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ENZIMATICA DA PROTEASE M™°DO SARS-COV- 2: um estudo in vitro
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RESUMO

O SARS-COV-2 promove infecgdes respiratorias em seres humanos, afetando principalmente os grupos vulneraveis, no
qual possui uma maior taxa de mortalidade. Uma vez que nao hd um farmaco eficaz que seja capaz de conter a infeccao,
evidencia-se, entdo, a importancia de obtencdo de novas estratégias que visem o controle do agente infeccioso, de forma
segura e ndo toxica ao paciente. A enzima M, nesse contexto, consiste numa protease chave porque realiza a clivagem
de poliproteinas cruciais para o desenvolvimento do virus, sendo que uma possivel inibi¢do dessa enzima ¢ capaz de
parar a progressao da infec¢do. As plantas, por serem de facil obtengdo, baixo custo ¢ produzirem metabdlitos
secundarios bioativos, se tornaram alvo de estudos para a obtencdo de inibidores de proteases. Nesse contexto, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a agdo inibitéria in vitro dos extratos aquosos e etandlicos de Crassula
Ovata sobre a atividade proteolitica da MP™. O extrato aquoso, nesse sentido, apresentou relevante inibigao, com ICs= e
357,6 = 25,9, enquanto o extrato alcodlico apresentou IC,,de 156,7 + 20,7.
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1. INTRODUCAO

Em 2019, eclodiu em Wuhan, na China, o novo Coronavirus, atualmente denominado como
sindrome respiratéria aguda grave de Coronavirus (SARS-CoV-2). Com potencial de gerar doenca
respiratoria aguda grave em aproximadamente 15% dos individuos infectados e letalidade em 4%
dos casos, a doenga, em status pandémico, tem maiores efeitos dentro dos grupos vulneraveis
(idosos ou imunocomprometidos) e portadores doengas subjacentes. Nesses casos, esse percentual
se eleva e a infec¢do se torna mais letal ( BANERIJEE et al., 2020).

O agente causador da COVID-19 ¢ o SARS-CoV-2, um virus de RNA de fita simples (+
ssSRNA) pertencente a familia Coronaviridae com capacidade de se espalhar entre humanos e
animais (MACNAUGHTON e MADGE 1978). Depois da entrada do virus na célula, a infecgao
progride para a tradu¢do do RNA viral em duas poliproteinas ppla e pplab (CITARELLA et al.,
2021). Essas poliproteinas, no entanto, precisam ser processadas, papel executado pela protease
principal do agente infeccioso, também chamada de M".O estudo de compostos bioativos em
espécies vegetais, nesse sentido, se tornou a principal e mais promissora fonte de novas moléculas
de interesse clinico com potencial para inibicdo de proteases (OLIVEIRA et al. 2008). As plantas,
nesse contexto, sdo importantes porque fornecem uma grande variedade de substancias capazes de
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auxiliar na resolu¢do de muitos enigmas de uma série doencas virais (GANJHU et al, 2015). E tendo
em vista a presenca dessas substancias, ¢ que se justifica o respectivo trabalho, que sera avaliar se

extratos de Crassula Ovata possuem potencial de inibi¢ao sobre a atividade dessa enzima.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. MP™

A enzima MP™ ¢ uma cisteino- protease com capacidade de clivar as poliproteinas produzidas
pelo virus (DAI et al, 2020). Esse processo permite o surgimento de 12 proteinas ndo estruturais
(Nsp4-Nspl6), incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp, Nspl2) e a helicase
(Nsp13) (ZHANG et al, 2020). A enzima, entdo, libera proteinas virais funcionais e corresponde a
uma pec¢a chave para a replicacdo do virus. Um bloqueio da MP™®, nesse contexto, iria parar a
continuidade da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 (ADEM, et al. 2020).

Apesar de a vacinacdo contra Covid-19 ter avangado em varios paises do mundo, inclusive
no Brasil, ainda ha uma preocupacdao para o desenvolvimento de um medicamento que evite a
evolucdo para a forma grave da doenca. Isso advém do fato de que a protecdo contra a infecgdo
reduz a medida que o nivel de anticorpos séricos diminui alguns meses apos a ultima dose
(MOHAMED, et al. 2022). Ao mesmo tempo, a circulagdo de variantes altamente transmissiveis,
como Delta e Omicron podem aumentar ainda mais o risco de individuos vacinados contrair
SARS-CoV-2 (ANDREWS, et al. 2022). E sabido que ainda ndo ha formacos eficazes que sejam
capazes de conter a infec¢do evidenciando, entdo, a importancia de obtengdo de novas estratégias
que visem o controle dos sintomas da doenca de forma segura e ndo toxica (QIAO et al, 2021).

2.2. Crassula Ovata

A planta Crassula ovata, pertencente a ordem Rosales e a familia Crassulaceae, conhecida
popularmente como planta de jade, ¢ utilizada em muitas comunidades para o tratamento de
diversas enfermidades (MUIRURI et al, 2015) Considerando o amplo uso da planta, ¢ que se
evidencia o objetivo do trabalho, que avaliou se extratos aquosos e etandlicos das folhas de C.
Ovata possuem potencial de inibi¢do sobre a atividade proteolitica da enzima M.
3. MATERIAL E METODOS

Folhas frescas e sadias de C. ovata foram coletadas no Instituto Federal de Educagao Ciéncia
e Tecnologia do Sul de Minas Gerais (latitude 22° 19’ 02" e longitude 46° 19 ' 42"), localizado no
municipio de Inconfidentes. Cerca de 10 g das folhas da planta foram secas por 72 horas em uma
estufa a 40 °C e, posteriormente, moidas até a obtencao de um p6 uniforme. Em seguida, o material
obtido foi transferido para um frasco de vidro e misturado com 50 ml de 4gua destilada,

permanecendo em repouso por 12 horas. A mistura foi filtrada em papel Whatman n° 1 e um liquido



transparente e livre de particulas foi obtido. O mesmo procedimento foi utilizado para preparagao do
extrato etanodlico, com etanol absoluto 99,5%.
Para a realizagdo dos ensaios de inibigdo, a enzima MP™, adquirida da empresa Sigma

Aldrich, foi incubada na concentragcdo de 80 ng/mL por 30 minutos em diferentes concentra¢des do
extrato aquoso (variacdo de 22, 3 a 713,6 pg/ml) e etandlico (variagdo de 12,7 a 406,4 ug/ml)

utilizando tampao fosfato de sddio 50 mM, pH= 7,0 em temperatura ambiente. Para a realizagao dos
ensaios foi utilizado o substrato sintético Thr-Ser-Val-Leu-Gln-pNA na concentraciao de 25 ug/mL.
Posteriormente a adigdo do substrato, prosseguiu-se a incuba¢do por mais 5 minutos. A reacao foi
cessada pela adi¢ao de acido acético 30% e a concentragdao de p-nitrofenol livre foi determinada
medindo a absorbancia a 410 nm através de um espectrofotometro modelo V-M5 (Bel Photonics).

A eficiéncia da inibicdo da enzima foi verificada através do céalculo do parametro
denominado IC50. Tal pardmetro indica a quantidade de extrato vegetal necessario para inibir 50%
da atividade da Mr™. Isso foi calculado medindo-se a diminui¢cdo da absorbancia em relacdo ao
controle por meio de um espectrofotdmetro, utilizando-se cubetas de plastico com caminho Optico
de 10 mm e volume de 1 ml. O parametro de inibi¢do IC50 foi calculado pela regressdo nao linear
do plote da porcentagem de inibigdo versus a concentracdo de extratos utilizando-se o software
Grafit 5.0. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. Os dados foram apresentados em termos
de média + desvio padrdo. % inibi¢do = |Abs controle — Abs extrato| / Abs controle x 100%

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ambos os extratos utilizados de C. Ovata utilizados nos experimentos apresentaram inibi¢ao
sobre a atividade da M como observado nos graficos abaixo. Para o extrato aquoso (Figura 1) foi
observado inibi¢do de 53,4 % na concentragdo de 713,6 pg/ml, com IC,,de 357,6 £ 25,9 pg/ml. O
extrato etanodlico (Figura 2) apresentou inibi¢do de 61,2 % na concentracdo de 406,4 ng/ml, com

ICs,de 156,7 £20,7 pg/ml.
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Figura 1. % de inibicio da M*™ por

extrato aquoso de C. Ovata. Dados sio expressos como desvio padrao, n=3.
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que os extratos brutos aquosos e etanolicos de C. Ovata
apresentaram inibigdo significativa sobre a atividade enzimatica da M?™.
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