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Introducéo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou seis emergéncias globais de saude
publica devido a epidemias de virus entre 2009 e 2020, incluindo duas causadas pelo virus
Ebola (EBOV) (Brasil, 2023; Abdul-Rahman, 2013). Este virus de RNA negativo, de fita
simples, ¢ membro da familia Filoviridae e causa a febre hemorragica fatal em humanos,
representando um dos piores e mais assustadores perigos para a saude publica, resultando em
um numero significativo de mortes (Adams et al., 2022).

A origem precisa do EBOV continua sendo enigmatica para muitos estudiosos. Sabe-se
que o virus é transmitido principalmente por mamiferos como morcegos, porcos-espinhos e
primatas ndo humanos (como macacos, gorilas e chimpanzés) (Gonzalez; Macgregor-Skinner,
2023). O primeiro surto de Ebola ocorreu em 1976 na Republica Democréatica do Congo,
préximo ao rio Ebola, dando origem ao nome da doenca (Rajak et al., 2015; OMS, 2021).

Com um periodo de incubacgdo de 2 a 21 dias e periodo infeccioso variando de 4 a 10
dias, o virus Ebola pode danificar diversas células, como hepatécitos, células endoteliais,
monacitos, macrofagos e células dendriticas, afetando principalmente as Gltimas (Raoufi et al.,
2022). Esta infeccdo pode comprometer a resposta imunoldgica eficaz, levando & morte em
muitos casos (NISAR et al., 2020).

Embora a comunidade cientifica tenha implementado medidas como tratamento de
pacientes, isolamento de casos e quarentena para conter a propagacao da doenca, 0 nimero de
vacinas ou medicamentos com resposta totalmente eficaz contra o EBOV ainda € bastante
reduzido, visto que desenvolvimento desses recursos demanda de um tempo significativo de

pesquisa (Aquino et al., 2020).
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Uma alternativa promissora para acelerar a descoberta de potenciais farmacos contra o
EBOV é a utilizacdo da ancora molecular para analisar possiveis proteinas interativas presentes
no sistema bioldgico do virus. Isso pode revelar alvos quimioterapicos potenciais (CORONA
etal., 2023).

A pesquisa em questdo € motivada pela urgente necessidade de encontrar solugdes
eficazes para o tratamento da Doenca do Virus Ebola (DVE). Diante desse desafio, 0s
compostos naturais surgem como uma fonte rica e diversificada de moléculas com potencial
terapéutico (Das; Sharangi, 2017; Das et al.,2020). Entre esses compostos, a Catharanthus
roseus, conhecida popularmente como vinca résea, destaca-se por seus metabdlitos secundarios,
especialmente os alcaloides, que demonstraram atividades farmacoldgicas diversas em estudos
prévios, incluindo propriedades anticancerigenas e antiglicémicas (Taher et al., 2019).

Dentre esses alcaloides, a vinblastina e a vincristina mostraram potencial como
inibidores de proteases virais em estudos preliminares (Jebamalar et al., 2019; Vieira et al.,
2020). Assim, a proposta de investigar os compostos da Catharanthus roseus como possiveis
inibidores enzimaticos do virus Ebola apresenta uma oportunidade promissora para o
desenvolvimento de terapias antivirais (Souza et al., 2021).

O genoma do virus Ebola compreende varias proteinas, incluindo a grande proteina
polimerase (L) e a proteina cofator viral 35 (VP35), que desempenham um replicante na sintese
de RNA viral (Glanzer et al.,, 2016). Devido a sua conservacdo, Basler et al. (2019)
consideraram o complexo polimerase L-VP35 um alvo promissor para o estudo de drogas
antivirais.

Diante do exposto, 0 escopo deste estudo visou a realizacdo de anélises in silico,
utilizando o processo de Ancoragem Molecular, para avaliar a atividade inibitéria enzimatica
dos metabdlitos secundarios da Catharanthus roseus em relacéo as proteinas cofator viral 35
(VP35). Espera-se que esses estudos contribuam para a identificacdo de novos inibidores que

possam ser desenvolvidos como potenciais tratamentos para a Doenca do Virus Ebola.

Material e Métodos
Nesta etapa inicial do estudo, foram conduzidas operagdes in silico de ancoragem

molecular com o propdsito de serem identificados potenciais inibidores enzimaticos derivados
da planta C. roseus para a proteina cofator VP35 do virus Ebola. Para isso, foram realizadas
simulag¢fes de modelagem molecular para a VP35 do EBOV, empregando diversos ligantes.
As moléculas investigadas foram: alstonine, vinervine, catharanthine, lochnerine,
perivine, venalstonine e tabersonine. A Figura 1 ilustra as estruturas tridimensionais dessas

moléculas.



~n 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x v 30 05 a 08 de novembro de 2024
N Salvador - BA

Figura 1 - Representacdes em 3D das estruturas dos alcaloides derivados da C. roseus analisados neste estudo.

Alstonine Vinervine Perivine Catharanthine

Lochnerine Tabersonine

Fonte: Este trabalho

Além disso, os resultados das simula¢es destacaram os ligantes alstonine e vinervine
como 0s mais promissores, exibindo estabilidade e eficacia inibitdria em relagdo a proteina
VP35. Adicionalmente, foram discutidos os achados das predicdes ADMET, fornecendo

insights cruciais sobre a farmacocinética, biodisponibilidade e toxicidade dos ligantes.

Resultados e Discussao

A. Anaélise dos complexos proteina-ligante

Por meio da ancoragem molecular, foram calculadas as energias de Gibbs de ligacao
(AGiigagao) € as constantes de inibicdo enzimética (Ki) para os sistemas formados pelos derivados
da planta C. roseus e a proteina VP35.

Uma menor AGiigagio indica maior estabilidade do complexo formado, enquanto uma
constante de inibicdo enzimatica baixa sugere uma barreira energética reduzida, facilitando a
formacdo do complexo enzimético. Segundo a literatura (Aradjo et al., 2019; Souza et al.,
2021), valores de energia proximos a -8 kcal - mol™ sdo considerados como aceitaveis para
atividade inibitoria.

Dos oito ligantes investigados, apenas alstonine e vinervine demonstraram estabilidade

razoavel, com AGiigagio de -8,00 kcal - mol™ e -7,80 kcal - mol™, respectivamente.
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Tabela 1- Constante de inibi¢do (K)) e energia de ligagdo (AGiu) Obtidas na ancoragem molecular dos derivados

da C. roseus e a VP35.

Ligantes AGiigagio (keal - mol?)  Ki (mol - L?)
alstonine -8,00 1,37 x 10
vinervine -7,80 1,91 x 10
catharanthine | -7,41 3,72 x10®
lochnerine -7,33 4,26 x 106
perivine -7,14 5,85 x 108
venalstonine | -7,11 6,14 x 106
tabersonine | -6,93 8,26 x 106
coronaridine | -6,82 10,01 x 106

Fonte: Este trabalho

A andlise das constantes de inibigdo enzimatica revelou que tanto a alstonine quanto a

vinervine apresentaram boa afinidade pelo sitio ativo da enzima VP35, com valores de 1,37 x

10% mol - L e 1,91 x 10® mol - L, respectivamente. Isso sugere um potencial inibitorio

promissor desses compostos. Além disso, a investigacdo das interacdes no complexo ligante-

proteina é crucial para compreender como ocorre a inibi¢do enzimatica. As figuras apresentadas

mostram onde os ligantes se ancoram na proteina e as interacdes especificas entre eles,

fornecendo insights sobre o mecanismo de inibicdo da VP35 do virus Ebola pelos ligantes

estudados.

Figura 2 - Estrutura da VP35 (Cadeia A: Estrutura em verde; cadeia B: Estrutura em azul) e ligante alstonine

(laranja) ancorado na regido do sitio ativo da VP35.

Fonte: Este trabalho
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Figura 3 - Estrutura da VP35 (Cadeia A: Estrutura em verde; cadeia B: Estrutura em azul) e ligante vinervine
(laranja) ancorado na regido do sitio ativo da VP35.

Fonte: Este trabalho

Na tabela 2, sdo apresentados os resultados dos diagramas de LigPlot+ das interagdes
entre ambas as substancias. A andlise revela que tanto a alstonine quanto a vinervine exibem
um namero padrdo de interag¢6es hidrofobicas.

Tabela 2 - Intera¢des hidrofobicas e de hidrogénio dos sistemas complexos mais estaveis da C. roseus e a protease
VP35.

Tipo de Interacao

Ligante Hidrofdbica Hidrogénio

alstonine Phe235, Ala306, Arg305, GIn308, Lys309 |  ----------

vinervine | Leu232, Pro233, 11e340, Ala238, Phe239, Thr237 Ala306

Fonte: Este trabalho

A alstonine interage com cinco residuos de aminoacidos (Phe235, Ala306, Arg305,
GIn308, Lys309), enquanto a vinervine interage com seis residuos (Leu232, Pro233, 11340,
Ala238, Phe239, Thr237), incluindo uma interacdo de hidrogénio com Ala306. Embora a
alstonine tenha menos interac6es hidrofobicas (5) em comparagdo com a vinervine (6) e ndo
demonstre interacdes de hidrogénio (0), a vinervine mostra maior estabilidade no complexo
formado, contribuindo para a reducdo do AG do sistema. Além disso, a formagdo do complexo
alstonina - VP35 apresenta padrGes de interacdo hidrofobica semelhantes a estudos anteriores,

sugerindo uma regido potencialmente ativa para a ligacdo dsRNA - VP35.
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Figura 4 - (A) Diagramas LigPlot+ ilustrando as intera¢des hidrofébicas (detalhe em vermelho) entre o ligante
alstonine em relacdo ao sitio ativo da VP35 do Ebola virus. (B) Diagramas LigPlot+ ilustrando as interacdes
hidrofobicas (detalhe em vermelho) e de hidrogénio (linhas tracejadas) entre os ligantes vinervine em relagdo ao
sitio ativo da VP35 do Ebola virus.
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Fonte: Este trabalho

B. Predicbes ADMET

As tabelas 3a, 3b e 3c apresentam os resultados das analises de "Drug-likeness"”, ADME
(Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) e toxicidade das moléculas alstonine e
vinervine. O pardmetro CMC-like (Comprehensive Medicinal Chemistry) é fundamental em
pesquisas de quimica medicinal, facilitando a identificacdo de candidatos promissores para o
desenvolvimento de farmacos. No entanto, com base nos critérios dessa regra, as moléculas ndo
foram aprovadas.

Da mesma forma, a regra "Lead-like" ndo considerou as moléculas qualificadas de
acordo com seus critérios. Em relacdo a regra MDDR-like (MACCS Il Drug Data Report), as
moléculas apresentaram conformidade média. Ambas as moléculas atenderam aos critérios da
"Regra dos Cinco" propostos por Lipinski et al. (1997), garantindo a biodisponibilidade de um
possivel farmaco no organismo humano. Além disso, elas também satisfizeram os critérios

estabelecidos pela regra WDI.
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Tabela 3a - Parametros de Druglikenes para os ligantes alstonine e vinervine.

Druglikeness

Parametros alstonine vinervine
CMC-like Qualificado Qualificado
Lead like Violado Violado

MDDR like Estrutura média | Estrutura média

Rule_of Five Adequada Adequada

WDI like rule (90%) | Dentro do corte | Dentro do corte

Fonte: Este trabalho

Tabela 3b - Pardmetros de ADME para os ligantes alstonine e vinervine.

ADME
Parémetros alstonine vinervine
BBB 0,52185 (absorcdo média) 1.26656 (absorcdo média)
Caco2 43,4839 (absorcdo média) 21.6375 (absorcdo média)
MDCK 2,1647 (permeab. baixa) 92.7655 (permeab. média)
HIA (%) 97,5063 (boa absorcéo) 93.423865 (boa absorcéo)
PPB (%) 54,8344 (interacdo fraca) 38.779452 (interacdo fraca)

Skin Perm. (Log Kp)

-4,4004 (impermedvel)

-4.39945 (impermeével)

Fonte: Este trabalho

Tabela 3c - Pardmetros de toxicidade para os ligantes alstonine e vinervine.

Toxicidade
Parémetros alstonine vinervine
Ames test Mutagénico Mutagénico

Carcino Mouse

Carcinogénico

N&o carcinogénico

Carcino Rat

Carcinogénico

Né&o carcinogénico

Risco hERG inib

Risco médio

Risco baixo

Fonte: Este trabalho

O parametro Blood-Brain Barrier (BBB) é crucial para avaliar a capacidade das

moléculas atravessarem a barreira hematoencefalica e alcangcarem o sistema nervoso central.

As moléculas alstonine e vinervine foram classificadas como de baixa e média absorcao pelo

sistema nervoso central, respectivamente. O parametro Caco-2 é essencial na previsdo da

absorcdo oral de farmacos. Ambas as moléculas exibiram absorcdo média.
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Os dois compostos mostraram eficiente absorcao intestinal humana de acordo com o
indice de Absorcdo Intestinal (HIA). Em relacdo a lipofilicidade, todas as moléculas
apresentaram resultados favoraveis no teste de Permeabilidade Cutanea (Skin Permeability).
No entanto, todas as moléculas demonstraram resultado positivo no teste de mutagenicidade
Ames, sugerindo potencial mutagénico. Além disso, a molécula alstonine mostrou propriedades
carcinogénicas, contrastando com os resultados de outros testes realizados na molécula
vinervine. No teste de risco hERG, a alstonine apresentou risco moderado, enquanto a outra

molécula obteve um resultado de risco baixo.

Conclusdes
Em suma, este estudo destacou como a abordagem in silico pode ser viavel e eficaz na

identificacdo de potenciais inibidores da proteina VP35, crucial na replicacdo viral, utilizando
ligantes derivados da C. roseus. Apds uma analise minuciosa, foram selecionados compostos
altamente promissores, com énfase na alstonina e na vinervine, com base em energias livres de
ligagdo (AGLigac¢do) e atividade inibitoria favoravel (constantes de inibicdo enzimatica). Isso
ressalta a importancia da triagem virtual e da ancoragem molecular na identificacdo de
moléculas bioativas.

A alstonine e a vinervine apresentaram resultados variados em termos de toxicidade.
Embora mostrem algumas caracteristicas promissoras, como conformidade com critérios de
biodisponibilidade e eficiente absorcdo intestinal, também exibiram propriedades mutagénicas
e carcinogénicas. 1sso destaca a necessidade de estudos adicionais para avaliar seu potencial
terapéutico no tratamento do virus Ebola.
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