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RESUMO

Logo que a Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) declarou a doenca de Coronavirus 2019
(COVID-19) como uma infeccdo pandémica, importante sindrome respiratoria aguda grave
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), proteinas ndo-estruturais (Nsp) foram analisadas como alvos
promissores em abordagens de triagem virtual utilizando técnicas in silico, como docking
molecular. Entre essas proteinas estdo a cisteina protease do tipo 3-quimotripsina (3CLpro),
também chamada de protease principal, e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que
foram identificadas como alvos devido a sua importancia nas etapas de replicacédo viral. Existe
um grande interesse na busca de novas substancias que possam ser candidatos a novos farmacos
no tratamento da COVID-19, e as plantas medicinais continuam sendo uma fonte riquissima na
busca de novos farmacos. A espécie Picrolemma sprucei, conhecida popularmente na
Amazénia como “caferana”, é muito utilizada na regido como um antimalarico. Pesquisas
anteriores das raizes e folhas de P. sprucei resultaram no isolamento dos principais quassinoides
dessa espécie, neosergeolida e isobruceina B. Estudos in vitro dessas substancias relataram
atividades antitumoral, antimalarica, anti-helmintica, inseticida. Neste sentido o presente
trabalho teve como objetivo quantificar os quassindides de P. sprucei, uma planta medicinal
nativa da regido amazonica, usando qRMN, e investigar o potencial inibitério da isobruceina B
e neosergeolida nos alvos 3CLpro e RdRp da SARS-CoV-2 por meio de abordagens in silico.
A quantificacdo foi realizada em uma fracdo (F2-F3) enriquecida com o0s quassindides
isobruceina B e neosergeolida pelo método PULCON. Os ensaios in silico foram realizados por
meio de docking molecular para avaliar a interacdes e afinidade de ligacdo entre os ligantes
neosergeolida e isobruceina B com os alvos 3CLpro e RdRp da SARS-CoV-2 e servidores
online foram utilizados para estimar os parametros farmacocinéticos e de toxicidade. Foi
possivel determinar a quantidade em mg dos dois quassinoides isobruceina B e neosergeolida
na fracdo F2-F3 (769,6 mg), presentes em quantidades significativas no extrato PsMeOH
(5,46%). Os resultados da analise de docking, com base nas estruturas cristalizadas de RdRp e
3CLpro, indicou isobruceina B e neosergeolida indicou que isobruceina B e neosergeolida sdo
inibidores potenciais das duas proteinas avaliadas, bem como mostrou a importancia da ligacéo
de hidrogénio e interacdes pi () para os sitios ativos previstos para cada alvo. Os resultados
sugerem que os quassindides de P. sprucei podem interagir com os alvos 3CLpro e RdRp.
Experimentos in vitro e in vivo sdo necessarios para confirmar os resultados de docking
molecular e investigar os riscos de P. sprucei como planta medicinal contra a COVID-19.

Palavras-chave: Quassinoides; Caferana; Docking molecular; gRMN; SARS-CoV-2.



ABSTRACT

As soon as the World Health Organization (WHO) declared Coronavirus disease 2019
(COVID-19) as a pandemic infection, major severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), non-structural proteins (Nsp) were analyzed as promising targets in virtual
screening approaches using in silico techniques, such as molecular docking. Among these
proteins is 3-chymotrypsin-like cysteine protease (3CLpro), also called the major protease, and
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), which have been identified as targets because of
their importance in viral replication steps. There is great interest in the search for new
substances that may be candidates for new drugs in the treatment of COVID-19, and medicinal
plants continue to be a very rich source in the search for new drugs. The specie Picrolemma
sprucei, popularly known in the Amazon as caferana, is widely used in the region as an
antimalarial. Previous investigations of P. sprucei roots and leaves resulted in the isolation of
the main quassinoids of this species, neosergeolide and isobrucein B. In vitro studies of these
substances have reported antitumor, antimalarial, anthelmintic, insecticidal activities. In this
context, the present work aimed to quantify the quassinoids of P. sprucei, a medicinal plant that
IS native to the Amazon region, using qNMR and investigate the inhibitory potential of
isobrucein B and neosergeolide on the 3CLpro and RdRp targets of SARS-CoV-2 through in
silico approaches. The quantification was performed in a fraction (F2-F3) enriched with the
quassinoids isobrucein B and neosergeolide using the PULCON method. In silico assays were
performed using molecular docking to assess interactions and binding affinity between
neosergeolide and isobrucein B ligands with SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp targets, and
online servers were used to estimate pharmacokinetic and toxicity. It was possible to determine
the quantity of the two quassinoids isobrucein B and neosergeolide in the F2-F3 fraction (769.6
mg), which were present in significant amounts in the PsMeOH extract (5.46%). The results of
the docking analysis, based on the crystallized structures of RdRp and 3CLpro, indicated that
isobrucein B and neosergeolide are potential inhibitors of the two proteins evaluated, as well as
showing the importance of hydrogen bonding and pi (w) interactions for the active sites foreseen
for each target. The results suggest that P. sprucei quassinoids may interact with 3CLpro and
RdRp targets. In vitro and in vivo experiments are needed to confirm the results of molecular
docking and investigate the risks of using P. sprucei as a medicinal plant against COVID-109.

Keywords: Quassinoids; Caferana; Molecular Docking; gNMR; SARS-CoV-2.
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1. INTRODUCAO

1.1  Covid-19/SARS-CoV-2

A pandemia de coronavirus SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda grave do
Coronavirus 2) surgiu em Wuhan, China, com as primeiras infec¢es sendo relatadas em
dezembro de 2019. Devido a sua rapida disseminacao, até 0 més de janeiro de 2022, mais de
326 milhdes de casos da doenca foram registrados em todo o mundo, e as mortes ja ultrapassam
cinco milhdes de pessoas (Organizacdo Mundial da Satude [OMS], 2022). Representando um
desafio sem precedentes, uma extensa pesquisa sobre o desenvolvimento de novos
medicamentos antivirais para 0 COVID-19 identificou alvos potenciais que desempenham um
papel importante no bloqueio da infecgéo viral (GHAHREMANPOUR et al., 2020).

Grupos de pesquisa chineses sequenciaram o genoma do SARS-CoV-2 e suas proteinas
ndo-estruturais (NSP), incluindo o proteina spike, protease de cisteina semelhante a 3-
quimotripsina (3CLpro), também chamada de protease principal (Mpro), protease semelhante
a papaina (PLpro) e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (ZHU et al., 2019; MORSE
et. al., 2020). O papel da proteina € ligar o virus no receptor humano — uma metalopeptidase
chamada enzima conversora de angiotensina-2 (ACE2), enquanto 3CLpro e PLpro fornecem
componentes para empacotar novos virions de grandes poliproteinas virais traduzidas no
ribossomo hospedeiro e, finalmente, RdRp replica o genoma do RNA SARS-CoV-2 (MORSE
et al., 2020).

Os alvos 3CLpro e RdRp tém grande importancia na replicacdo viral do SARS-CoV-2
e se destacam como essenciais alvos em estratégias computacionais, como docking molecular
(QAMAR et al., 2020; WU et al., 2020; DAS et al., 2020; YU et al., 2020). O docking molecular
esta sendo usado para triagem de novos agentes antivirais contra 0 COVID-19 e permite
entender como esses NSPs sdo alvos importantes do SARS-Cov-2 e como eles irdo interagir
com ligantes no sitio ativo (QAMAR et al., 2020; WU et al., 2020; DAS et al., 2020; YU et al.,
2020; HASAN et al., 2020).

Em relacdo aos ligantes, medicamentos ja em uso clinico e produtos naturais presentes
em plantas medicinais, tém sido usados como candidatos em abordagens de triagem virtual.
(DA SILVA et al., 2020; NEVES et al., 2021). Nesse sentido, 0s quassinoides sao potenciais
candidatos em abordagens de triagem virtual na busca de novos agentes contra a COVID-19
(HASAN et al., 2020; QAMAR et al., 2020; HASAN et al., 2020).
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1.2 Produtos naturais

A utilizagéo de produtos naturais obtidos de plantas, fungos e microrganismos tem sido
base de tratamentos para o alivio, e cura de enfermidades nas civiliza¢es chinesas, indianas e
egipcias por milhares de anos e continua como base dos tratamentos médicos no mundo
ocidental (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Um estudo de Newman e Cragg (2020), revelou que entre os anos de 1981 e 2019,
46,7% dos farmacos aprovados eram de produtos naturais ou derivados. Fazendo uma busca
sobre “produtos naturais” no site “Clinical Trial” resulta em 400.999 estudos relacionados a
produtos naturais.

A figura 1 representa 0 mapa de distribuicdo dos ensaios clinicos utilizando produtos
naturais no mundo na data acessada. Vale lembrar que a maioria dos estudos que estdo
cadastrados se concentram nos Estados Unidos e Europa, 0 que mostra ser quase inversamente
proporcional a diversidade bioldgica de fauna e flora. A figura 2 representa o mapa de
distribuicdo dos ensaios clinicos utilizando produtos naturais e SARS-CoV-2 (7295 estudos)

no mundo na data acessada.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo de ensaios clinicos relacionados aos produtos naturais em todo mundo.
Os numeros indicam a quantidade de estudos em cada regido no momento da busca.
Fonte: https://ClinicalTrials.gov, acesso em janeiro de 2022).

Figura 2. Figura 2. Mapa de distribui¢do de ensaios clinicos relacionados aos produtos naturais e
SARS-CoV-2 em todo mundo. Os nimeros indicam a quantidade de estudos em cada regido no
momento da busca. Fonte: https://ClinicalTrials.gov, acesso em janeiro de 2022).
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1.2.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais tém sido terapia alternativa para tratar inimeras enfermidades,
constituindo como uma pratica comum do ser humano h& milhares de anos antes de Cristo
(VASCONCELOS et al., 2005; VEIGA JR et al., 2005).

Sharma e Sarkar (2013) em seu estudo, relata que aproximadamente 60% das
substancias testadas em ensaios clinicos fazem parte de apenas 10 familias taxonémicas:
Fabaceae, Asteraceae, Apiaceae, Rosaceae, Solanaceae, Poaceae, Lamiaceae, Rutaceae,
Brassicaceae e Amaryllidaceae.

Interpretando os dados disponiveis, observa-se que a grande parte das espécies de
plantas ndo foram sistematicamente investigadas na busca por substancias bioativas, até mesmo
espécies bastante reconhecidas no uso na medicina tradicional carecem de uma maior
exploracdo. Alids, muitas pesquisas ndo tém continuidade quanto aos mecanismos de acao das
moléculas, sendo em sua maioria, apenas descricdo das atividades (SHARMA; SARKAR,
2013; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

O Brasil, contém uma das maiores biodiversidades do planeta, englobando em torno de
20% das espécies do mundo, estimando-se em numeros de 350.000 a 550.000 exemplares que
fazem parte da flora medicinal e dentre estas, 55.000 estdo catalogadas e distribuidas nas
diversas regides do pais fazendo parte muitas vezes, das Unicas opcBes terapéuticas em
determinadas regides (GUERRA; NODARI, 2007; RIBEIRO et al., 2014).

Assim, a flora brasileira proporciona a populacdo menos privilegiada, plantas
medicinais que podem ser alternativas terapéuticas mais barata, por ndo terem acesso fécil a
medicamentos, grande parte da populacdo incluindo tribos indigenas, quilombolas e ribeirinhos
comunidades da Amazodnia recorrem ao uso de plantas medicinais, que na maioria das vezes
sdo a Unica fonte de remédio para a tratamento ou cura de doencas (LE COINTE, 1947; VEIGA-
JR et al., 2005; DA SILVA et al., 2020).

1.2.2 A familia Simaroubaceae

De acordo com Ribeiro e colaboradores (1999) a familia Simaroubaceae tem cerca de
25 géneros e 200 especies com centro de diversidade na regido neotropical. No campo, costuma
ser confundida com Meliaceae, Sapindaceae, Anacardiaceae e outras familias da Ordem
Sapindales. Os géneros de Simaroubaceae existentes no Brasil sdo: Castela, Picrasma,
Picrolemma, Quassia, Simaba e Simarouba (SOUZA, 2008).
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Plantas da familia Simaroubaceae sdo utilizadas na medicina tradicional no tratamento
da maléria, céncer, disenteria, como anti-inflamatorias, antileucémicas, fagoinibidora em
insetos, antiviral (POLONSKY, 1985; OKANO et al., 1996; MILLIKEN, 1997; ARRAIGA et
al, 2002; OKUNADE et al, 2003; MUHAMMAD et al, 2004, SARAIVA, 2001; NUNOMURA,
2006). O interesse econémico da familia concentra-se no uso medicinal das espécies que tem
sido fonte de muitas substancias amargas conhecidas como quassinoides. Estas classes de
substancias sdo consideradas marcadores taxondmicos desta familia (SARAIVA, 2003).

As espeécies dessa familia sdo arbustos ou arvores, suas folhas sdo alternas ou muito
raramente opostas, compostas pinadas ou raramente simples, sem estipulas, margem inteira ou
serreada. Inflorescéncia geralmente cimosa, suas flores pouco vistosas, unicelulares ou
raramente bissexuadas, actinomorfas, diclamideas ou dificilmente monoclamideas. Fruto séo
geralmente apocarpicos, drupaceos ou samardide. Os frutos sdo subcarnosos, de cores vivas

quando maduros, alaranjados, rubros e enegrecidos. (SOUZA, 2008).

1.2.3 A espécie Picrolemma sprucei Hook

A P. sprucei Hook é uma planta nativa da Regido Amazonica e sua sinonimia é P.
pseudocoffea Ducke. E conhecida popularmente no Brasil como “caferana” (NUNOMURA et
al., 2006; POHLIT et al, 2009b; RIBEIRO et al, 1999) devido a sua semelhanga com a Coffea
ardbica L. (Rubiaceae). No Peru, é conhecida popularmente como Sacha-café (DUKE;
VASQUEZ, 1994) e na Guiana Francesa como café lane (VIGNERON et al, 2005).

A P. sprucei (Figura 12) é um arbusto com a altura variando até 2,5 m, com foliolos
cartaceos simétricos, verdes-escuros e brilhantes. Suas inflorescéncias apresentam flores
alaranjadas e estames amarelos. Os caules sdo ocos e habitados por formigas. A raiz é central,
espessa e penetrante. Os frutos sdo apocarpicos (Figura 3), de cor alaranjada quando maduros
(RIBEIRO et al., 1999; SARAIVA, 2001). A distribuicdo geografica brasileira de P. sprucei é
no norte do pais, nos Estados do Amapa, Para, Amazonas e Rondoénia (PIRANI; THOMAS,
2015) (Figura 4).
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Figura 3. Folhas, flores, frutos, caules e raizes de P. sprucei
Proprio Autor.
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Figura 4. A distribuicdo geogréfica brasileira de P. sprucei
Fonte: PIRANI, J.R.; THOMAS, W.W. 2015
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1.6.4 Estudo quimico e atividade bioldgica de P. sprucei Hook

O uso popular da caferana pela populagcdo amazonica é bastante conhecido, o cha do
caule usado no tratamento da malaria. Na Amazoénia brasileira, pode ser encontrado para
compra em feiras, como Mercado Municipal Adolpho Lisboa em Manaus, por meio de raizeiros
interior do Estado (RIBEIRO et al., 1999, FERREIRA, 2000).

Por fazer parte da familia Simaroubaceae, os principais constituintes da P. sprucei sdo
0s quassinoides, produzidos somente por espécies dessa familia. Os quassindides sao
triterpenos biodegradados, altamente oxigenados com uma ampla faixa de atividades
bioldgicas. A primeira substancia isolada dessa classe foi de uma espécie do género Quassia,
vindo dai o termo “quassindide”.

Pesquisas anteriores com as raizes e folhas de P. sprucei resultaram no isolamento dos
principais quassinoides dessa espécie, neosergeolida e isobruceina B apresentadas na Figura 5
(MORETTI et. al., 1982; ZUKERMAN-SCHPECTOR; CASTELLANO, 1994, VIEIRA et. al.,
2000, SARAIVA, 2001, AMORIM, 2009).

2
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Figura 5. Quassindides isolados de P. sprucei

Posteriormente, a presenca dessas substancias no caule e na raiz da planta foi confirmada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas (POHLIT, et.
al., 2009). Silva e colaboradores (2009b) descreveram um novo método para obtencdo de
isobruceina B e neosergeolida por recristalizagéo.

Nunomura e colaboradores (2006) demonstraram atividade anti-helmintica in vitro da
isobruceina B e da neosergeolida isolados da fracdo cloroformica de P. sprucei contra
Haemonchus contortus, um nematdide que parasita o sistema gastrintestinal de carneiros e

outros animais. Outros estudos in vitro relatam atividades antitumoral, antimalarica, anti-
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helmintica, citotoxica, inseticida e anti-leishmania da neosergeolida e da isobruceina B
(FUKAMIYA, et. al, 2005; ALMEIDA et al, 2007; ANDRADE-NETO, et. al., 2007; SILVA
et al, 2009b).

1.3 Métodos utilizados no planejamento racional de farmacos

O planejamento baseado na estrutura quimica é a metodologia mais eficiente e menos
onerosa para se desenvolver novos candidatos a farmacos, sendo capaz de auxiliar em todos as
etapas do processo, da descoberta de prototipos (conhecidos também como compostos de
partida ou do inglés “lead compounds”), bem como otimizar (verificando afinidade,
especificidade, efeitos colaterais) até a fase clinica do processo de planejamento e
desenvolvimento de um novo farmaco (OPREA, 2005).

Existem diversas estratégias no processo de planejamento de farmacos, dentre elas
destaca-se o planejamento auxiliado por computadores (CAAD, do inglés Computer-
Aided/Assisted Drug Design) (JORGENSEN, 2004).

Tais métodos computacionais ajudam a identificar candidatos a protétipos de farmacos
de forma &gil e menos custosa bem como o fato da minimizacao da utilizacdo de animais de
laborat6rio. Nos ultimos anos, a tecnologia vem aumentando nas areas de software e hardware,
e tem-se notado avancgos importantes (JORGENSEN, 2009).

O que torna ainda mais atrativo tal abordagem, é a utilizacdo de proteinas, ja que o
conhecimento de aproximadamente 80% dos farmacos atuais tem como alvos essas
macromoléculas. No ano de 2006, foi estimado um aumento em torno de 7 % no numero de
proteinas depositadas no banco de dados de proteinas PDB (PROTEIN DATA BANK) e que
cerca de 1000 novas estruturas sejam depositadas a cada ano (OPREA, 2005; BAJORATH,
2012).

1.3.1 Docking molecular

Dentre as diversas ferramentas computacionais que auxiliam no planejamento de
farmacos, destaca-se o docking molecular (Figura 6). Essa técnica de abordagem in silico
baseia-se no acoplamento molecular de substancias quimicas (ligantes) nos sitios ativos de
ligacdo das macromoléculas (proteinas, DNA, etc.) (SHOICHET, 2004).
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Figura 6. Triagem virtual de novos ligantes por meio de docking molecular
Proprio Autor.

O docking molecular definird qual a orientacdo preferencial de uma molécula com a
proteina na formac&o de complexos estaveis com energia minima. Quanto mais negativo o AG®,
mais estavel serd o complexo enzima-inibidor ou proteina-ligante. O acoplamento do ligante
no receptor, por sua vez, pode ser usado para prever a afinidade de ligacdo, e quais tipo de
interacdo esse ligante faz com o receptor (LENGAUER; RAREY, 1996).

As propriedades estruturais, tais como orientacdo, posicdo espacial e rotagOes de
ligacdes covalentes, definem os arranjos espaciais moleculares. As fisico-quimicas, tais como
forcas eletrostaticas, interacbes hidrofobicas, interacbes de Van der Waals, ligacGes de
hidrogénio e ligacdes covalentes, definem o grau de afinidade e especificidade entre o ligante
e receptor (MORGON; COUTINHO, 2007)

Uma das caracteristicas mais interessantes do docking molecular, esta na sua capacidade
de reproduzir modos de ligacdo observados experimentalmente, funcionando como uma forma
de validar o mesmo. Para realizar um teste nesse nivel, o ligante que veio co-cristalizado na
macromolécula é retirado de seu complexo e submetido a simulagdes com o sitio ligante da
proteina. Desse modo, as interagdes quimicas obtidos nas simulagdes sdo comparados com as
respectivas interag0es obtidas experimentalmente (VERDONK, M.L. et al., 2003).

O docking molecular pode atraves de sua fungdo de escore, classificar os ligantes de
acordo com valores experimentais de atividade. Tal correlacdo pode ser feita por meio dos
valores de escore obtidos nas simulacOes e os valores experimentais de atividade (OPREA,
2005).
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1.3.2 Propriedades farmacocinéticas e toxicidade (ADME/Tox)

Grande parte dos farmacos que entram nas fases clinicas ndo chegam ao mercado, sendo
que cerca de 50 % das falhas ocorrem porque hé falta de eficacia, 25% dos problemas ocorrem
por problemas farmacocinéticos e de toxicidade e 15 % por outros dificuldades (PLENGE, et.
al., 2013). A falha na eficacia é devido ao fato de modelos experimentais com animais néo
corresponderem a biologia do homem e as falhas na toxicidade estdo atreladas a interages com
alvos bioldgicos indesejaveis (WOLBER, 2006).

Anteriormente a poténcia e seletividade de candidatos a farmaco eram otimizados
primeiro e somente depois as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas. Nos dias atuais,
tanto a farmacocinética quanto a farmacodindmica precisam ser otimizadas concomitantemente
no inicio do processo da descoberta e planejamento de novos farmacos (OPREA, 2005).

Tal mudancga de paradigma sofrei influéncia com a “regra dos cinco” de Lipinski (Ro5,
do inglés Rule of five) elencando parametros favoraveis a absor¢do e permeabilidade de
compostos, sendo: < 5 doadores de ligacdo de hidrogénio; < 10 aceptores de ligacdo de
hidrogénio; peso molecular <500 Da; e logP <5 (LIPINSKI, 1997).

Contudo, cerca de 20% dos farmacos que sdo absorvidos por via oral, ndo seguem pelo
menos uma das regras sugeridas por Lipinski, reduzindo a abordagem de aplicacdo de filtros
moleculares retirando compostos que ndo seguem essas regras no inicio do desenvolvimento de
novos farmacos. Todavia, como esse processo é bastante dispendioso e muito complexo, uma
triagem prévia de propriedades que possam ir além de propriedades farmacodinamicas, diminui
riscos de falha nos estagios mais avangados ou mesmo quando esse farmaco ja esta no mercado
(OVERINGTON, et. al., 2006; LIPINSKI, 2012).

Devido a complexidade dos organismos bioldgicos, fazer uma triagem de todos os alvos
bioldgicos parece uma ardua tarefa. Entretanto, hd uma série de alvos moleculares, chamados
anti-alvos, nos quais a interacdo é normalmente indesejada porque leva a efeitos adversos e
toxicidade. Um dos anti-alvos mais conhecidos é o canal de potassio hERG (do inglés, human
Ether-a-go-go Related Gene) que se inibido pode levar a arritmias cardiacas fatais, como a
Torsades de points (VANDENBERG, et. al., 2012).

Outras propriedades importantes podem ser avaliadas previamente, como:
biodisponibilidade, permeabilidade pela barreira hematoencefalica, solubilidade em meio
aquoso, mutagenicidade, entre outras. As propriedades farmacocineticas, absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo, juntamente com toxicidade (ADME/Tox) podem ser

avaliadas in silico também como alternativa para métodos in vitro e in vivo ja que esses métodos
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ainda sdo caros e demandam tempo, sem contar a pressao politica e publica com respeito ao uso
de animais em laboratorio (GLEESON, 2008; XU, et. al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho foi realizar a quantificacdo dos quassinoides de P.

sprucei e o estudo tedrico dos quassinoides contra alvos da SARS-CoV-2.

2.2  Objetivos especificos

- Quantificar os quassinoides de P. sprucei por gRMN;
- Avaliar o potencial de inibicéo in silico dos quassinoides para as enzimas 3CLpro e RdRp da
SARS-CoV-2;

- Realizar predigdes in silico de pardmetros farmacocinéticos e de toxicidade dos quassinoides
de P. sprucei;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2018 na Reserva Florestal Adolpho
Ducke na cidade de Manaus, Brasil sob coordenadas geograficas (02° 54°° 48,2° S, 59° 58’
49.,2>> W) (Figura 7) ap6s obter autorizacdo da Autorizacdo de Biodiversidade e Sistema de
Informacéo (SISBIO n° 46383). A identificacdo botanica da espécie como Picrolemma sprucei
Hook.f. foi realizado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) pela botanica
Mariana Rabello Mesquita. A exsicata da planta encontra-se no herbario INPA identificada com
0 numero 279918. O acesso ao patrimonio genético foi registrado (AE76F92) no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados
(SisGen).

Figura 7. Localizacdo Geografica do espécime P. sprucei coletada na Reserva Florestal Adolpho
Ducke. Fonte: Google Earth.

3.2 Processamento do Material Vegetal

O material vegetal (Figura 8) foi seco em estufa de circulacéo de ar & 40°C até a completa
secagem. Apos a secagem, o material foi entdo separado em raizes, caules (talos) e folhas e
frutos. A parte de interesse do trabalho, as raizes, foram picotadas em pedagos de cerca de 10
cm, com tesoura de poda e machadinha, seguido de moagem fina em moinho de facas (Figura

9) para a obtencdo de serragem (302,54 gramas).
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Figura 8. Folhas, caules e raizes de P. sprucei coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke
Proprio Autor.

Figura 9. Moinho de facas utilizado para processar as raizes de P. sprucei
Proprio Autor.

3.3  Preparacdo do extrato metandlico das raizes de P. sprucei

O p6 de raiz de P. sprucei (302,54 g) foi submetido & maceragéo a frio (2 semanas)
(Figura 10) com hexano (1,0 L) com auxilio de ultrassom para remover substancias apolares.
Este material foi posteriormente extraido com metanol (1,0 L) via maceracgdo a frio. O extrato
metandlico de pé de raiz de P. sprucei (PsMeOH) foi obtido por maceracdo a frio exaustiva (3
semanas). O PsMeOH foi concentrado em rotaevaporador (Fisatom®801) a uma temperatura de
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40°C para remover todo o solvente. Apds a completa secagem do extrato PsMeoH, foi pesado
calculada a porcentagem de rendimento.

302,54 gramas
do pd das
raizes de P.
sprucei.

O p6 da raiz foi colocado em um
frasco do tipo &mbar para o processo
de maceragéo a frio exaustiva.
Depois em ultrassom por 15 min.

Manteve-se em repouso em lugar )
seco e arejado. Ap6s 72 horas o extrato era filtrado em

sistema de Filtragdo de vidro completo
composto por: frasco Erlenmeyer 1L,
copo funil graduado 300 mL, suporte de
placa porosa sinterizada de 47 mm e saida
lateral de 6 mm para vacuo e pinca em
aluminio anodizado.

Transferidos para frasco limpo e l |
devidamente pesado. -
T —

l [ Solvente foi rotaevaporado ]

[ Rendimento (%) ]

Figura 10. Fluxograma da obtencdo do extrato bruto metandélico de pé de raiz de P. sprucei
(PsMeOH)

3.4  Estudo fitoquimico

Para obter uma fragdo enriquecida nos constituintes de interesse (0s quassinoides
neosergeolida e isobruceina B), o extrato metanodlico bruto seco foi submetido a fracionamento
em cromatografia em coluna cléssica. Os solventes usados para a fracionamento do extrato de
PsMeOH (10,43 g) foram cloroférmio (CHCl3) e metanol (MeOH) em um volume de 400 mL
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do solventes nas seguintes proporgdes: F1 (100% CHCIs); F2 (97:3 CHCIs/MeOH); F3 (95:5
CHCIl3/MeOH); F3 (90:10 CHCI3/MeOH); F5 (80:20 CHCIz/MeOH) e F6 (100% MeOH).

3.5  Analise de fracdes obtidas a partir do fracionamento do extrato de PsMeOH por
espectrometria de massas (MS)

As anélises por espectrometria de massas do extrato de PsMeOH foram realizadas nas
dependéncias do Centro de Apoio Multidisciplinar — Central Analitica — CAM, localizado no
Setor Norte da Universidade Federal do Amazonas. Os espectros de massas foram obtidos por
meio das analises em espectrémetro do tipo triplo-Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess
(Thermo scientific) equipado com fonte de ionizacdo quimica a pressdo ambiente (APCI).

Para as analises foram pipetados 30 pL do extrato bruto (filtrado) e transferido para
eppendorfs e diluidos em 1000 pL de MeOH. Apds esse procedimento as amostras foram
injetadas no espectrometro de massas com fonte APCI no modo positivo de aquisicdo em um
intervalo de massa (m/z) 100-1000 Da. Os espectros obtidos foram analisados no software
Xcalibur® 2.0.7.

3.6 Identificacdo e quantificacdo de quassinéides pelo método PULCON

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizados no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear (NMRLab) da Central Analitica (CA) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Espectros de RMN unidimensionais (*H, 3C e
DEPT135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram obtidos em um espectrometro de
ressonancia magnética nuclear (Bruker Avance 111 HD, 500,13 MHz para *H e 125,8 MHz para
13C, BBFO Plus SmartProbe™). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm () e as
constantes de acoplamento (J) foram registradas em (Hz). O programa TopSpin 4.1 foi usado
para analisar os espectros de RMN.

O gNMR da fracdo enriquecida com os quassinoides com base no método PULCON foi
avaliado usando a ferramenta ERETIC2 (Referenciamento Eletronico para Acesso In Vivo
Concentracfes) no software TopSpin 4.1 (Tyburn & Coutant, 2016). A sequéncia de pulso
utilizada foi a zg90, com pontos de dados no dominio do tempo (TD) de 64 k, largura espectral
(SWH) de 10 kHz, atraso de relaxacéo (D1) de 20,7 segundos, tempo de aquisi¢do (AQ) de 3,27
segundos, 16 numeros de varredura (NS) com DS de 2, resolu¢do de decomposicao de 0,30 Hz,

ganho do receptor constante em 32 com frequéncia de deslocamento definida para 3088, 30 Hz.
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O pulso de calibragéo (P1 10,313 pus) foi gerado com PLW9 de 7,183,10-5 W. O valor estimado
de D1 (20,7 s) foi sete vezes o valor de T1 para o sinal quassindide de isobruceina B (6,03
ppm). As linhas de base e as fases dos espectros de *H NMR das amostras foram corrigidas
automaticamente usando o TopSpin 4.1.

A quantificacdo da fracdo quassinoide foi realizada em triplicata e consistiu na
preparacdo de uma aliquota (10,1 mg) solubilizado em 550 uL de MeOD com TMS como
padrdo de referéncia (0,0 ppm). Os comprimentos do pulso de 90° foram 10,313 us do sinais de
neosergeolida (5 5,75) e isobruceina (6 6,03) e foram quantificados pelo método PULCON. A
quinina padrao solucao (98,0% de pureza) foi preparada (n=3) em concentracdes de 13,66 mM
em CD30D, com TMS como referéncia interna (0,0 ppm). Os comprimentos do pulso de 90°
foram 9,976 us do dupleto em 8,65 ppm de quinina. A constante de relaxamento longitudinal
(T1) dos hidrogénios de cada um dos dois quassindides e a quinina a ser quantificado foram
determinados usando a inversdo experimento de recuperacdo (tlirld). As aquisicdes medidas
de quinina foram de 17,11 s (> 7xT1).

3.7 Andlise estatistica

O valor dos dados quantitativos de NMR foram comparados usando o teste T para
comparagao unica e ANOVA (unidirecional) com um teste de Tukey (95% de confianga) para
comparagido multipla usando o programa Minitab® 18.1 (State College, PA, EUA), para o qual

os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

3.8 Estudos de docking molecular dos quassinoides e alvos de SARS-CoV-2

3.8.1 Estruturas quimicas

As estruturas 2D de isobruceina B e neosergeolida foram desenhadas no Chemdraw
Ultra v.12.0. Os SMILES da estrutura foram obtidos por meio da interface do site
http://swissadme.ch/. As estruturas 2D foram importadas para o Discovery Studio Visualizer
v.20 para a obtencdo das estruturas 3D. O mesmo procedimento foi feito para os inibidores

SARS-CoV-2 3CLpro e RdRp, ou seja, X77 e teaflavina, respectivamente.
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3.8.2 Predigdes farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas e as classifica¢cdes druglikeness dos quassinoides
foram realizadas usando SwissADME (DAINA et al, 2017). As previsdes 0s seguintes
parametros: Regra de Lipinski de cinco (peso molecular - MW; aceptor de ligacdo de hidrogénio
- HBA,; doador de ligacdo de hidrogénio - HBD; e coeficiente de parti¢do octanol/agua - LogP)
e varios outros parametros/propriedades como area de superficie polar molecular (TPSA),
logaritmo de solubilidade (LogS), absor¢éo gastrointestinal (GI) e permeabilidade da barreira

hematoencefalica (BHE). Os mesmos calculos foram feitos com X77 e teaflavina.

3.8.3 Predicdes de toxicidade

A avaliacdo toxicoldgica dos compostos foi realizada com as plataformas pKCSM
(PIRES et al., 2015), AdmetSAR (CHENG et al., 2012), Pred-hERG (BRAGA et al., 2015) e
Pred-Skin (BRAGA et al., 2017) ferramentas computacionais baseadas no SMILES da
estrutura. Para tal, foram considerados vérios parametros toxicol6gicos, nomeadamente
toxicidade de Ames, carcinogenicidade, inibicdo de hERG, sensibilizagdo cutanea e
hepatotoxicidade. Os resultados foram expressos como "-"* para ndo detectado ou "+" para risco

detectado. O mesmo os calculos foram realizados com X77 e teaflavina.

3.8.4 Preparacao dos ligantes

As estruturas 3D obtidas para os compostos foram submetidas a otimizacdo geométrica
pelo campo de forca tipo Dreiding (HAHN, 1995) no Discovery Studio Visualizer v.20, e 0s
resultados foram salvos no formato Protein Data Bank (.pdb).

3.8.5 Preparacdo das proteinas

As estruturas cristalinas 3D do SARS-CoV-2 3CLpro (PDB: 6W63) e RdRp (PDB:
6M71) foram obtidas do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank (RCSB PDB) (http://www.rcsb.org) no formato .pdb. As estruturas foram preparadas
usando as ferramentas do Discovery Studio Visualizer v.20. Moléculas de agua e artefatos de
cristalizacdo foram removidos, hidrogénios polares e cargas de Kollman foram adicionados, e
os hidrogénios ndo polares foram mesclados e os resultados foram salvos em .pdb. PyMOL

v.2.3.4. foi entdo usado para visualizar os resultados do docking.
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3.8.6 Célculos de docking molecular

Simulagdes de docking molecular dos compostos com estruturas SARS-CoV-2 3CLpro

e RdRp foram realizadas usando o programa DockThor (https://www.dockthor.Incc.br/v2/)
(GUEDES, et. al., 2021). Na Tabela 1 estdo as coordenadas e dimensdes utilizadas para a

enzima 3CLpro. Na Tabela 2 estdo as coordenadas utlizadas para a enzima RdRp.

Tabela 1. Coordenadas e dimensdes dos gridboxes para a enzima 3CLpro (PDB ID:6W63)

3CLpro X Y Z
(PDB ID: 6W63)
Coordenadas -20,810 19,141 29,186
Dimensodes 24 24 24

Proprio Autor.

Tabela 2. Coordenadas e dimensdes dos gridboxes para a enzima RdRp (PDB ID:6M71)

RdPp X Y Z
(PDB ID: 6M71)
Coordenadas 117,382 111,853 121,073
Dimensoes 24 24 24

Proprio Autor.

As conformacdes energeticamente mais favoraveis foram selecionadas para a analise. As
opcdes avancadas foram mantido como padréo. O protocolo de docking foi validado por
reencaixe do ligante X77 complexado com a estrutura 3CLpro. A validagdo foi considerada
bem-sucedida se as 10 orientacdes reencaixadas mais bem classificadas mostrassem valores de
RMSD de atomos pesados < 2,0 quando comparado com a orientagdo cristalografica. Devido a
falta de modelos com ligantes para RdRp no RCSB PDB, apenas o 3CLpro foi testado para re-
docking.


https://www.dockthor.lncc.br/v2/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a secagem completa do extrato de PsMeOH, seu peso foi de 10,4g com rendimento
de 3,4% para a massa de material vegetal (302,549). A analise espectrométrica (Figura 11) das
fracdes obtidas da coluna de fracionamento do extrato revelou ions referentes aos quassindides
isobruceina B em m/z 481 ([M+H]+) e neosergeolida em m/z 505 ([M+H] +) apenas nas fracdes
F2 e F3. Saraiva (2001) e Amorim (2009) isolaram 0os mesmos quassindides conhecidos da raiz
de P. sprucei para a espécie em estudo. A Figura 12 apresenta o espectro de fragmentacao
(MS/MS) da isobruceina B, e a Figura 13 mostra o espectro de fragmentacdo (MS/MS) da
neosergeolida, o que corrobora os resultados descritos por Pohlit (2009). Ao apresentar os perfis
em espectros de massa semelhantes, as fracdes F2 e F3 foram agrupadas, resultando em um
peso de 0,7696 g.
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Figura 11. Espectros de massa das fragdes F2 e F3 da coluna de fracionamento do extrato de PsMeOH
Proprio Autor.
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Figura 12. Espectro MS/MS do ion m/z 481 ([M+H]"), isobruceina B, presente nas fracfes F2 e F3
Proprio Autor.
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Figura 13. Espectro MS/MS do ion m/z 505 ([M+H]"), neosergeolida, presente nas fracdes F2 e F3
Proprio Autor

O método PULCON correlaciona intensidades absolutas de dois espectros diferentes e
usando o principio da reciprocidade, o que indica que os comprimentos de pulso séo
inversamente proporcionais a intensidade do sinal de RMN, e a concentracdo do analito é
determinada (BURTON et al, 2005). Os dados quantitativos obtidos pelo PULCON da fracao
F2-F3 (769,6 mg) com os quassinoides isobruceina B - neosergeolida (Figura 14) possibilitou
a analise da proporc¢éo dos quassindides neosergeolida (6 5,75) e isobruceina B (6 6 ,03), e foi
possivel observar a razdo de 55,9:44,1, respectivamente. Uma concentracao relativa foi usada
em fungdo de um composto conhecido para determinar a massa de cada quassindide na massa
total. A Tabela 3 mostra a massa de cada quassindide considerando a massa total da fracéo F2-
F3.
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Figura 14. Espectro quantitativo de *H NMR da réplica 1 da mistura de isobruceina B - neosergeolida.

A quantificacdo por qRMN foi realizada para os sinais & 5,75 (neosergeolida) e & 6,03 (isobruceina)
Proprio Autor.

Tabela 3. Massa de cada um dos quassinoides presentes na fragdo F2-F3 e no extrato PsMeOH

Compostos Conc. Conc. (mM) Fragdo F2-F3 Extrato
(mg/mL) (%) PsMeOH (%)
Neosergeolida 7.59+0.15% 15.06+0.81? 41.35+0.84° 3.05+0.062
Isobruceina B 6.01+0.41° 12.51+0.84° 32.71+2.232 2.41+0.16°
Outros 4.76+0.49° - 25.94+2 .69° 1.91+0.20°
Compostos

Valores com a mesma letra na mesma coluna ndo séo significativamente diferentes (p < 0.05). Prdprio Autor.

A anélise quantitativa de quassinoides em chas utilizando raizes de P. sprucei realizada
por Nunomura et.al. (2012) apresentaram resultados diferentes dos apresentados neste trabalho,
pois os resultados desse trabalho apresentaram maior concentracdo de isobruceina B do que
neosergeolida. No entanto, deve-se considerar que, como a isobruceina B é mais polar que a
neosergeolida, possivelmente é melhor extraida usando agua como solvente. A quantificacéo
mostrou 0s quassindides como 0s compostos mais representativos presentes no extrato de
PsMeOH das raizes de P. sprucei, uma vez que a porcentagem dos dois quassinoides somam
5,46% da massa total (10,4 g) do extrato de PsMeOH.

Considerando que os quassinoides presentes na especie sdo potencialmente ativos para
diversas atividades bioldgicas, uma estudo desses compostos contra as proteinas do SARS-
CoV-2 foi realizado. No entanto, ser altamente bioativo ndo € um critério suficiente para

qualificar o composto como um bom candidato a farmaco (GUAN ET AL., 2019). Um melhor
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perfil farmacocinético é extremamente importante para um novo composto examinado no
processo de descoberta de compostos semelhantes a drogas. Por isso, € imprescindivel avaliar
o perfil ADMET de novos compostos primeiro para evitar um possivel desperdicio de
tempo/recursos na busca de novos farmacos (SHOU, 2020).

Os resultados da analise ADMET revelaram as propriedades fisico-quimicas dos
quassinoides e dos inibidores das enzimas 3Clpro e RdRp da SARS-CoV-2, conforme
representado na Tabela 4. De acordo com a analise a maioria dos compostos seguiu as regras
causando ndo mais do que uma violacdo. Ou seja, 0 PM, HBA, HBD e LogP estdo dentro do
aceitdvel. No entanto, os quassinoides foram previstos como tendo baixa absorcdo Gl e,
portanto, ndo sdo bons no sentido de biodisponibilidade oral e isso pode ser devido ao seu
carater polar (Log S e TPSA calculados). Apenas X77 apresentou alta absor¢do Gl. Por outro
lado, nenhum dos compostos foi previsto ter permeabilidade na BHE. No geral, os quassinoides

e os inibidores da SARS-CoV-2 possuem um bom perfil farmacocinético.

Tabela 4. Parametros ADME calculados dos quassinoides e inibidores SARS-CoV-2 3CLpro e RdRp

Farprz;écg::ei;ré??cos SR UEEIE Neosergeolida Teaflavina X77
PM (g/mol) 480.46 504.48 564.49 459,58
HBA 11 1 12 4
HBD 3 2 9 2
Log P -0.34 0.81 1.31 3.88
Log S -0.77 -1.36 -4.22 -71.74
TPSA (A?) 165.89 154.89 217.60 90.98
Absorgéo Gl Baixa Baixa Baixa Alta
Permeabilidade BHE N3o N3o Nao N&o

Legenda: PM= Peso molecular; HBA = aceptor de ligagdo de hidrogénio; HBD = doador de ligacdo de
hidrogénio; Log P = coeficiente de particdo octanol/agua; Log S = logaritmo de solubilidade; TPSA = &rea de
superficie polar molecular; Gl= Absorc¢do gastrointestinal; BHE= barreira hematoencefalica. Préprio Autor.

A anadlise toxicoférica dos compostos foi realizada com ferramentas capazes de
identificar os principais subestruturas quimicas relacionadas aos dados de toxicidade,
orientando assim a procura de inibidores com baixo potencial toxico (WHU & WANG, 2018).
Essa estratégia pode ajudar a minimizar falhas comuns de toxicidade nos estagios iniciais da
descoberta de medicamentos (RIM, 2020).
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O resultado da analise de toxicidade dos quassinoides e dos inibidores das enzimas
3Clpro e RdRp da SARS-CoV-2 esta representado na Tabela 5. Os dados de previsdo ndo
revelaram riscos de carcinogenicidade. Em contraste, um risco previsto de sensibilizacdo da
pele foi atribuido ao compostos, o que é um efeito adverso potencial para produtos aplicados
por via dérmica (KLEINSTREUER et al., 2018). A inducdo da sensibilizacdo cutanea pode
provocar dermatite de contato por exposi¢do topica ou mesmo quando 0S compostos Sao
administrados por via oral e posteriormente secretados por glandulas para a pele
(YOSHIZAWA; YUKI; TSUBURA, 2016).

Apenas a neosergeolida e o inibidor X77 ndo apresentaram inibi¢cdo do canal hERG,
cuja inibicdo pode levar a arritmia ventricular potencialmente fatal pelo prolongamento do
intervalo QT (PRIEST et al., 2008). Por outro lado, um risco detectado de toxicidade de Ames
e hepatotoxicidade foi previsto para X77. O teste de Ames € um teste reverso bacteriano de
curto prazo para previsdo de mutagenicidade (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Em geral,
podemos observar que a quassinoides possuem menor potencial toxicol6gico do que 0s
inibidores de SARS-CoV-2.

Tabela 5. Calculo dos parametros de toxicidade dos quassinoides e inibidores de SARS-CoV-2
3CLpro e RdRp

Parametros de toxicidade Isobruceina B Neosergeolida  Teaflavina X717

Mutagenicidade?2 - - - ¥

Carcinogenicidade? - - - -

Inibicdo da hERG? + - + -
Sensibilizacéo cutanea * + + + +
Hepatotoxicicidade! - - - +

IpKCSM 2AdmetSAR 3Pred-hERG “Pred-Skin. Proprio Autor.

A andlise de docking molecular foi realizada para verificar a conformagdo dos
quassinoides dentro dos alvos SARS-CoV-2 e as afinidades de ligacdo. Primeiro, o
procedimento de re-docking com o ligante X77 co-cristalizado no sitio de ligagdo SARS-CoV-
2 3CLpro revelou que todas as 10 orientagdes mais bem classificadas apresentaram RMSD de
atomos pesados < 2 quando comparadas com as orientacdes cristalograficas conforme (Figura
15). O protocolo de docking foi capaz de reproduzir a conformacgédo e o modo de ligacdo do
X77, validando as simulac¢des de docking molecular.
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Figura 15. Analise de redocking. Sobreposicao da estrutura cristalografica do inibidor X77 (atomos
de carbono em amarelo) e as dez orientages mais pontuadas obtidas por docking. Proprio Autor.

As simulacgdes de docking entre os quassinoides e a enzima 3CLpro revelaram que eles
se ligam ao sitio de ligacdo do receptor principalmente por ligacdo de hidrogénio (HB) e
interacdes de Van der Waals (Figura 17 e 18). Os compostos apresentaram interagfes com 0s
residuos do receptor, tais como os observados no modo de ligacdo do inibidor (Figura 16 e
Tabela 6) e, portanto, sdo capazes de interagir com a diade catalitica (His41 e Cys145) do
receptor (QAMAR et al., 2020).

A 3CLpro cataliticamente ativa € um dimero. A clivagem por 3CLpro ocorre no residuo
de glutamina do substrato via protease Cys-145 e His-41 diade na qual o tiol de cisteina
funciona como o nucleofilo no processo proteolitico (ANAND et al., 2003). As afinidades de
ligacdo previstas mostraram que, embora X77 tenha apresentado maior afinidade, os

quassinoides apresentaram valores ligeiramente inferiores em relagdo ao X77 (Tabela 6).
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Tabela 6. Predicdo de afinidade de ligacdo, energias intermoleculares e interagdes com os residuos de
aminoacidos da isobruceina B, neosergeolida e re-docking do inibidor X77 com o sitio de ligagdo do
SARS-CoV-2 3CLpro

. Energia de Van Energia ~ .
Ligantes a]::lgllldr:gs der Waals Eletrostatica Interaggt:nsi(r:]%rérllc;'gcs)lsduos it
(kcal/mol) (kcal/mol)
lsobruceina B -8.024 23019 5,308 His-41, Asn-142, Cys-145 €
Glu-166
Neosergeolida  -8.248 23.116 8630  Clu-166, Ser'lfgé Cys-145, Gln-
His-41, Met-49, Leu-141, Gly-
X717 -9.558 -38.182 -7.684 143, Cys-145, Glu-166

Proprio Autor.
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Figura 16. (A) docking molecular em 3D do X77 (4&tomos de carbono em roxo) dentro do sitio de
ligacdo da SARS-CoV-2 3CLpro, destacando as principais interages intermoleculares com residuos.
(B) Diagrama de interagdo 2D entre 0 X77 e os residuos do receptor. Proprio Autor.
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Figura 17. (A) docking molecular em 3D da isobruceina B (4&tomos de carbono em ciano) dentro do
sitio de ligagdo da SARS-CoV-2 3CLpro, destacando as principais interagdes intermoleculares com
residuos. (B) Diagrama de interacdo da isobruceina B e os residuos do receptor. Proprio Autor.
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Figura 18. (A) docking molecular em 3D da neosergeolida (&tomos de carbono em amarelo) dentro do
sitio de ligagdo da SARS-CoV-2 3CLpro, destacando as principais interagdes intermoleculares com
residuos. (B) Diagrama de interacdo da neosergeolida e os residuos do receptor. Proprio Autor.
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As simulagdes de docking com o alvo RdRp da SARS-CoV-2 revelaram que 0s
quassinoides podem se ligar aos trifosfatos de nucleosideos (NTP) do sitio de ligacdo. Este sitio
ativo inclui o motif A (residuos 611-626), com o classico residuo de ligacao cationica bivalente
618, e motif C (residuos 753-767), com os residuos cataliticos 759-761 (GAO et al., 2020). Os
compostos isobruceina B, neosergeolida e teaflavina realizaram interagdes com esses residuos-
chave principalmente por interagdes de ligagdo de hidrogénio, Van der Waals e Pi (Figura 19-
21). A ligacdo através do tanel de RNA potencialmente blogueia o acesso de NTPs ao sitio
ativo de um lado e de RNA do outro. Sem NTPs, a replicacdo do RNA néo pode ocorrer,
bloqueando assim a replicacdo viral (POKHREL et al 2020). As afinidades de ligagdo dos
compostos com o receptor foram semelhantes quando comparadas aos valores obtidos para o

inibidor teaflavina (Tabela 7).

Tabela 7. Predicdo de afinidade de ligagdo, energias intermoleculares e interagcfes com os residuos de
aminoacidos da isobruceina B, neosergeolida e do inibidor teaflavina com o sitio de ligacdo do SARS-

CoV-2 RdRp
- Energia de Van Energia ~ .
Ligantes azgllfn?gg der Waals Eletrostatica Interaggfnsiaggc{gcs)gduos it
(kcal/mol) (kcal/mol)
. i i i Lys-551, Asp-618, Lys-798, Trp-
Isobruceina B 7.500 11.971 26.312 800 e Glu-811
. i i i Arg-553, Asp-618, Tyr-619, Lys-
Neosergeolida 7.388 21.629 17.490 621, Asp-761,
Teaflavina  -7.671 8.245 52988 Arg-953, Asp-618, Asp-623, Asp-

760, Asp-761 e Lys-798

Proprio Autor.
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Figura 19. A) docking molecular 3D da isobruceina B (&tomos de carbono em ciano) dentro do sitio
de ligacdo da SARS-CoV-2 destacando as principais interagdes intermoleculares com residuos. (B)
Diagrama de interacdo da isobruceina B e os residuos do receptor. Proprio Autor.
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Figura 20. (A) docking molecular em 3D da neosergeolida (4&tomos de carbono em amarelo) dentro do
sitio de ligagdo da SARS-CoV-2 RdRp, destacando as principais interagcdes intermoleculares com
residuos. (B) Diagrama de interacdo da neosergeolida e os residuos do receptor. Proprio Autor.
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Figura 21. (A) docking molecular em 3D da teaflavina (d&tomos de carbono em cinza) dentro do sitio
de ligacdo da SARS-CoV-2 RdRp, destacando as principais interagdes intermoleculares com residuos.
(B) Diagrama de interacédo da teaflavina e os residuos do receptor. Proprio Autor.

O docking molecular, incluindo varios outros experimentos in silico, tornou-se uma
ferramenta essencial para o planejamento e desenvolvimento de medicamentos para varias
doencas. Uma série de avaliagbes comparativas de programas de docagem realizados nos
ultimos anos indicaram que 0s programas, assim como o método de docking molecular, podem
gerar formas de ligacdo semelhantes as ja determinadas experimentalmente e que ja foram
publicadas na literatura (ZAHEER-UL-HAQ et al., 2010).

Os resultados das simulacdes de docking molecular neste trabalho mostrarm a
capacidade dos quassinoides de interagir com os principais residuos de aminoacidos em alvos
da SARS-CoV-2, revelando o potencial da isobruceina B e neosergeolida como possiveis
inibidores das proteinas 3CLpro e RdRp da SARS-CoV-2.

Hasan e colaboradores (2020) realizaram um estudo de docking molecular com a
proteina 3CLpro do SARS-CoV-2 com 12 javanicinas, que sao quassinoides encontrados nas
espécies Picrasma javanica da familia Simaroubaceae. O quassinoide Javanicina G mostrou a
maior afinidade para SARS-CoV-2 3CLpro com uma energia de ligacao de -8,2 kcal/mol. Esse
resultado encontrado por esses autores corrobora o resultado encontrado para neosergeolida e

proteina 3CLpro, na qual neosergeolida também apresentou afinidade de -8,248 kcal/mol.
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Em outro estudo Hasan e colaboradores (2020) relataram a interacdo de 7
javanicolideos, quassinoides encontrados em Brucea javanica com 3CLpro. Javanicolide B
apresentou maior afinidade para 3CLpro com energia de ligacéo de -7,9 kcal/mol.

Peele e colaboradores (2020) avaliaram alguns compostos antimalaricos de origem
natural para a enzima 3CLpro SARS-CoV-2. No estudo, os antimaléaricos quinina, primaquina,
atovaquona, artesunato e proguanil apresentaram valores de afinidade de ligagdo -6,508
kcal/mol, -6,361 kcal/mol, -5,493 kcal/mol, -4,862 kcal/mol e -4,842 kcal/mol,
respectivamente. Esses valores sugerem que esses antimalaricos possuem uma menor afinidade
por pelo sitio de ligacdo da enzima 3CLpro ao contrario dos quassinoides isobruceina B e
neosergeolida que mostraram uma maior afinidade pelo sitio com valores de afinidade de
ligacdo de -8,024kcal/mol e -8,248 kcal/mol para este alvo.

Guedes e colaboradores (2021) avaliaram o reposicionamento de medicamentos usando
os alvos 3CLpro e RdRp. Esses farmacos j& sdo usados na pratica clinica e foram analisados
contra os alvos mencionados acima. Alguns desses farmacos apresentaram um valor de
afinidade de ligacdo para 3CLpro e RdRp inferior aos dos quassinoides estudados neste
trabalho, tendo em vista que quanto mais negativo (e mais distante de zero) o valor de AG®,
mais afinidade o ligante tem para o alvo. Alguns medicamentos antimalaricos, como
cloroquina, hidroxicloroquina e mefloquina, tiveram valores de -8,06 kcal/mol, -7,83 kcal/mol
e -7,46 kcal/mol, respectivamente para o alvo 3CLpro. Em contraste, a neosergeolida
apresentou uma maior afinidade com um valor de -8,248 kcal/mol para 0 mesmo alvo. A
isobruceina B teve afinidade maior que os valores mostrados pela hidroxicloroguina e
mefloquina, e um valor préximo ao valor da cloroquina com um valor de afinidade de ligacdo
de -8,024 kcal/mol.

Quanto ao alvo RdRp no mesmo estudo de Guedes e colaboradores (2021), os valores
de afinidade de ligacdo para os farmacos cloroquina, hidroxicloroquina e mefloquina foram -
7,49 kcal/mol, -7,42 kcal/mol e -7,03 kcal/mol, respectivamente. A isobruceina B apresentou
um valor de afinidade de ligacao de -7.500 kcal/mol, ligeiramente superior aos da cloroquina e
da hidroxicloroquina, e uma afinidade de ligacdo mais alta para o alvo RdRp do que a
mefloquina. Para este alvo, a neosergeolida teve afinidade um pouco inferior ao da cloroquina

e hidroxicloroquina e superior ao valor da mefloquina (-7,388 kcal/mol).
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4. CONCLUSAO

Utilizando a técnica de qRMN, que até agora ndo havia sido utilizada para os
quassinoides da espécie P. sprucei, foi possivel quantifica-los na fracdo F2-F3. Foi possivel
observar por meio da quantificacdo por gGRMN que o quassinoide neosergeolida estava presente
em maior quantidade em relacdo a isobruceina B.

Os resultados in silico sugerem que os quassindides isobruceina B e neosergeolida sdo
pontos de partida interessantes para a obtencdo de novos inibidores de SARS-CoV-2 com
potencial terapéutico no tratamento de COVID- 19.

Este é o primeiro estudo de quassinoides de P. sprucei (por docking molecular) a
proteinas-chave do SARS-CoV-2 que desempenham um papel importante na inibicdo da
replicacdo do virus. Assim, esses dois quassinoides podem desempenhar um papel essencial
como inibidores de SARS-CoV-2 3CLpro e RdRp. Analises in vitro e in vivo Sdo necessarias
para corroborar os resultados de docking relatados e a correta otimizacao dessas substancias.

O conhecimento obtido neste estudo pode ser essencial para explorar e desenvolver
novos candidatos a agentes terapéuticos naturais contra a COVID-19. Além disso, também é
fundamental que investigue-se os riscos de P. sprucei como fitomedicamento para uso contra
COVID-19.
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gNMR quantification and in silico analysis of isobrucein B and neosergeolide from
Picrolemma sprucei as potential inhibitors of SARS-CoV-2 protease (3CLpro) and
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) and pharmacokinetic and toxicological
properties

Quantificacdo por gRMN e analise in silico de isobruceina B e neosergeolida de Picrolemma sprucei
como potenciais inibidores de protease SARS-CoV-2 (3CLpro) e RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) e propriedades farmacocinéticas e toxicologicas

Cuantificacién por gNMR y analisis in silico de isobruceina B y neosergeolida de Picrolemma
sprucei como inhibidores potenciales de la proteasa del SARS-CoV-2 (3CLpro) y la ARN

polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y propiedades farmacocinéticas y toxicologicas
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Abstract

Obijective: To quantify the quassinoids of P. sprucei, a medicinal plant that is native to the Amazon region, using qgNMR
and investigate the inhibitory potential of isobrucein B and neosergeolide on the 3CLpro and RdRp targets of SARS-
CoV-2 through in silico approaches. Methods: the quantification was performed in a fraction (F2-F3) enriched with the
quassinoids isobrucein B and neosergeolide using the PULCON method. In silico assays were performed using
molecular docking to assess interactions and binding affinity between neosergeolide and isobrucein B ligands with
SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp targets, and online servers were used to estimate pharmacokinetic and toxicity. Results:
It was possible to determine the quantity of the two quassinoids isobrucein B and neosergeolide in the F2-F3 fraction
(769.6 mg), which were present in significant amounts in the PsMeOH extract (5.46%). The results of the docking
analysis, based on the crystallized structures of RdRp and 3CLpro, indicated that isobrucein B and neosergeolide are
potential inhibitors of the two proteins evaluated, as well as showing the importance of hydrogen bonding and pi ()
interactions for the active sites foreseen for each target. Conclusion: The results suggest that P. sprucei quassinoids may
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interact with 3CLpro and RdRp targets. In vitro and in vivo experiments are needed to confirm the results of molecular
docking and investigate the risks of using P. sprucei as a medicinal plant against COVID-19.
Keywords: Quassinoids; Caferana; Molecular Docking; gNMR; SARS-CoV-2.

Resumo

Objetivo: Quantificar os quassindides de P. sprucei, uma planta medicinal nativa da regido amazonica, usando qRMN
e investigar, o potencial inibitério da isobruceina B e neosergeolida nos alvos 3CLpro e RdRp da SARS-CoV-2 por
meio de abordagens in silico. Métodos: a quantificacdo foi realizada em uma fragdo (F2-F3) enriquecida com 0s
quassinoides isobruceina B e neosergeolida pelo método PULCON. Os ensaios in silico foram realizados por meio de
docking molecular para avaliar a interagGes e afinidade de ligacdo entre os ligantes neosergeolida e isobruceina B com
os alvos 3CLpro e RdRp da SARS-CoV-2 e servidores online foram utilizados para estimar os parametros
farmacocinéticos e de toxicidade. Resultados: foi possivel determinar a quantidade em mg dos dois quassinoides
isobruceina B e neosergeolida na fracdo F2-F3 (769.6 mg), presentes em quantidades significativas no extrato PsMeOH
(5,46%). Os resultados da analise de docking, com base nas estruturas cristalizadas de RdRp e 3CLpro, indicou
isobruceina B e neosergeolida indicou que isobruceina B e neosergeolida sdo inibidores potenciais das duas proteinas
avaliadas, bem como mostrou a importancia da ligagéo de hidrogénio e interacdes pi (i) para os sitios ativos previstos
para cada alvo. Conclusdo: Os resultados sugerem que 0s quassindides de P. sprucei podem interagir com os alvos
3CLpro e RdRp. Experimentos in vitro e in vivo sdo necessarios para confirmar os resultados de docking molecular e
investigar os riscos de P. sprucei como planta medicinal contra a COVID-19.

Palavras-chave: Quassinoides; Caferana; Docking molecular; gRMN; SARS-CoV-2.

Resumen

Obijetivo: Cuantificar los cuassinoides de P. sprucei, una planta medicinal nativa de la region Amazénica, mediante
gNMR e investigar a través de enfoques in silico, el potencial inhibitorio de isobruceina B y neosergeolida sobre
objetivos 3CLpro y RdRp del SARS-CoV-2. Métodos: la cuantificacion se realizé en una fraccion (F2-F3) enriquecida
con los cuassinoides isobruceina B y neosergeolida, utilizando qRMN por el método PULCON. Se realizaron ensayos
in silico utilizando acoplamiento molecular para evaluar las interacciones y la afinidad de unién entre los ligantes de
neosergeolida e isobruceina B con objetivos de SARS-CoV-2 3CLpro y RdRp, ademas se utilizaron servidores en linea
para estimar la farmacocinética y la toxicidad. Resultados: se pudo determinar la cantidad en mg de los dos cuassinoides
isobruceina B y neosergeolida en la fraccion F2-F3 (769,6 mg), presentes en cantidades significativas en el extracto de
PsMeOH (5,46%). Los resultados del analisis de acoplamiento molecular, basados en las estructuras cristalizadas de
RdRpy 3CLpro, indicaron que isobruceina B y neosergeolida son inhibidores potenciales de las dos proteinas evaluadas,
ademas de mostrar la importancia de los enlaces de hidrogeno y las interacciones pi () para los sitios activos previstos
para cada objetivo. Conclusion: Los resultados sugieren que los cuassinoides de P. sprucei pueden interactuar con los
objetivos 3CLpro y RdRp. Se necesitan mas investigaciones y experimentos in vitro e in vivo para confirmar los
resultados del acoplamiento molecular e investigar los riesgos de P. sprucei como planta medicinal contra COVID-109.
Palabras clave: Cuassinoides; Caferana; qRMN; Acoplamiento molecular; SARS-CoV-2.

1. Introduction

The SARS-CoV-2 coronavirus pandemic emerged in Wuhan, China, with the first infections being reported in
December 2019 (COVID-19). Due to its rapid spread, by June 2021, more than 178 million cases of the disease had been
registered worldwide, and deaths already surpass three million people (World Health Organization [WHO], 2021). Representing
an unprecedented challenge, extensive research into developing new antiviral drugs for COVID-19 has identified potential targets
that play an important role in blocking viral infection (Ghahremanpour et al., 2020).

Chinese research groups have sequenced the SARS-CoV-2 genome and its hon-structural proteins (NSP), including the
spike protein, 3-chymotrypsin-like cysteine protease (3CLpro), also called the major protease (Mpro), papain-like protease
(PLpro), and RNA-dependent RNA polymerase (RARp) (Zhu et al., 2019; Morse et. al., 2020). The protein’s role is to bind the
virus to the human receptor — a metallopeptidase called angiotensin-2 converting enzyme (ACEZ2), while 3CLpro and PLpro
provide components to pack new virions of large translated viral polyproteins into the host ribosome, and finally, RdRp replicates
the SARS-CoV-2 RNA genome (Morse et al., 2020).

The 3Clpro and RdRp targets have great importance in the viral replication of SARS-CoV-2 and stand out as essential
targets in computational strategies such as molecular docking (Qamar et al., 2020; Wu et al., 2020; Das et al., 2020; Yu et al.,

2020). Molecular docking is currently being used as a powerful tool in addition to being rational and low-cost for screening new
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antiviral agents against COVID-19 and allows us to understand how these NSPs are important targets of SARS-Cov-2 and how
they will interact with ligands at the active site (Qamar et al., 2020; Wu et al., 2020; Das et al., 2020; Yu et al., 2020; Rahmatullah
et al., 2020).

Regarding ligands, drugs used against other human diseases and natural products present in medicinal plants, such as
flavonoids, and other bioactive compounds, such as quassinoids, have been used as candidates in virtual screening approaches.
(Da Silva et al., 2020; Neves et al., 2021). In addition, the quassinoids are potential candidates in virtual screening approaches
in the search for new agents against COVID-19 (Hasan et al., 2020; Qamar et al., 2020; Rahmatullah et al., 2020). Because they
do not have easy access to medicines, a large part of the world population, including indigenous tribes, quilombolas, and riverine
communities in the Amazon, resort to the use of medicinal plants, which in most cases are the only source of medicine for the
treatment or cure of diseases (Le Cointe, 1947; Da Silva et al., 2020;)

Picrolemma sprucei Hook, from the Simaroubaceae family, is a native plant of the Amazon region that is popularly
used as a medicinal plant, mainly for the treatment of malaria (Nunomura, 2006; Pohlit et al., 2009b; Ribeiro et al., 1999). It is
popularly known in Brazil as “caferana” due to its similarity to Coffea arabica L. It can be found in street markets and through
herbalists in the region and is marketed as an antimalarial and for the treatment of fevers, in the Adolpho Lisboa Municipal
Market in Manaus (Cavalcante, 1983; Thomas 1990; Ribeiro et al., 1999; Ferreira, 2000; Saraiva et.al., 2002).

The main constituents of P. sprucei are the quassinoids, which are only produced by species of this family. Quassinoids
are biodegraded triterpenes and are highly oxygenated with a wide range of biological activities. Many quassinoids exhibit a
wide range of biological activities in vitro and/or in vivo, including antiviral, antitumor, antimalarial, anti-inflammatory,
antifeedant, insecticidal, amoebicidal, antiulcer, and herbicidal activities (Guo et al., 2005).

Previous research on the roots and stems of P. sprucei resulted in the isolation of the main quassinoids of this species,
neosergeolide and isobrucein B (Moretti et al., 1982; Zukerman-schpecto &; Castellano, 1994, Vieira et al., 2000, Saraiva, 2001,
Amorim, 2009). Nunomura et al. (2006) demonstrated in vitro anthelmintic activity of isobrucein B and neosergeolide isolated
from the chloroform fraction of P. sprucei against Haemonchus contortus. This nematode parasitizes the gastrointestinal system
of sheep and other animals. Other in vitro studies report antitumor, antimalarial, anthelmintic, cytotoxic, insecticidal, and anti-
leishmanial activities of neosergeolide and isobrucein B (Fukamiya, et. al., 2005; Almeida et al., 2007; Andrade-Neto, et al.,
2007; Silva et al., 2009b).

Therefore, the present study quantified the quassinoids neosergeolide and isobrucein B of P. sprucei using NMR and
the PUIse Length-based CONcentration determination methodology (PULCON). gNMR has shown to be a less laborious and
high precision alternative in the simultaneous quantification of organic compounds in a complex mixture (Oliveira et al., 2021).
In addition, the study carried out the tracking analysis of these quassinoids using molecular docking, in order to test them as
potential inhibitors of SARS-CoV- 23CLpro and RdRp and is the first work to report this analysis of neosergeolide and isobrucein
B against COVID-19 target enzymes.

2. Methodology
2.1 Plant material

Plant material was collected in February 2018 in the Adolpho Ducke Forest Reserve in the city of Manaus, Brazil under
geographic coordinates (02° 547 48.2°" S, 59° 58’ 49.2>” W) after obtaining authorization from the Biodiversity Authorization
and Information System (SISBIO No. 46383). The botanical identification of the species as Picrolemma sprucei Hook.f. was
carried out at the National Institute for Amazonian Research (INPA) by Mariana Rabello Mesquita. The exsiccate of the plant in
the INPA herbarium is identified as 279918. Access to genetic heritage was registered (AE76F92) in the National System of

Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen).
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2.2 Plant material processing

The plant material was dried in a forced air circulation oven at 40 °C until completely dry. After drying, the material
was separated into roots, stems, leaves, and fruits. Then, the part of the plant of interest in this work, the roots, was chopped into
lengths of about 10 cm using pruning scissors and a hatchet, followed by fine grinding in a knife mill to obtain a fine powder
(302.54 g).

2.3 Preparation of the plant extract

The P. sprucei root powder (302.54 g) was subjected to cold maceration (2 weeks) with hexane (1.0 L) with the aid of
ultrasound to remove non-polar substances. This material was later extracted with methanol (1.0 L) via cold maceration. The
methanol extract of P. sprucei root powder (PsMeOH) was obtained by exhaustive cold maceration (3 weeks). The PsMeOH
was concentrated in a rotary evaporator (Fisatom® 801) at a temperature of 40 °C to remove all the solvent. After the complete

drying of the PsMeoH extract, it was weighed to calculate the percentage of yield.

2.4 Phytochemical study

To obtain a fraction that was enriched in the constituents of interest (the quassinoids neosergeolide and isobrucein B),
the dry crude methanolic extract was subjected to fractionation in classical column chromatography. The solvents used for the
fractionation of the PsMeOH extract (10.43 g) were chloroform (CHClI3) and methanol (MeOH) in a volume of 400 mL of the
solvents in the following proportions: F1 (100% CHCIs); F2 (97:3 CHCIs/MeOH); F3 (95:5 CHCIs/MeOH); F3 (90:10
CHCIls/MeOH); F5 (80:20 CHCIs/MeOH) and F6 (100% MeOH).

2.5 Analysis of fractions obtained from fractionation of PsMeOH extract by mass spectrometry (MS)

The spectrometry analyses of the fractions obtained from the fractionation of the PsMeOH extract were carried out at
the Multidisciplinary Support Center — Analytical Center — CAM, located at the Federal University of Amazonas. The mass
spectra were obtained by analysis in a triple-quadrupole spectrometer, (model TSQ Quantum Access Thermo scientific),
equipped with an atmospheric pressure chemical ionization (APCI) chamber. For the analysis, 30 pL of each fraction was
pipetted (filtered) and transferred to Eppendorf tubes and diluted in 1000 uL MeOH; this procedure was performed for the six
samples. After this procedure, the samples were injected into the mass spectrometer with the APCI source in positive acquisition

mode in a mass range (m/z) of 100-1000 Da. The obtained spectra were analyzed using Xcalibur® 2.0.7 software.

2.6 ldentification and quantification of quassinoids via the PULCON method

The nuclear magnetic resonance (NMR) experiments were carried out at the Nuclear Magnetic Resonance Laboratory
(NMRLab) of the Analytical Center (CA) of the Federal University of Amazonas (UFAM). One-dimensional (*H, *C, and
DEPT135) and two-dimensional (COSY, HSQC, and HMBC) NMR spectra were obtained in a nuclear magnetic resonance
spectrometer (Bruker Avance 111 HD, 500.13 MHz for H and 125.8 MHz for **C, BBFO Plus SmartProbe™). Chemical shifts
were expressed in ppm (3) and coupling constants (J) were recorded in (Hz). The TopSpin 4.1 program was used to manipulate
the NMR spectra.

The gNMR of the quassinoid fraction based on the PULCON method was evaluated using the ERETIC2 (Electronic

Referencing to Access In Vivo Concentrations) tool in TopSpin 4.1 software (Tyburn & Coutant, 2016). The pulse sequence
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used was the zg90, with time-domain data points (TD) of 64 k, spectral width (SWH) of 10 kHz, relaxation delay (D1) of 20.7
seconds, acquisition time (AQ) of 3.27 seconds, 16 scan numbers (NS) with DS of 2, decomposition resolution of 0.30 Hz,
receiver gain constant at 32 with offset frequency set to 3088, 30 Hz. The calibration pulse (P1 10.313 us) was generated with
PLW9 of 7.183.10-5 W. The estimated value of D1 (20.7 s) was seven times the value of T1 for the isobrucein B quassinoid
signal (6.03 ppm). Baselines and phases of the samples’ 1H NMR spectra were automatically corrected using TopSpin 4.1.

The quantification of the quassinoid fraction was performed in triplicate and consisted of preparing an aliquot (10.1 mg)
solubilized in 550 pL of MeOD with TMS as a reference standard (0.0 ppm). The lengths of the 90° pulse were 10.313 ps of the
signals of neosergeolide (5 5.75) and isobrucein (5 6.03) and were quantified using the PULCON method. The standard quinine
solution (98.0% purity) was prepared (n=3) in concentrations of 13.66 mM in CD3;0D, with TMS as an internal reference (0.0
ppm). The lengths of the 90° pulse were 9.976 us of the doublet in 8.65 ppm of quinine. The longitudinal relaxation constant
(T1) of the hydrogens of each of the two quassinoids and the quinine to be quantified were determined using the inversion

recovery experiment (t1irld). The measured acquisitions of quinine were 17.11 s (> 7xT1).

2.7 Molecular docking studies of quassinoids and targets of SARS-CoV-2
2.7.1 Chemical structures

The 2D structures of isobrucein B and neosergeolide were drawn on Chemdraw Ultra v.12.0. The structure’s SMILES
were obtained using the interface of the website http://swissadme.ch/. The 2D structures were imported to Discovery Studio
Visualizer v.20 for the obtention of the 3D structures. The same procedure was done for the SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp

inhibitors, namely X77 and theaflavin, respectively.

2.7.2 Pharmacokinetic predictions

The pharmacokinetic properties and drug-likeness predictions of the quassinoids were performed using SwissADME
(Daina et al, 2017) from the structure’s SMILES. Predictions included an evaluation of the following parameters: Lipinski’s rule
of five (molecular weight — MW; hydrogen bond acceptor - HBA; hydrogen bond donor - HBD; and octanol/water partition
coefficient - LogP) and several other parameters/properties such as molecular polar surface area (TPSA), logarithm of solubility
(LogS), gastrointestinal (GI) absorption, and blood-brain barrier (BBB) permeation. The same calculations were performed with

X77 and theaflavin to compare the pharmacokinetic predictions with the SARS-CoV-2 inhibitors.

2.7.3 Toxicity predictions

The compound’s toxicity was predicted using the pPKCSM (Pires et al., 2015), AdmetSAR (Cheng et al., 2012), Pred-
hERG (Braga et al., 2015), and Pred-Skin (Braga et al., 2017) computational tools based on the structure’s SMILES. For this
purpose, several toxicological parameters were considered, namely Ames toxicity, carcinogenicity, hERG inhibition, skin
sensitization, and hepatotoxicity. The results were expressed as "-" for non-detected or "+" for detected risk. The same

calculations were performed with X77 and theaflavin.

2.7.4 Docking simulations - Ligand preparation
The 3D structures obtained for the compounds were subjected to geometry optimization by the Dreiding-like forcefield

(Hahn, 1995) method in Discovery Studio Visualizer v.20, and the results were saved in Protein Data Bank (PDB) format.

2.7.5 Protein preparation
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The 3D crystal structures of the SARS-CoV-2 3CLpro (PDB: 6W63) and RdRp (PDB: 6M71) were retrieved from
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) (http://www.rcsb.org) in PDB format.
These structures were prepared using Discovery Studio Visualizer v.20 tools. Water molecules and bound ligands were removed,
polar hydrogens and Kollman charges were added, and the non-polar hydrogens were merged, and the results were saved in PDB

format. Pymol v.2.3.4. was then used to visualize the docking results.

2.7.6 Docking calculations

Docking simulations of compounds with SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp structures were performed using the
DockThor server. For 3CLpro, the grid box was centered at x = -20.810, y = 19.141 and z = -29.186, with x =24 A, y =24 A
and z = 24 A size. For RdRp, the grid box was centered at the x = 117.382, y = 111.853 and z = 121.073, with x = 24 A, y = 24
A and z = 24 A size. The most energetically favorable conformations were selected for the analysis. The advanced options were
maintained as default. The docking protocol was validated by redocking the ligand X77 complexed with the 3CLpro structure.
Validation was considered successful if the 10 top-ranked redocked orientations showed heavy atom RMSD values < 2.0 when
compared with crystallographic orientation. Due to the lack of models with ligands for RdRp in the RCSB PDB, only the 3CLpro

was tested for redocking.

2.8 Statistical analysis
The quantitative NMR data value were compared using the T-test for single comparison and ANOVA (one-way) with
a Tukey test (95 % confidence) for multiple comparison using the Minitab® 18.1 program (State College, PA, USA), for which

the results were expressed as mean + standard deviation.

3. Results and Discussion

After the complete drying of the PsMeOH extract, its weight was 10.4g with a yield of 3.4% for the mass of plant
material (302.54 g). The spectrometric analysis (Figure 1) of the fractions obtained from the extract fractionation column revealed
ions referring to the quassinoids isobrucein B at m/z 481 ([M+H]*) and neosergeolide at m/z 505 ([M+H]*) only in fractions F2
and F3. Saraiva (2001) and Amorim (2009) isolated the same known quassinoids from the root of P. sprucei for the species
under study. Figure 2 presents the fragmentation spectrum (MS/MS) of isobrucein B, and Figure 3 shows the fragmentation

spectrum (MS/MS) of neosergeolide, which corroborates the results described by Pohlit (2009). By presenting the profiles in

similar mass spectra, the F2 and F3 fractions were pooled, resulting in a weight of 0.7696 g.
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Figure 1. Mass spectra of fractions F2 and F3 from the fractionation column of the PsMeOH extract.
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Figure 2. MS/MS spectrum of ion m/z 481 ([M+H]"), isobrucein B, present in fractions F2 and F3.
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The PULCON method correlates absolute intensities of two different spectra and using the principle of reciprocity,

which indicates that pulse lengths are inversely proportional to the intensity of the NMR signal, and the analyte concentration is

determined (Burton et al, 2005).

The quantitative data obtained by PULCON of the F2-F3 fraction (769.6 mg) with the quassinoids isobrucein B-

neosergeolide (Figure 4) enabled the analysis of the proportion of the quassinoids neosergeolide (8 5.75) and isobrucein B (5 6

.03), and it was possible to observe the ratio of 55.9:44.1, respectively. A relative concentration was used as a function of a

known compound to determine the mass of each quassinoid in the total mass. Table 1 shows the mass of each quassinoid

considering the total mass of the F2-F3 fraction.

Figure 4. Quantitative *H NMR spectrum of replica 1 of the isobrucein B-neosergeolide-mixture. Quantification by gNMR was

performed for signals 6 5.75 (neosergeolide) and & 6.03 (isobrucein).
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Table 1. Mass of each of the quassinoids present in the F2-F3 fraction and the PsMeOH extract.

Compounds Conc. (mg/mL) Conc. (mM) Fraction F2-F3 (%) PsMeOH extract (%)

Neosergeolide 7.59+0.1582 15.06+0.817 32.714£2.232 3.05+0.062

Isobrucein B 6.01+0.41b 12.51+0.84° 41.35+0.84b 2.41+0.16°
Other compounds 4.76+0.49¢ - 25.94+2.69¢ 1.91+0.20¢

Values with the same letter in the same column are not significantly different (p < 0.05). Source: Authors (2021).

The quantitative analysis of quassinoids in root-based teas carried out by Nunomura et.al. (2012) provided results
different from those presented in this work since ours showed a higher concentration of isobrucein B than neosergeolide.
However, it should be considered that since isobrucein B is more polar than neosergeolide, it is possibly better extracted by using
water as a solvent. The quantification showed the quassinoids as the most representative compounds present in the PsMeOH
extract of the P. sprucei roots since the percentage of the two quassinoids adds up to 5.46% of the total mass (10.4 g) of the
PsMeOH extract.

Considering that the quassinoids present in the species are potentially active for several biological activities, a theoretical
study of these compounds against the proteins of SARS-CoV-2 was carried out. However, being highly bioactive is not a good
enough criterion to qualify the compound as a good candidate (Guan et al., 2019). A better pharmacokinetic profile is extremely
important for a novel compound examined in the process of drug/drug-like compound discovery. Hence, it is imperative to
evaluate the ADMET profile of new compounds earlier to avoid a possible waste of time/resources (Shou, 2020).

The ADMET analysis results revealed the physicochemical properties of the quassinoids and the SARS-CoV-2 3CLpro
and RdRp inhibitors, as represented in Table 2. According to Lipinski’s rule of five (Lipinski et al., 2001), most of the compounds
followed the rules by causing no more than one violation. That is to say, the MW, HBA, HBD, and LogP are within the acceptable
range. However, the quassinoids were predicted as having low Gl absorption, and thus not good in an orally bioavailable sense,
and this may be due to its polar character (LogS and TPSA calculated). Only X77 was predicted as having high Gl absorption.
On the other hand, none of the compounds were predicted to have BBB permeation. In general, the quassinoids and the SARS-

CoV-2 inhibitors possess a good pharmacokinetic profile.

Table 2. Calculated ADME parameters of the quassinoids and SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp inhibitors.

Pharmacokinetic

parameters Isobrucein B Neosergeolide Theaflavin X77
MW (g/mol) 480.46 504.48 564.49 459.58
HBA 11 11 12 4
HBD 3 2 9 2
LogP -0.34 0.81 131 3.88
TS ve(uowio)  NoGvomon)  NoGuoon 1=
Log S -0.77 136 -4.22 7.74
TPSA (A?) 165.89 154.89 217.60 9098
Gl absorption Low Low Low High
BBB permeation No No No No

Key: MW = molecular weight; HBA = hydrogen bond acceptor; HBD = hydrogen bond donor; Log P = octanol/water partition coefficient;
Log S = logarithm of solubility; TPSA = Topological polar surface area; Gl= Gastrointestinal absorption; BBB= blood-brain barrier.
Source: Authors (2021).
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The toxicophorical analysis of the compounds was performed with tools that are capable of identifying the main
chemical substructures related to toxicity data, thus guiding the design of inhibitors with low toxic potential (Whu & Wang,
2018). This strategy intends to minimize common toxicity failures in the early stages of drug discovery (Rim, 2020). The result
of the toxicity analysis of the quassinoids and the SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp inhibitors is represented in Table 3. Prediction
data revealed no risks regarding carcinogenicity. In contrast, a predicted risk of skin sensitization was attributed to the
compounds, which is a potential adverse effect for dermally applied products (Kleinstreuer et al., 2018). Only Neosergeolide
and X77 were predicted as non-inhibitors of the hERG channel, for which inhibition may lead to ventricular arrhythmia (Priest
et al., 2008). On the other hand, a detected risk of Ames toxicity and hepatoxicity was predicted for X77. The Ames test is a
short-term bacterial reverse test for mutagenicity prediction (Mortelmans & Zeiger, 2000). In general, we can observe that the

quassinoids possess lower toxicological potential than the SARS-CoV-2 inhibitors.

Table 3. Calculated toxicity parameters of the quassinoids and SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp inhibitors.

Toxicity parameter Isobrucein B Neosergeolide Theaflavin X77

Ames toxicity!2 - - - +

Carcinogenicity? - - - -

hERG inhibition3 + - + -
Skin sensitization* + + n ¥
Hepatotoxicity! - - - +

1pKCSM 2AdmetSAR 3Pred-hERG *Pred-Skin. Source: Authors (2021).

Molecular docking analysis were performed to verify the conformation of the quassinoids within SARS-CoV-2 targets
and the binding affinities. First, the redocking procedure with the ligand X77 complexed in SARS-CoV-2 3CLpro binding site
revealed that all the 10-top ranked orientations presented heavy atoms RMSD < 2 when compared with the crystallographic
conformation (Figure 5). The docking protocol was able to reproduce the conformation and the binding mode of X77, thus

validating our docking simulations.

Figure 5. Superimposition of the crystallographic structure of X77 (carbon atoms in yellow) and the ten top-scored orientations

obtained by docking.

Source: Authors (2021).

Docking simulations between the compounds and SARS-CoV-2 3CLpro revealed that they bind at the receptor-binding
pocket mainly by hydrogen bond (HB) and VVan der Waals interactions (Figure 7 and 8). The compounds presented interactions

with the receptor residues such as those observed in the inhibitor’s binding mode (Figure 6 and Table 4) and are thus capable of
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interacting with the catalytic dyad (His41 and Cys145) of the receptor (Qamar et al., 2020). The catalytically active 3CLpro is a
dimer. Cleavage by 3CLpro occurs in the glutamine residue of the substrate via the protease Cys-145 and His-41 dyad in which
the cysteine thiol functions as the nucleophile in the proteolytic process (Anand et al., 2003). Predicted binding affinities showed

that, although X77 presented the stronger affinity, the quassinoids showed similar values compared to X77 (Table 4).

Table 4. Predicted binding affinity, intermolecular energies, and key interacting receptor residues of docked poses of isobrucein

B, neosergeolide and redocked pose of X77 within SARS-CoV-2 3CLpro binding site.

Ligand Affinity Van der Waals energy  Electrostatic energy Key interacting
g (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) residues
Isobrucein B -8.024 -23.019 -5.398 His-41, Asn-142, Cys-145 and Glu-166
Neosergeolide -8.248 -23.116 -8.630 Glu-166, Ser-144, Cys-145, GIn-189
77 9558 38182 7684 His-41, Met-49, ngl-ul_ﬁéely-143, Cys-145,

Source: Authors (2021).

Figure 6. (A) 3D docking model of X77 (carbon atoms in purple) within the SARS-CoV-2 3CLpro binding site, highlighting
the main intermolecular interactions with residues. (B) 2D interaction diagram between the X77 and receptor residues.
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Figure 7. (A) 3D docking model of isobrucein B (carbon atoms in cyan) within the SARS-CoV-2 3CLpro binding site,

highlighting the main intermolecular interactions with residues. (B) 2D interaction diagram between the isobrucein B and
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Figure 8. (A) 3D docking model of neosergeolide (carbon atoms in yellow) within SARS-CoV-2 3CLpro binding site,

highlighting the main intermolecular interactions with residues. (B) 2D interaction diagram between the neosergeolide and
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Docking simulations with SARS-CoV-2 RdRp revealed that the quassinoids may bind at the nucleoside triphosphates
(NTP) binding pocket. This active site includes motif A (residues 611-626), with the classic divalent cation-binding residue 618,
and motif C (residues 753-767), with the catalytic residues 759-761 (Gao et al., 2020). The compounds isobrucein B,
neosergeolide and theaflavin performed interactions with these key residues mainly by HB, Van der Waals, and Pi interactions
(Figure 9-11). The binding across the RNA tunnel potentially blocks the access of NTPs to the active site on one side and of
RNA on the other. Without NTPs, RNA replication cannot occur, thus blocking viral replication (Pokhrel et al 2020). The binding

affinities of the compounds with the receptor were similar when compared to the values obtained for theaflavin (Table 5).

Table 5. Predicted binding affinity, intermolecular energies, and key interacting receptor residues of docked poses of isobrucein
B, neosergeolide and theaflavin within the SARS-CoV-2 RdRp binding site.

Ligand Affinity Van der Waals energy Electrostatic energy Key interacting
9 (kcal/mal) (kcal/mol) (kcal/mol) residues
Isobrucein B -7.500 -11.971 -26.312 Lys-551, Asp-618, Lys-798, Trp-800 and Glu-811
Neosergeolide -7.388 -21.629 -17.490 Arg-553, Asp-618, Tyr-619, Lys-621, Asp-761,
theaflavin 7671 -8.245 52088 Arg-553, Asp-618, Asp-623, Asp-760, Asp-761
and Lys-798

Source: Authors (2021).
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Figure 9. (A) 3D docking model of isobrucein B (carbon atoms in cyan) within the SARS-CoV-2 RdRp binding site, highlighting

the main intermolecular interactions with residues. (B) 2D interaction diagram between isobrucein B and the receptor residues.
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Figure 10. (A) 3D docking model of neosergeolide (carbon atoms in yellow) within the SARS-CoV-2 RdRp binding site,
highlighting the main intermolecular interactions with residues. (B) 2D interaction diagram between neosergeolide and the
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Figure 11. (A) 3D docking model of theaflavin (carbon atoms in gray) within the SARS-CoV-2 RdRp binding site, highlighting

the main intermolecular interactions with the residues. (B) 2D interaction diagram between theaflavin and the receptor residues.
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Molecular modeling, including several in silico experiments, has become an essential tool for the planning and
development of drugs for various diseases. A series of comparative evaluations of docking programs carried out over the past
few years have indicated that the programs, as well as the molecular docking method, can generate binding forms that are like
those already experimentally determined and that have already been published in the literature (Zaheer-ul-haq et al., 2010).
The results of the molecular docking simulations in this work propose the quassinoids’ capacity to interact with key amino acids
residues in SARS-CoV-2 targets, which shows the potential of isobrucein B and neosergeolide as possible inhibitors of the
SARS-CoV-2 target proteins 3CLpro and RdRp.Few molecular docking studies using quassinoids and SARS-Cov-2 have been
reported, and no studies using quassinoids from P. sprucei and SARS-CoV-2 have been reported yet. Some studies have shown
that compounds of natural origin have potential SARS-CoV-2 inhibitors.

Rahmatullah et al. (2020) carried out a molecular docking study with the 3CLpro protein from SARS-CoV-2 with 12
Javanicins, which are quassinoids found in the Picrasma javanica species from the Simaroubaceae family. The quassinoid
Javanicin G showed the greatest affinity for SARS-CoV-2 3CLpro with a binding energy of -8.2 kcal/mol. This result found by
these authors corroborates the result found for neosergeolide and 3CLpro protein, in which neosergeolide also presented an
affinity of -8.248 kcal/mol.

Hasan et al. (2020) reported the interaction of 7 quassinoid javanicolides found in Brucea javanica with 3CLpro.
Javanicolide B showed a higher affinity for 3CLpro with a binding energy of -7.9 kcal/mol. Pele et al. (2020) evaluated some
antimalarial compounds of natural origin for SARS-CoV-2 3CLpro. In the study, the following antimalarials quinine,
primaquine, atovaquone, artesunate, and proguanil presented binding affinity values -6.508 kcal/mol, -6.361 kcal/mol, -5.493
kcal/mol, -4.862 kcal/mol, and -4.842 kcal /mol, respectively. These values are lower than the quassinoids isobrucein B and

neosergeolide, for which the binding affinity value was -8.024kcal/mol and -8.248 kcal/mol for this target.
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Guedes et al. (2021) evaluated the repositioning of drugs using the SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp targets. These
drugs are already used in clinical practice and were analyzed against the SARS-CoV-2 targets mentioned above. Some of these
drugs had a binding affinity value for 3Clpro and RdRp that was lower than the quassinoids studied in this work, bearing in mind
that the more negative (and further from zero) the value of AG’°, the more affinity the ligand has for the target. Some antimalarial
drugs, such as chloroquine, hydroxychloroquine, and mefloquine, had values of -8.06 kcal/mol, -7.83 kcal/mol, and -7.46
kcal/mol, respectively for the 3CLpro target. In contrast, the quassinoid neosergeolide showed a higher affinity with a value of -
8.248 kcal/mol for the same target. Isobrucein B had greater affinity than the values shown by hydroxychloroquine and
mefloquine, and a value close to the value of chloroquine with a binding affinity value of -8.024 kcal/mol.

As for the RdRp target of SARS-CoV-2 in the same study by Guedes et al. (2021), the binding affinity values for the
drugs chloroquine, hydroxychloroquine, and mefloquine were -7.49 kcal/mol, -7.42 kcal/mol, and -7.03 kcal/mol, respectively.
Isobrucein B had a binding affinity value of -7.500 kcal/mol, slightly higher than those of chloroquine and hydroxychloroquine,
and a higher binding affinity for the RdRp target than mefloquine. For this target, the quassinoid neosergeolide had an affinity
value a little lower than that of chloroquine and hydroxychloroquine and greater than the value of mefloquine, with a binding
affinity of -7.388 kcal/mol.

4. Conclusion

Using the gNMR technique, which until now had not been used for the quassinoids of the species P. sprucei, it was
possible to quantify them in the F2-F3 fraction. The in silico results suggest that the quassinoids isobrucein B and neosergeolide
are interesting starting points for obtaining novel SARS-CoV-2 inhibitors with therapeutical potential in the treatment of COVID-
19. This is the first study of the binding of P. sprucei quassinoids (by molecular docking) to key proteins of SARS-CoV-2 that
play an important role in inhibiting virus replication. Thus, these two quassinoids may play an essential role as inhibitors of
SARS-CoV-2 3CLpro and RdRp.

Analyses in vitro and in vivo are needed to corroborate the reported docking results and the proper application and
further optimization of these substances. The knowledge obtained in this study may be essential for exploring and developing
new candidates for natural therapeutic agents against COVID-19. Furthermore, it is also fundamental that we investigate the
risks of P. sprucei as a phytomedicine for use against COVID-19.
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