécitos e supres-
sdo da infiltragdo de neutréfilos em um quadro inflamatério estudado; além de possuir atividades
comprovadas como agente antioxidante, antipruriginoso, gastroprotetor, antinociceptivo, hepatopro-
tetor e antiproliferativo (OKOYE ef al., 2014; MIRUNALINI ef al., 2016).

0 Acido clorogénico, por sua vez, é um polifenol com atividades terapéuticas, como antioxidante,
antibacteriana, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, anti-pirética, neuroprotetora, cardioprotetora e
anti-hipertensiva; dispondo de potencial antiviral para HSV1, HSV2, adenovirus e, por método in sili-
co, para o virus Ebola (NAVEED et al., 2018).

Apesar dos resultados promissores da pesquisa, vale salientar que foram produtos de analises in
silico, o que é uma limitacdo do trabalho. Ainda assim, as perspectivas futuras devem apontar para a
manipulacdo dos compostos estudados em uma formulagéo quimica que possibilite alta substantivi-
dade a fim de permanecer o maior periodo em contato com a mucosa oral, levando em conta que néo
possuem toxicidade elevada. O que pode vir a colaborar com um posterior desenvolvimento de uma
solucdo oral capaz de reduzir a carga salivar viral, sendo eficiente na prética clinica odontolégica.

Assim, pode-se considerar que, ao possuir atividades biolégicas comprovadas, afinidade de liga-
¢do com o SARS-CoV-2 e pouco potencial téxico, esses trés compostos devem ser estudados quanto
aos seus mecanismos de agdo em interagdo com o virus. Para que, assim, possa se estabelecer a sua
utilizagdo na concepgdo de uma solugdo oral com propriedade antiviral, seguranca para aplicagdo no
epitélio e sem efeito sobre a flora microbiana oral normal.
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5 CONCLUSAD

Neste estudo de bioprospeccédo, pdde-se concluir que, os compostos Schinopsona B, Alfa-ami-
rina, 5,8-epidioxyergosta-6,22-dien-3--ol, Acido gélico e Acido clorogénico possuiram afinidade
de ligacdo com as protefnas do virus SARS-CoV-2. Em que, Schinopsona B, Alfa-amirina e Acido
clorogénico apresentaram menor potencial téxico, apenas imunotéxico, sendo promissores candi-
datos para pesquisas in vitro e in vivo para posterior desenvolvimento de solugdo oral antisséptica
no combate a COVID-19.
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