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Resumo

A inflamag3o ¢ uma resposta inata para manter a homeostasia do organismo, atuando
como mecanismo de defesa contra diversos fatores, incluindo patdégenos, células danificadas
e compostos toxicos. Contudo, quando essa rea¢do ¢ demasiado prolongada, pode causar

problemas ao nivel dos tecidos e 6rgaos, inclusive conduzir a morte.

A COVID-19 ¢ uma doenca infeciosa causada pelo virus SARS-CoV-2, do grupo
dos coronavirus, que, frequentemente, se manifesta com sintomas de infe¢do respiratoria
aguda, com grande impacto na saude e nas economias globais. O desenvolvimento de
medicamentos neste contexto € complexo e vai desde a compreensdo do mecanismo de a¢ao
até a avaliacdo da sua eficacia e toxicidade. Como tal, o desenvolvimento de agentes
terapéuticos contra o virus SARS-CoV-2, que mitiguem alguns efeitos da doenga como a
inflamagdo severa, ¢ uma necessidade, ja que a terapia convencional tem limitagdes,
incluindo a possivel redugdo da eficacia das vacinas contra as variantes com mutagdes em
genes-chave. Neste contexto, os organismos marinhos constituem fontes excecionais de
novas moléculas com potencial terapéutico, como os bromoditerpenos presentes na alga
vermelha Sphaerococcus coronopifolius, os quais ja demonstraram atividades
anticancerigenas, antifouling e antimicrobianas. Contudo a sua capacidade anti-inflamatoria

ainda permanece desconhecida.

Utilizando técnicas de cromatografia em coluna preparativa (CC) e semipreparativa
(HPLC) foi possivel isolar quatro compostos desta alga. Através de anélise por ressonancia
magnética nuclear de protio (‘H RMN) foi possivel identificar o sesquiterpeno
Aloaromadendreno, e trés bromoditerpenos, Sphaerococcenol A, Bromosphaerol e 12R-

hidroxi-bromosphaerol.

Para avaliar o potencial anti-inflamatdério destes compostos, foi previamente
realizado um teste de citotoxicidade em macroéfagos RAW 264.7 (0,01 — 10 uM; 24 h) para
definicdo das concentracdes sub-toxicas. Nenhum dos compostos estimulou a produgdo de
oxido nitrico (NO). Nos macrofagos RAW 264.7 tratados com lipopolissacarideos (LPS), o
Aloaromadendreno (1 uM) reduziu significativamente a producido de NO de 171,5 + 8,9%
para 111,0 £4,8%. Por sua vez, o Bromosphaerol (10 uM) foi o composto que exibiu a maior
redu¢do da concentragdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) (637,5 £ 192 pg/mL)
comparado com o tratamento com LPS (1209,0 + 84,6 pg/mL). No que diz respeito, a
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interleucina-6 (IL-6), o Sphaerococcenol A (0,1 uM) reduziu significativamente os seus
niveis (129,3 + 31,3 pg/mL), quando comparado com o tratamento com LPS (862,7+39,9
pg/mL). Finalmente, o composto 12R-hidroxi-bromosphaerol (IuM) foi o unico que
demonstrou estimular significativamente a producdo da citocina anti-inflamatoria

interleucina-10 (1301.0 = 381,1 pg/mL).

No que diz respeito a atividade antiviral, foi realizado um ensaio dindmico in-silico,
com recurso a ferramenta informdtica Dockthor, utilizando as estruturas (PDB:6LU7) da
Mpro, proteina essencial no processo de replicagdo do SARS-COV-2 , (PDB: 6M0J) da
Spike, e (PDB:109K), proteina essencial na entrada do virus na células hospedeira, e da
pRb, proteina essencial na eliminacdo da propagacdo de células cancerigenas O composto
12R-hidroxi-bromosphaerol demonstrou a maior afinidade, assim como estabilidade nas
ligagdes com a proteina Mpro, com uma energia de afinidade de -8.1 (kcal/mol) e uma
interacdo hidrofobica com Cys145 (distancia 5,35 A). Por sua vez, o Bromosphaerol exibiu
interacdo com a proteina Spike, apresentando uma energia de afinidade de -7.9 (kcal/mol).
Relativamente a proteina pRb, o composto 12R-hidroxi-bromosphaerol foi o que exibiu uma
maior interagdo com uma energia de -8.4 (kcal/mol). No entanto o Sphaerococcenol A foi o
Unico composto que interagiu com o sitio ativo da pRb, mediante uma ponte de hidrogénio

com Arg467 (distancia 2,58 A).

Em suma, os compostos da alga vermelha Sphaerococcus coronopifolius,
demonstram capacidade de mediar efeitos em diferentes biomarcadores relacionados com o
processo inflamatorio, assim como interagir com diferentes proteinas relevantes no processo
de infe¢cdo do SARS-CoV2. Como tal, estes compostos poderdo contribuir para inspirar o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para tratamento de doengas virais, com

SARS-CoV2.

Palavras-chave:  Anti-inflamatério,  Anti-viral,  Sphaerococcus  coronopifolius,

bromoditerpenos, SARS-CoV2.
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Abstract

Inflammation is an innate response to maintain the body's homeostasis, acting as a
defense mechanism against various factors, including pathogens, damaged cells, and toxic
compounds. However, when this reaction is too prolonged, it can cause problems at the level

of tissues and organs, including leading to death.

COVID-19 is an infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus, from the
coronavirus group, which often manifests itself with symptoms of acute respiratory infection,
with a major impact on health and global economies. The development of medicines in this
context is complex and ranges from understanding the mechanism of action to evaluating their
efficacy and toxicity. Therefore, the development of therapeutic agents against the SARS-CoV-
2 virus, which mitigate some effects of the disease such as severe inflammation, is mandatory
since conventional therapy has limitations, including the possible reduction in the effectiveness
of vaccines against the SARS-CoV-2 virus variants with mutations in key genes. In this context,
marine organisms constitute exceptional sources of new molecules with therapeutic potential,
such as the bromoditerpenes present in the red alga Sphaerococcus coronopifolius, which have
already demonstrated anticancer, antifouling, and antimicrobial activities. However, its anti-

inflammatory capacity remains unknown.

Using preparative (CC) and semi-preparative (HPLC) column chromatography
techniques, it was possible to isolate four compounds from this alga. Through analysis by proton
nuclear magnetic resonance (‘H NMR) it was possible to identify the sesquiterpene
Alloaromadendrene, and three bromoditerpenes, Sphaerococcenol A, Bromosphaerol and 12R-

hydroxy-bromosphaerol.

To evaluate the anti-inflammatory potential of these compounds, a cytotoxicity test was
previously carried out on RAW 264.7 macrophages (0.01 — 10 uM; 24 h) to define sub-toxic
concentrations. None of the compounds stimulated the production of nitric oxide (NO). In RAW
264.7 macrophages treated with lipopolysaccharides (LPS), Alloaromadendrene (1 pM)
significantly reduced NO production from 171.5 + 8.9% to 111.0 =+ 4.8%. In turn,
Bromosphaerol (10 pM) was the compound that exhibited the greatest reduction in the
concentration of tumor necrosis factor (TNF-a) (637.5 £ 192 pg/mL) compared to treatment
with LPS (1209.0 + 84.6 pg/mL). Regarding interleukin-6 (IL-6), Sphaerococcenol A (0.1 uM)
significantly reduced its levels (129.3 + 31.3 pg/mL) when compared to treatment with LPS
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(862.7+39.9 pg/mL). Finally, the compound 12R-hydroxy-bromosphaerol (1uM) was the only

one that was shown to significantly stimulate the production of the anti-inflammatory cytokine
interleukin -10 (1301.0 + 381.1 pg/mL).

Concerning the antiviral activity, an in-silico dynamic assay was carried out through the
Dockthor computer tool, using the structures (PDB:6LU7) of Mpro, an essential protein in the
SARS-COV-2 replication process (PDB : 6M0J) of Spike, and (PDB:109K), an essential
protein in the entry of the virus into host cells, and of pRb, an essential protein in eliminating
the spread of cancer cells. The compound 12R-hydroxy-bromosphaerol demonstrated the
highest affinity, as well as stability in bonds with the Mpro protein, with an affinity energy of -
8.1 (kcal/mol) and a hydrophobic interaction with Cysl145 (distance 5.35 A). In turn,
Bromosphaerol exhibited interaction with the Spike protein, presenting an affinity energy of -
7.9 (kcal/mol). Regarding the pRb protein, the compound 12R-hydroxy-bromosphaerol
exhibited the greatest interaction with an energy of -8.4 (kcal/mol). However, Sphaerococcenol
A was the only compound that interacted with the active site of pRb, through a hydrogen bond
with Arg467 (distance 2.58 A).

In short, compounds from the red alga Sphaerococcus coronopifolius demonstrate the
ability to mediate effects on different biomarkers related to the inflammatory process, as well
as to interact with different proteins relevant to the SARS-CoV?2 infection process. Therefore,
these compounds could help to inspire the development of new therapeutic agents for the

treatment of viral diseases, such as SARS-CoV2.

Keywords: Anti-inflammatory, Anti-viral, Sphaerococcus coronopifolius, Bromoditerpenes,

SARS-COV-2
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1. Introducio

1.1 Uma visao geral do processo inflamatorio.

I3

A inflamagdo ¢ uma resposta biologica do sistema imunologico que pode ser
desencadeada por uma variedade de fatores, incluindo patdgenos, células danificadas e
compostos toxicos. As células do sistema imunoldgico, como macréfagos e células dendriticas,
produzem citocinas pro-inflamatoérias, como Interlucina-1 (IL-1) e Fator de necrose tumoral-a
(TNF- a), que estimulam a quimiotaxia e a diapedese dos leucocitos (Figura 1). Além disso,
essas células também removem antigenos por fagocitose e atuam como células apresentadoras
de antigenos para os linfécitos (Du et al., 2015).
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Figura 1 Principais fases de desenvolvimento do processo de inflamacdo aguda, adaptado de Murphy e
colaboradores (2017)

O processo de inflamagao pode ser caracterizado como agudo ou crénico. A inflamagao
aguda desencadeia uma resposta imunoldgica rapida e especifica para combater a lesdo ou
infecdo, caracterizada por sintomas temporarios como vermelhiddo, inchaco, calor, dor e
redu¢do da funcdo na regido afetada. Durante este processo, o corpo produz mediadores
quimicos como histaminas, prostaglandinas e citocinas, as quais aumentam o fluxo sanguineo
na regido afetada e recrutam células do sistema imunoldgico, tais como células dendriticas,

plaquetas, mastocitos, macrofagos, neutrofilos e linfocitos T.



Introducao

Quando os leucdcitos chegam a regido da lesdo, sdo ativados por citocinas e quimiocinas
produzidas pelos macréfagos e pelas células dendriticas, desencadeando a libertagdo de mais
mediadores do processo inflamatério. Os neutrofilos, predominantes na fase aguda, libertam
granulos ricos em enzimas como lisozima e mieloperoxidase de forma a destruir os antigenos
pela acao dos fagdcitos, além de produzirem espécies reativas de oxigénio e citocinas como IL-
1, Interlucina-6 (IL-6) e TNF-a. Os linfocitos, incluindo células T e células B, sdo cruciais na
inflamacao, produzindo citocinas, estimulando outros linfocitos e produzindo anticorpos e
complexos imunes (Duque ef al., 2014). Uma vez neutralizada a ameagca, inicia-se 0 processo

de cicatrizagao

A inflamacdo sub-aguda ocorre entre os estagios agudo e cronico, durando cerca de 2 a
6 semanas. No entanto, essa resposta pode evoluir para uma inflamagao cronica, caracterizada
por uma duragdo prolongada, variando entre meses e anos. A extensdo e os efeitos da
inflamacao cronica dependem da origem da lesdo e da capacidade do organismo de reparar os
danos (Michels da Silva et al., 2019). Diversos fatores podem conduzir ao desenvolvimento de
uma condi¢do de inflamagao crénica, incluindo eliminagdo incompleta do agente causador da
inflamacao aguda, exposicao prolongada a alergénicos ou doengas autoimunes, como artrite

reumatoide e lipus eritematoso sistémico (Chen ef al., 2017).

Adicionalmente, fatores como indutores inflamatorios e bioquimicos, podem
desencadear stress oxidativo e disfungdo mitocondrial, resultando numa maior produgao de
radicais livres e substancias como cristais de acido urico, lipoproteinas oxidadas e
homocisteina. Esta ocorréncia pode prolongar a resposta inflamatoria do sistema imunolégico,

devido a episddios recorrentes de inflamacao aguda (Sanada et al., 2018).

Na inflamagdo cronica, muitas caracteristicas da condicdo aguda persistem, como
vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo e migragdo de neutrofilos. No entanto, a
composi¢do celular muda gradualmente, com os macrofagos e os linfocitos a substituir os
neutréfilos. As caracteristicas distintivas incluem a infiltracdo de células inflamatorias
primarias, como macréfagos e linfocitos, que produzem citocinas inflamatorias e enzimas
especificas, contribuindo para o dano tecidual e reparo secundario, como fibrose e formagao de

granuloma (Furman et al., 2019).

A inflamagao cronica, que ocorre mesmo na auséncia de lesdo, pode danificar os tecidos

celulares, afetando ao acido desoxirribonucleico (ADN) e promovendo o desenvolvimento de
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diversas condigdes patoldgicas como cancro, originando a formagao de tumores e a estimulagao
da angiogénese (Figura 2). Essa relagdo pode envolver diversos fatores, incluindo a inativagao
da proteina do retinoblastoma por fosforilagdo, que desencadeia a proliferacdo celular
descontrolada (Carlini et al., 2023). A fosfoproteina do retinoblastoma (pRb) desempenha um
papel crucial na regulacao do crescimento e da proliferagdo celular, controlando a entrada no
ciclo celular ao ligar-se a familia de fatores de transcricao (E2F). A hiperfosforilagdao do pRb
liberta E2F, resultando na transcrigao de genes associados ao crescimento celular. A exposi¢cao
aradicais livres, como o 6xido nitrico e outras espécies inflamatorias, pode alterar a fosforilagao
do pRb, influenciando assim diretamente a regulacao do ciclo celular (Cicchillitti et al., 2003;

Radisavljevic et al., 2004; Rizzolio et al., 2012)
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Figura 2 Principais fases do desenvolvimento da reag¢do inflamatoria cronica, adaptado de Ryan e
Caplice (2020).
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Entre os mediadores inflamatorios, as citocinas desempenham um papel crucial na
inflamacao, ativando respostas contra antigenos e regulando a resposta imune. O seu tempo de
vida curto limita a sua comunicagao, principalmente a tecidos linfoides e locais inflamatorios.
Em infecdes sistémicas, altos niveis de citocinas afetam diversos processos fisioldgicos, como
alteracdo da funcao plaquetaria e da coagulacdo sanguinea, podendo aumentar o risco de
trombose e eventos tromboembdlicos, como coagulos sanguineos e acidentes vasculares

cerebrais.

De igual forma, algumas citocinas, como IL-6 ¢ TNF- a, podem afetar a regulacdo do
metabolismo energético e a regulacdo do apetite, conduzindo ao desenvolvimento de distiurbios
metabolicos, como resisténcia a insulina e obesidade. O aumento excessivo de citocinas,
conhecida como hipercitocinemia ou sindrome de libertagdo de citocinas, pode levar a falhas

em sistemas vitais como o cardiaco, nervoso e respiratorio, levando a morte do individuo

(Zhang et al., 2007; Kany et al., 2019).

Por exemplo, a inflamagdo cronica causada pelo Virus da imunodeficiéncia humano
(VIH) leva ao desenvolvimento de uma variedade de doengas ndo infeciosas, com as citocinas
pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a a desempenharem um papel significativo nos
efeitos patologicos da hiperativa¢do imune. Além de condi¢gdes como aterosclerose e doengas
cardiovasculares, os portadores de VIH enfrentam riscos acrescidos de complicagdes associadas
a imunossenescéncia, incluindo resisténcia a insulina, sindrome metabodlica, disturbios
cognitivos, hepatite ndo alcodlica, osteoporose, insuficiéncia renal e doencas autoimunes

(Kedzierska et al., 2001; Catalfamo et al., 2012)

Existem diversos medicamentos convencionais para combater a inflamagao crénica. A
metformina, usada em pacientes diabéticos tipo II, reduz diversos mediadores inflamatdrios tais
como TNF-q, IL-1, e fibrinogénio. Por sua vez, as estatinas também reduzem mediadores
inflamatorios, contribuindo para a reducao de eventos cardiovasculares. Os anti-inflamatorios
ndo esteroides (AINEs), como o naproxeno e o ibuprofeno, inibem a enzima ciclo-oxigenase

(COX) para alivio da dor em condigdes inflamatorias como artrite.

Os corticosteroides, como os glicocorticoides, sdo prescritos para varias condicdes
inflamatoérias, como artrite, lupus e asma. Todos os farmacos para o tratamento da inflamagao,
incluindo os AINEs e os corticosteroides, apresentam efeitos colaterais. Os AINEs podem

causar problemas estomacais, como sangramento e ulceras, além de problemas renais, cardiacos
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e reacOes alérgicas. Por sua vez, os corticosteroides podem promover o ganho de peso, acne,
pressdo alta e fragilidade 6ssea devido a interferéncia na hormona cortisol, afetando o
funcionamento normal de varias células, através da indugdo de apoptose de eosindfilos e
linfocitos T, no organismo (Harirforoosh et al., 2013; Sostres et al., 2013; Barkin, 2015; Jahnavi

etal.,2019; Akkus et al., 2020)

1.2 SARS-CoV-2 (COVID-19) e o seu efeito na resposta inflamatoria

A COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, desencadeou uma pandemia a
nivel mundial desde o inicio de 2020, resultando em mais de 1,5 milhdes de mortes até 2023
(Oruas,2024). O SARS-CoV-2 pode causar uma ampla gama de sintomas, desde leves, como
febre e tosse, até formas mais graves, como pneumonia e sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA). O virus entra na célula hospedeira por meio da ligagdo da proteina Spike ao
recetor ACE2 (Figura 3). Apds a entrada, o 4cido ribonucleico (ARN) viral ¢ libertado,

seguindo-se a tradugdo de poliproteinas que sdo clivadas para formar proteinas nao estruturais,
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Figura 3. Mecanismo de entrada do SARS-CoV2 na célula hospedeira através da ligacdo da proteina
Spike ao recetor ACE2, adaptado de Ryan e Caplice (2020)

A maior parte dos agentes terapéuticos utilizados no tratamento da COVID-19 centra-
se principalmente na acdo antiviral, mas nenhuma abordagem se mostrou 100% eficaz,
sujeitando os tecidos infetados a uma resposta inflamatéria prolongada, e consequente colapso
sistémico. A acdo do virus resulta na faléncia destes tecidos devido ao processo inflamatorio
cronico, causado pela produgdo descontrolada de citocinas. Elevados niveis de citocinas séricas,
como Interferon-y, IL-6 e o fator estimulador de coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-

CSF), tém sido associadas a presenca dos coronavirus SARs-CoV-1 e o coronavirus da
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sindrome respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV) (Channappanava et al,, 2017). Esta
alteragdo promove o desenvolvimento de complicagdes como apoptose das células epiteliais
dos pulmdes e das células epiteliais alveolares e vazamento vascular, onde a cumulagdo de
macrofagos ativados e a homeostase tecidual alterada, leva a deposi¢do de fibrina e colapso
alveolar. Esta sequéncia de eventos desencadeia a sindrome do desconforto respiratorio agudo,
sendo uma causa primaria de morte em pacientes que superaram a infe¢do viral (Lew et al.,

2003; Kim et al., 2007; Herold et al., 2008; Zornetzer et al., 2010; Hogner et al., 2013)

A forma grave da infecdo COVID-19 ¢ caracterizada por uma resposta inflamatdria
imunologica intensa, evidenciada pela presenca de neutrofilos, linfocitos, mondcitos e
macrofagos (Chen et al, 2020). Necropsias minimamente invasivas revelam dano alveolar
difuso, formacdo de membrana hialina e inflamagao intersticial mononuclear, com trombose
em microcirculacao. Foram relatados nos pacientes niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1fB, IL-6) no sangue, uma condicdo denominada “tempestade de
citocinas”. Niveis circulantes elevados destes mediadores pré-inflamatérios podem causar
morte celular e danos nos tecidos, enquanto a sua capacidade de ativar os macréfagos pode

causar eritro-fagocitose e anemia, levando a faléncia de multiplos 6rgaos (Zhang et al., 2020).
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Figura 4. Mecanismos imunopatologicos inerentes a infe¢cdo por SARS-CoV-2 (Fonte: Zhang e

colaboradores, 2020).
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A hipercitocinemia ¢ caracterizada pela libertagdo descontrolada de elevados niveis de
citocinas pro-inflamatorias, podendo desencadear diversas doencas cronicas assim como
trombose e danos em 0rgdos extrapulmonares. Foi descrita a presenga de dano alveolar difuso
em cerca de 90% dos casos, presenga de grandes émbolos pulmonares, microtrombose em
multiplos orgdos, incluindo o cérebro, e hemofagocitose (Xiaohong et al., 2020; Luo et al,,
2020). Este fenémeno ¢ caracteristico da infe¢do por SARS-CoV-2 em células epiteliais
pulmonares, existindo um esfor¢o global para compreender a ocorréncia deste fendmeno,
visando caracterizar a progressdao da doenga e identificar possiveis alvos terapéuticos para

intervengao (Figura 4).

Em pacientes com COVID-19 em estdgio grave, foram observados elevados niveis de
citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, IL-6, Interlucina-8 (IL-8) e TNF-a, sugerindo a
possibilidade destes mediadores inflamatorios serem usados como biomarcadores de
prognostico para diagnosticar a progressdo da doenca para um quadro grave ou critico da
doenca (Figura 5). Altos niveis de IL-1 B, IFN-y, linterlucina-10 (IL-10) em pacientes com
COVID-19 podem ativar células T tipo 1 (Thl), que sdo fundamentais na ativacdo de imunidade

especifica, tendo sido detetados em pacientes com essa patologia (Mangalmurti et al., 2020;
Marchingo et al., 2020;Wang et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Neutrophil
Kotivaded ‘% Monocyte Perturbation of
5 /N vascular hemostasis
endothelium
AR & » DIC
Initiation }od =
microbial invasion ; Capillary leak- l
tissue damage
NK edema ‘
Organ failure
@ 04 [ir2 , @
S T TNF | ASGE
N2 GM-CSF e
IFN-y 6 G‘Q
CcDs8 l
///v L \‘\“\
[Wyeiopoiesis |} S R
yelopoiesis > (@ R
P\ / w oY
( ) Y Yccr2 O
Emergenc Ao ;
D \ —]Granulopoiesis . Granulogpoie);is * A Erythrophag.ocytOSIS
Mveloid +Erythropoesns
QP aG-csF
progenitor

Figura 5 Fisiopatologia duma hipercitocinemia (adaptado de Mangalmurti e colaboradores, 2021).
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Dada essa relagdo direta entre a COVID-19 e a resposta inflamatoria, o desenvolvimento
de agentes terapéuticos com efeito antiviral e anti-inflamatdrio, inibindo a produgdo
descontrolada de citocinas e eliminando ou prevenindo o desenvolvimento do agente infecioso

no organismo ¢ da méxima relevancia (Coperchini et al., 2020).

Os coronavirus codificam a proteina ndo estrutural 15 da endorribonuclease (Nspl5),
que interage com um importante supressor de tumor, a pRb, através da via ubiquitina-
proteassoma. A expressdao de Nspl5 leva a uma redugdo na expressao de pRb, o que induz
transformagao celular, instabilidade cromossémica e alteragdes na expressdo génica associada
ao ciclo celular. Isto ¢ altamente relevante porque pRb € reconhecido como um importante gene
supressor de tumor (Manning, et al., 2010; Bhardwaj et al., 2012, Coschi et al., 2014; Su et al.,
2020).

Se o0 SARS-CoV-2 nao estabelecer uma relacao estavel com o seu hospedeiro, a inica
possibilidade de transformacao celular depende da capacidade das células infetadas escaparem
a vigilancia imunolodgica e ao efeito citopatico do virus. Esta possibilidade ¢ particularmente
atraente considerando a ligacdo entre a haploinsuficiéncia do pRb e a instabilidade
cromossomica. A perda de uma Unica copia do gene que codifica a pRb induz instabilidade
cromossomica cria um ambiente ideal para a transformagao celular. Embora a inibi¢ao do pRb
mediada por Nspl5 e a instabilidade gendémica sejam provavelmente resolvidas
automaticamente com a eliminacdo do virus, as mutagdes originadas pela instabilidade
genOmica sdo irreversiveis. Algumas destas mutacdes podem ter efeitos a longo prazo e
aumentar a suscetibilidade ao cancro mesmo anos apos a infe¢do primaria (Burkhart et al.,

2008; Stingi et al.,2021; Amiama et al., 2023)

1.3 Produtos naturais marinhos como fonte de novos farmacos

Os ecossistemas marinhos abrangem cerca de 70% da superficie da Terra, representando
o maior recurso inexplorado do mundo. O primeiro censo da Vida Marinha, realizado entre
2000 e 2010, revelou um nivel surpreendente de biodiversidade, com foco nas dguas costeiras,
expandindo a estimativa de espécies marinhas conhecidas para quase 250.000. Estima-se que
haja pelo menos um milhdo de espécies marinhas e dezenas ou mesmo centenas de milhdes de
espécies microbianas (Snelgrove, 2016). A Global Ocean Sampling Expedition, em 2003,
identificou 1,2 milhdes de novos genes e duplicou o nimero de sequéncias de proteinas no

GenBank do National Institutes of Health (NIH), demonstrando a vasta diversidade de
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organismos marinhos ainda por explorar. Os produtos naturais t€ém sido utilizados como base
para o desenvolvimento de inimeros agentes terapéuticos para tratamento de diversas

patologias ao longo de séculos (Figura 6).
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Figura 6. Numero total de novos produtos naturais marinhos (MNP) reportados por cada ano entre

2017 e 2022 (Fonte: Carroll et al., 2024).

Estes tém desempenhando um papel vital no atendimento das necessidades basicas das
populagdes humanas, com uso predominante em cuidados primarios de satide em muitas partes
do mundo (Rusch et al., 2007; Cragg e Newman, 2013). Nos tltimos anos, houve um aumento
na procura por novos produtos naturais, com um interesse crescente nos organismos marinhos
devido a presenca de moléculas com caracteristicas quimicas distintas das observadas no
ambiente terrestre, ¢ com atividades bioldgicas promissoras para tratamento de diferentes
condicdes patoldgicas. O oceano oferece condi¢des ideais para a producdo de substancias
bioativas devido a sua grande diversidade de ambientes, onde os organismos ao longo da sua
evolucdo desenvolveram adaptagdes especificas para sobreviver neste ambiente exigente,
incluindo a producdo de compostos essenciais para a sua sobrevivéncia (Mayer & Gustafson

2008).

Diversos estudos conduzidos com organismos marinhos, incluindo bactérias, fungos,
algas, microalgas, invertebrados e vertebrados, tém demonstrado uma elevada diversidade de
compostos com distintas atividades bioldgicas, nomeadamente anticancerigenas,
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatoérias, antivirais entre outras (Regan, et al., 1992).
O desenvolvimento bem-sucedido de fdrmacos a partir destas moléculas complexas enfrenta

10



Introducao

desafios, como extracdo, purificacdo e identificacdo dos compostos puros. Avangos
tecnologicos, como estratégias de amostragem, técnicas de cromatografia, técnicas de
espectrometria, técnicas de espectroscopia, sintese quimica, e fermentacao sdo cruciais para o

desenvolvimento de novos farmacos baseados em produtos naturais de origem marinha.

Uma analise comparativa realizada por Kong e colaboradores (2010) demonstrou que
os produtos naturais marinhos apresentam uma diversidade quimica relativamente superior aos
produtos naturais de origem terrestre. Ao redor do 71% dos tipos de estruturas moleculares
identificadas no Dicionario de Produtos Naturais Marinhos eram tnicos e exclusivos destes. De
igual forma, os metabolitos produzidos pelos organismos marinhos exibem uma maior
bioatividade quando comparada com a apresentada pelos organismos terrestres. Por exemplo,
em testes de citotoxicidade pré-clinica realizados pelo National Cancer Institute,
aproximadamente 1% das amostras marinhas testadas mostraram potencial antitumoral, em

comparac¢do com apenas 0,1% das amostras de origem terrestre (Carroll et al., 2024).

1.4 Pipeline clinico dos farmacos de origem marinha

Os compostos naturais sao amplamente distribuidos globalmente e encontram-se em
abundancia em varias fontes naturais, como microrganismos, plantas e organismos marinhos
(Atanasov et al., 2015). Ao longo das ultimas décadas, esses elementos t€ém desempenhado um
papel crucial no avango de inimeros tratamentos para diversas doengas e distirbios de satde,
sendo reconhecidos como uma fonte significativa para a exploragdo biologica e o
desenvolvimento de novos medicamentos (Atanasov et al., 2015; El-Demerdash et al., 2016;

Cragg e Pezzuto, 2016; Newman e Cragg, 2016).

Efetivamente os produtos naturais t€ém desempenhado um papel fundamental na
industria farmacéutica, em que cerca de 60-70% dos farmacos aprovados, sdo derivados ou

inspirados em elementos naturais (Mullard, 2024).

O ambiente marinho, devido as suas condigdes exigentes tais como variagdes de
temperatura, pH e pressdo, assim como predacdo e competicdo, promove a sintese de
metabolitos biologicamente ativos, tanto primarios como secundarios, com caracteristicas
distintas dos presentes em bibliotecas de compostos sintéticos. Estima-se que o mercado global
de ingredientes ativos marinhos apresente uma taxa de crescimento impressionante de 2023 a

2033. O mercado global devera ultrapassar uma avaliagdo de US$ 9.709,0 milhdes em 2023,
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esperando que atinja uma avaliagcdo de US$ 18.058,5 milhdes até 2033. (Daniotti e Re, 2021;
Banday et al., 2024)
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6129, ARX-788, Upifitamab rilsodotin (XMT-1536), BT5528,
BT8009,Marizomib (Salinosporamide A; NPI-0052).

Plitidepsin (Coronavirus).

ARX-788, Upifitamab rilsodotin (XMT-1536), ALT-P7,
Farletuzumab Ecteribulin (MORAD-202), Zanidatamab
zovodotin (ZW-49), MRG003, STRO-002, RC-88, SGN-B6A,
FOR-46, A-166, Cofetuzumab pelidotin (ABBV-647), E7130,
BT8009, PM54, PM534, ARX-517.

Bryostatin (Alzheimer), Leucettinib-21
(Sindrome de Down e Alzheimer e Griffithsin
(profilaxia COVID 19).

Figura 7 Pipeline clinico dos farmacos de origem marinho

Ao longo dos ultimos 50 anos de investigacdo continua, foram identificados mais de
30.000 compostos de origem marinha, provenientes de uma variedade de organismos, como
bactérias, cianobactérias, fungos, dinoflagelados, algas, esponjas, cnidarios, briozoarios,
moluscos, ascidias e equinodermos (Alves et al., 2018; Carroll ef al., 2024). Estes organismos
marinhos tém a capacidade de produzir uma ampla gama de compostos bioativos, incluindo
alcaloides, antraquinonas, péptidos, polissacarideos, policetideos e terpenos, com elevado

potencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Lu ef al.,2021 Carroll et al.,
2024).

Atualmente, existem 14 medicamentos de origem marinho aprovados pelas agéncias de
regulamentagdo referidos da Figura 7. Contudo, o farmaco omega-3-carboxylic acid

(Epanova®) foi descontinuado em 2021. A maior parte dos fAirmacos tém indica¢do para o
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tratamento de diversos cancros; como a cytarabine (Cytosar-U®, Depocyt®, aprovado pela
FDA em 1969) para a leucemia; eribulin mesylate (Halaven®, aprovado pela FDA em 2010)
para o cancro de mama metastatico; brentuximab vedotin (Adcetris®, aprovado pela FDA em
2011) para o linfoma maglinante sistémico anaplésico de grandes células T, doenca de Hodgkin;
trabectedin (Yondelis®, aprovado pela FDA em 2015) para sarcoma de tecidos moles e cancro
de ovario; plitidepsin (Aplidine®, aprovado na Australia em 2018) para o mieloma multiplo,
leucemia e linfoma; polatuzumab vedotin (Polivy™, aprovado pela FDA em 2019) para o
linfoma ndo-Hodgkin, leucemia linfocitica cronica, linfoma, e linfoma de células B folicular;
tisotumab vidotin (Tivdak™, aprovado pela FDA em 2021) para o cancro cervical metastatico;
lurbinectedin (Zepzelca™, aprovado pela FDA em 2020, Australia 2021) para o cancro do

pulmao.

Disitamab vedotin (Aidixi™, aprovado na China em 2021) para o cancro avangado,
cancro gastrico, carcinoma gastrico com superexpressao de HER2, cancro da mama avancgado,
e tumores solidos; enfortumab vedotin-ejfv (PACDEV™, aprovado pela FDA em 2019) para o
cancro urotelial metastatico; belantamab mafadotin-bimf (Blenrep™, aprovado pela FDA em
2020) para o mieloma multiplo; panobinostat (Farydak®, aprovado pela FDA em 2015) para o
mieloma multiplo. Para o virus do herpes, a vidarabine (Vira-A®, aprovado pela FDA em
1976); para a dor cronica, o ziconotide (Prialt®, aprovado pela FDA em 2004); e finalmente
para a hipertrigliceridemia, o omega-3-acid ethyl esters (Lovaza®) e eicosapenta enoic acid
ethyl ester (Vascepa®) aprovados pela FDA em 2004 e 2012, respetivamente. Atualmente,
existem compostos de origem marinha que tém demonstrado resultados promissores em estudos

pré-clinicos e que avangaram ja para ensaios clinicos em fase 1,2 e 3 referidos na Figura 7.

Estes medicamentos podem ser classificados com base na sua origem, tipo € mecanismo
de acdo. Cytarabine, Fludarabine, Nelarabine e Histochromesdo exemplos de andlogos de
nucleosideos sintéticos isolados a partir de uma esponja marinha, que inibem a sintese,
replicagdo e alongamento do ADN em células cancerigenas. Outros exemplos incluem
inibidores de microtibulos, como o Eribulin mesylate (Halaven®), que t€ém a fun¢do de bloquear
o ciclo celular na fase G2/M, inibindo o crescimento dos microtubulos e os agentes alquilantes
de ADN, como a trabectedin (Yondelis®) O Histocrome, previne danos no ADN e regula a

apoptose sob oxidacao em condi¢do de estresse (Papon et al., 2022; Wu et al., 2022).
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1.5 Evidéncias pré-clinicas e clinicas de atividades anti-inflamatorias e antivirais de
compostos de origem marinha.

1.5.1 Anti-inflamatorio

A inflamacao cronica € central na patogénese de varias doengas, tais como asma, artrite
reumatoide, inflamag¢do do intestino (colitis), psoriase, esclerose multipla, doencas
cardiovasculares, doenga de Alzheimer e, recentemente, diabetes tipo 2 e cancro. Diversos
farmacos tém sido utilizados no tratamento desta condi¢do, contudo apresentam efeitos
colaterais indesejados. Os produtos naturais provenientes do ambiente marinho tém sido
destacados como fonte promissora de novos agentes com propriedades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras (Cheung et al., 2016). Esses compostos incluem sesquiterpenos, diterpenos,
esteroides, polissacarideos sulfatados, alcaloides, acidos gordos, proteinas entre outros (Gautam

et al., 2009).

As determinagdes do mecanismo de ac¢do dos produtos de origem natural com
potenciais atividades anti-inflamatorias t€ém sido avaliadas em estudos in vitro e in vivo. Em
termos gerais, a atividade anti-inflamatoria in vitro ¢ determinada pela inibi¢do da expressao
das enzimas Oxido nitrico sintase (iNOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) responsaveis pela
producdo de oOxido nitrico e prostaglandinas por exemplo, numa linha celular como os
macrofagos RAW264.7 tratados com lipopolissacarideos (LPS) ou interferon-y (IFN -y)
(Huang et al., 2015)

Sesquiterpenos como lemnalol, isolado do coral Lemnalia cervicorni, e o
estrepsesquitriol, de Streptomyces sp., demonstraram atividade anti-inflamatéria em estudos
pré-clinicos (Lee et al., 2013). O lemnalol atenuou a artrite gotosa em ratos, reduzindo a dor, o
inchaco e a inflamagdo nas articulagdes, enquanto o estrepsesquitriol suprimiu a producao de
TNF-a em macrofagos estimulados por LPS (Yang et al., 2013). A flavalina A, proveniente do
coral Lemnalia flava, mostrou efeitos anti-inflamatdrios in vitro, ao inibir a regulagdo positiva
induzida por LPS das proteinas pro-inflamatorias iNOS e COX-2 em células de macréfagos
RAW 264.7 (Lui et al.,, 2011). O diterpeno pseudopterano, isolado a partir do coral
Pseudopterogorgia, suprimiu a expressao e secre¢ao de COX-2, induzida por IFN-y, IL-1, IL-
6, INOS, proteina quimioatraente de mondcitos-1, e a secre¢do de oxido nitrico (NO) e TNF-a
induzido por LPS. Por outro lado, os diterpenos da classe quimica dos briarans, provenientes
do coral marinho Briareum excavatum, exibem uma notavel agao inibitoria na permeabilidade
vascular cutdnea, edema e expressdo de marcadores inflamatérios como COX-2, iNOS e
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metaloproteinase - 9. Além disso, reduzem a expressao de IL-6 ¢ TNF-a em células dendriticas
derivadas da medula 6ssea. Estes resultados sugerem o potencial deste grupo de compostos

como agentes anti-inflamatorios (Gonzalez et al., 2013).

Apesar de um elevado numero de estudos in vitro, existe apenas um pequeno numero
de compostos de origem marinha que foram avaliados estudos pré-clinicos ou ensaios clinicos

como agentes anti-inflamatorios.

O primeiro composto foi a Anabaseine, uma toxina alcaloide isolada a partir de varios
vermes marinhos do Filo Nemertea (Coates et al., 1971). Esta molécula inspirou a sintese de
diversos analogos, tendo-se observado que o seu derivado sintético 3-(2,4-dimetoxibenzilideno)
- anabaseina (GTS-21) inibe a produgdo de citocinas pro-inflamatérias TNF — o e interleucina
-1B (IL-1p) através dos seus efeitos nos recetores nicotinicos de acetilcolina a7 em macrofagos
(Cai et al., 2009). O potencial anti-inflamatorio do GTS-21 foi também avaliado no modelo de
endotoxina, que consiste na exposi¢ao de células RAW 264.7 a endotoxina (4 ng/ml ou 10
ng/mL) na presenca ou auséncia de GTS-21. Os ratos foram pré-tratados com GTS-21 (0,4
mg/Kg ou 4 mg/Kg, intraperitonealmente) ou solu¢do salina 30 min antes do tratamento com a
endotoxina (6 mg/Kg, por via intraperitoneal). O fator de necrose tumoral sérico foi analisado
1h30 min apds a adigdo da endotoxemia. O GTS-21 inibiu de forma dependente da

concentracao o fator de necrose tumoral e a ativacao do fator nuclear kappa B (NF-KB) in vitro.

(Pavlov et al., 2007; Rosas-Ballina et al., 2009).

As pseudopterosinas sdo uma classe de glicosideos diterpénicos que apresentam
potentes atividades anti-inflamatérias e analgésicas, mediando assim a acdo anti-inflamatoria
ao suprimir a libertagdo de eicosandides das células inflamatérias através da inibigdo da
fosfolipase e da 5-lipoxigenase que catalisam a hidrolise de acidos gordos a partir de
fosfolipidios presentes na membrana celular, além de transformé-los em leucotrienos,
geralmente de natureza pro-inflamatoria. (Potts et al. 1992). O derivado do éter metilico da
pseudopterosina, a metopterosina, demonstrou estimular o processo de cicatrizagdo e a
atividade reepitelizante em feridas em modelos animais. Nos ensaios clinicos de fase [ e II, a
baixa solubilidade aquosa da metopterosina limitou a sua eficdcia em sistemas de modelos

bioldgicos pelo que os estudos foram suspensos (Martins et al. 2014).

A manoalida, ¢ um antibidtico sesterterpendide ndo esteroide extraido da esponja
marinha Luffariella variabilis com propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias, exibindo a

capacidade de suprimir, in vitro, a sintese de lipidios pro-inflamatérios, como prostaglandinas,
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leucotrienos e ativadores de plaquetas (De Silva and Scheuer 1980; Mayer et al., 1993). Foi
clinicamente validado em humanos e em estudos clinicos recentes de fase Il como medicamento
anti-inflamatorio topico. Contudo, devido a sua limitada biodisponibilidade, o desenvolvimento
clinico no tratamento de pacientes psoridticos foi interrompido (Tibes and Friebe 1997).
Enquanto isso, tem inspirado a sintese de novos analogos de agentes anti-inflamatérios que

possam ultrapassar as limitagdes observadas.

Outro produto natural marinho isolado da esponja Cacospongia mollior designado
como escalaradial (de Carvalho and Jacobs, 1991) exibiu propriedades anti-inflamatorias em
modelos in vitro e in vivo. Este terpenoide inibiu a atividade da fosfolipase A2 e bloqueou a
libertagdo de acido araquidonico em neutrofilos estimulados (Jacobson and Schrier, 1993).
Também demonstrou capacidade para reduzir a formagdo de edema em orelhas de

camundongos tratadas com éster de forbol quando aplicado topicamente (Marshall et al., 1994).

As algas marinhas produzem uma série de metabolitos com propriedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes e antivirais, contribuindo para a indugdo de
efeitos benéficos no tratamento de um grande nimero de doengas, Por exemplo, os
polissacarideos exibem atividades anticoagulantes, anti-inflamatorias, antivirais e anti-

tumorais, tendo elevado interesse para a induastria farmacéutica (Jiao et al., 2011).

O ascofilano, isolado da alga castanha Lobophora variegataé, ¢ um exemplo de um
fucoidano, o qual demostrou capacidade antioxidante e anti-inflamatoria contra a artrite
induzida por Zimosan (Medeiros et al., 2008). Os polissacarideos da alga vermelha Digenea
simplex atenuaram o edema causado pelo tratamento com carrageninas € minimizaram a
inflamacao induzida por dextrano, histamina, serotonina e bradicinina, impedindo a migragao
de neutrofilos em direg¢do a cavidade peritoneal e as patas dos murinos. Esta a¢do foi seguida
de uma diminui¢do das concentra¢des de TNF-a e IL-1P no liquido peritoneal (Pereira et al.,

2014).

Outro grupo de compostos com inumeras propriedades bioativas sdo os compostos
fenolicos, tais como os polifendis e os florotaninos, que apresentam uma elevada capacidade
antioxidante por redu¢do do stress oxidativo, inflamagao e tumorigénese. Devido ao potencial
dos florotaninos em reduzir o desenvolvimento e progressao do cancro, ha grande interesse na

sua aplicagdo biofarmacéutica. Por exemplo, o florotanino 6,6"-bieckol, isolado a partir da alga
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castanha Ecklonia cava exibiu capacidade anti-inflamatéria inibindo a atividade da COX-2 ¢ a

libertagdo das citocinas pro-inflamatorias TNF- a e IL-6 (Yang et al., 2009).

A administragdo oral de florotaninos policetideos 6,8 e 8,8"-bieckol, isolados da alga
castanha FEisenia arborea, conduziu a inibi¢do da inflamac¢do na orelha de camundongo
suprimindo a inflamagao, através da supressdo de mediadores quimicos (histamina, leucotrieno
B. e prostaglandinas E:) e da expressao de ARNm e/ou da atividade da COX-2 (Sugiura et al.,
2018).

A fucoxantina, um carotenoide isolado a partir de Myagropsis myagroides, tem
demonstrado efeitos anti-inflamatérios através da inibicdo da producdo de oOxido nitrico,
reducdo da producdo de prostaglandina-E2, e supressdo da expressio de mRNA de iNOS e
COX-2 em macroéfagos estimulados pelo tratamento por LPS. O tratamento com fucoxantina
também demonstrou reduzir a libertacdo das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 de forma dependente

da concentrag¢do (Heo et al., 2010; Huang et al., 2010)

A proteina lectina derivada da alga verde Caulerpa cupressoides demonstrou
capacidade de suprimir a acumulacdo de leucécitos no liquido sinovial, conforme evidenciado
pela atividade da mieloperoxidase. Além disso, a lectina também inibiu a entrada de leucdcitos

e a expressao de TNF-a e IL-1p na articulagdo (Da Conceigdo et al., 2014).

1.5.2 Anti-viral

Em relagdo a atividade antiviral, tem havido um maior sucesso, ja existindo um farmaco
de origem marinha aprovado e comercializado. Os estudos pioneiros de Hitchings e Elion,
iniciados em 1942, identificaram andlogos naturais de bases purinas com propriedades anti-
leucémicas e imunossupressoras (Cullis, 1984; Prusoff et al., 1989). O seu trabalho levou ao
desenvolvimento de medicamentos que foram utilizados no tratamento de doengas malignas,
sendo a Vidarabine, um nucleosideo analogo da adenosine-vidarabine ou Ara-A ¢ VIRA-A®
(King Pharmaceuticals, Bristol, TN, EUA) um analogo sintético de arabinonucleosideos
inspirado na espongotimidine e na espongouridine de ocorréncia natural. A Vidarabine inibe
seletivamente os virus de ADN, levando a uma desestabilizacdo da cadeia de ADN, podendo
também inibir a poliadenilacdo do pré-mARN, catalisada pela poli(A)-polimerase, impedindo
a maturacdo do mARN, ¢ interferindo na sintese ¢ transcrigdo do ADN. Quando esta ¢

incorporada numa cadeia de ADN, substitui muitas das bases da adenosina.
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Outras moléculas de origem marinha encontram-se em ensaios clinicos de fase Il como
a plitidepsina, também conhecida como APLIDIN® (PharmaMar SA, Madrid, Espanha), o qual
¢ um peptideo ciclico sintético que foi originalmente extraido da ascidia Aplidium albicans . A
plitidepsina pertence a uma classe de compostos conhecidos como didemninas, sendo um
peptideo ciclico sintético ja aprovado como farmaco contra tumores em cancro de pancreas,
estdmago, bexiga e prostata. Recentemente, em estudos pré-clinicos, a aplidina demonstrou ser
aproximadamente 28 vezes mais eficiente que o remdesivir contra a doenga do coronavirus
2019 (COVID-19), devido a potente inibicao do fator extensdo de traducdo eucaridtica e fator
de alongamento de traducao eucariotica 1 (EF1A), o qual determina a inibi¢do da replicagao

viral (Martinez,2021).

Por exemplo, o 3-alquilpiridinio isolado da esponja do Mar Vermelho Amphimedon
chloros inibiu de forma potente a protease NS3 do virus do Nilo Ocidental (WSV), uma serina
protease envolvida na formac¢ao de codgulos sanguineos (O'Rourke et al., 2018). O espirociclico
y-lactamico espirostafilotrichin X, isolado do fungo Cochliobolus lunatus inibiu o crescimento
de varias estirpes de virus influenza ao inibir a polimerase viral PB2. O composto demonstrou
capacidade de ligar-se a uma regidao altamente conservada do dominio de ligagdo da ARN

polimerase PB2 (Wang et al., 2018).

Os péptidos isolados a partir de alguns invertebrados marinhos representam um grupo
potencial de substancias com propriedades antivirais. Por exemplo, peptideos constituidos por
sequéncias de 17-18 residuos de aminodcidos obtidos a partir de caranguejos-ferradura
Tachypleus tridentatus e Limulus polyphemus revelaram um efeito antiviral contra o VIH -1. A
partir destes peptideos, foram sintetizados compostos analogos, com uma composi¢do de
aminoacidos mais simples, taquiplesina I, isolada de hemocitos do caranguejo-ferradura
japonés (Tachypleus tridentatus) na concentragdo de 7,5 pg/mL. A taquiplesina I suprimiu o
desenvolvimento de efeitos citopaticos (CPE) em mais de 70% em células MT-4 infetadas com
VIH (virus associado a linfadenopatia). Um dos andlogos (T144) exibiu um potente efeito
inibidor, com um valor de ICso de 2,6 nM contra VIH-1 e com uma baixa citotoxicidade (ICsq

= 44,6 uM) (Iwanaga, 1991; De Clercq, 2000; Gustafson et al., 2004).

Por sua vez, as ficocianobilinas demonstraram elevada afinidade de ligacdo para as
proteinas Mpro e RdRp relacionadas com o SARS-CoV-2 através de estudos in silico de
acoplamento molecular. O éster etilico de esculetina da esponja marinha Axinella cf- apresentou
uma forte interacdo com a protease do SARS-CoV-2, sugerindo a sua potencialidade para o
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tratamento da COVID-19 (Pendyala et al., 2021). A Griffithsin, uma lectina derivada de algas
vermelhas, foi estudada quanto a sua potencial aplicacdo antiviral, demonstrando a sua
atividade contra o VIH-1 e a hepatite C. Um recente estudo in vitro realizado por Millet e
colaboradores (2016) mostraram que a Griffithsin tem agdo inibitéria contra o MERS-CoV
(Meuleman et al., 2011; Lusvarghi et al., 2016).

Avancos cientificos t€ém permitido explorar os recursos marinhos como fonte de
compostos bioativos com potencial farmacolédgico, destacando-se as algas marinhas pelas suas
propriedades, incluindo atividade antiviral. Nesta area, os polissacarideos sulfatados e os
compostos fenolicos sdo das moléculas mais estudas, demonstrando atividade antiviral
significativa. Os polissacarideos sulfatados medeiam efeitos na ligagao inicial da glicoproteina
viral com os constituintes carregados negativamente das células hospedeiras, bloqueando assim
a entrada do virus. Entre os diferentes polissacarideos, os fucoidanos tém sido especialmente
promissores, exibindo atividade antiviral contra diversos virus, como VIH, herpes-virus simples
(HSV), citomegalorivus (HCMYV), influenza A (IAV) e virus da diarreia viral bovina (BVDV)
(Adhikari et al., 2006; Vo et al., 2010).

Os polissacarideos de algas vermelhas, também demonstraram capacidade de inibir a
replicagdao do VIH-1. O glucuronogalactano, exibiu capacidade de inibir a liga¢ao virus-célula
hospedeira em modelos in vitro, um mecanismo caracteristico da fase inicial da infe¢do pelo
VIH. Além disso, a atividade antirretroviral de galactanos sulfatadas extraidos das algas
Grateloupia filicina e Grateloupia longifolia foi observada num isolado primario de VIH-1 e
células mononucleares de sangue periférico humano (Bourgougnon et al., 1996; Wang et

al.,2012).

A carragenina caracteristica das algas Gigartina skottsbergii demonstrou atividade anti-
HPV em modelos in vitro, sendo trés vezes mais eficaz do que a heparina. Atua principalmente
impedindo a ligacdo do HPV as células, bloqueando a infecdo pds-fixagdo de maneira
independente do sulfato de heparina. De forma semelhante a heparina, a carragenina ¢
reconhecida como fator de ligacdo as células do HPV, sendo um candidato promissor para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o HPV, pois faz parte de aditivos
alimentares, oferecendo vantagens como custos de producdo baixos, novos modos de a¢ao,

amplo espectro, baixa citotoxicidade e seguranca (Buck et al., 2006; Grassauer et al., 2008).

Fucanos isolados da alga castanha Fucus vesiculosus demonstraram ter um efeito

marcado na inibicao da transcriptase reversa do VIH quando testados a uma concentragdo de
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0,5 a 1,0 mg/mL. Os fucanos apresentam anéis de glucose especificos que se orientam
espacialmente e mudam a configuragdo para reconhecer a enzima e determinar a ligacao para

inibir a transcrigdo do ADN viral (Queiroz et al., 2008).

A laminarina, um polissacarideo soluvel em 4gua, obtido a partir de algas castanhas,
também demostrou atividade antiviral contra o VIH. A sua estrutura ¢é baseada em unidades de
glicose compostas por (1,3) -B-D-glucana com ramificagao B-(1,6). Este polissacarideo
demonstrou capacidade de inibir a adsor¢ao do VIH nos linfocitos e a atividade da transcriptase
reversa do VIH, quando testada a uma concentragdao de 50 pg/ mL (Muto et al., 1988,

Karuppusamy et al.,2022).

Por sua vez, o alginato, um 4cido polimérico extraido de algas castanhas, demonstrou
aumentar a fun¢cdo imunoldgica da célula hospedeira e inibir a atividade da ADN polimerase
do virus da hepatite B (HBV), sugerindo o seu potencial para inibir a replicagdo do HBV. Além
disso, o alginato foi também utilizado no desenvolvimento de filmes e revestimentos ativos
com propriedades antivirais contra o norovirus murino (MNV-1) e o virus da hepatite A (HAV),
demonstrando o seu potencial uso em embalagens de alimentos ou como componente de

farmacos antivirais (Gao et al., 2019; Cano et al., 2022).

Como resposta a procura de farmacos efetivos, que possam inibir e/ou eliminar os
efeitos causados pelo SARS-CoV-2, tem existido um aumento do interesse nos produtos
naturais de origem marinha. As ficocianobilinas isoladas demonstraram alta afinidade de
ligacdo para as proteinas SARS-CoV-2 Mpro e RdRp através de estudos in silico de

acoplamento molecular (Pendyala et al., 2021)

Os polissacarideos presentes na alga Saccharina sp determinaram cinco possiveis
inibidores potentes da proteina SARS-CoV-2 Mpro (fostularina 3, 1-hexadecoxipropano-1,2-
diol, acido palmitoleico, 15alfa-metoxipupehenol e pupehediona), os quais se ligaram
firmemente a proteina Spike do SARS-CoV-2 in vitro, sugerindo que podem interferir na
ligacao da proteina Spike ao co-receptor nos tecidos do hospedeiro, inibindo a infecg¢ao viral

(Kwon et al., 2020).

1.6 Atividades biologicas da macroalga vermelha Sphaerococcus coronopifolius e seus
terpenos.

Um dos ecossistemas que proporciona as condigdes ideais para os organismos

biosintetizarem substancias com propriedades biologicas distintas com aplicabilidade em
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diferentes areas ¢ o oceano. Efetivamente, o ecossistema marinho apresenta uma grande
diversidade de ambientes onde os organismos necessitam de desenvolver estratégias para se
adaptarem e sobreviverem, incluindo a producao de metabolitos secundarios. Tal como ja
referido, nas ultimas décadas, os produtos de origem marinha tém despertado o interesse da
comunidade cientifica, principalmente pela elevada diversidade de metabolitos produzidos,

com elevado potencial biotecnologico e terapéutico (Malve, 2016).

Neste contexto, as macroalgas, principalmente as que pertencem a classe Rhodophyta,
representam uma fonte importante de diferentes metabolitos secundérios. A maioria dos estudos
(57%) sobre o perfil quimico de algas pertence a classe Rhodophyta e a familia Rhodomelaceae.
Cerca de 85% destes dizem respeito a compostos isolados a partir de espécies do género
Laurencia, incluindo uma grande quantidade de sesquiterpenos halogenados e acetogeninas,

juntamente com alguns terpenos (Lyakhova et al., 2004).

A alga vermelha Sphaerococcus coronopifolius ¢ uma espécie também conhecida como
Haematocelis fissurata Crouan.frat ou, em inglés, como berry wart cress. A primeira analise
quimica desta alga foi realizada em 1976 e, desde entdo, um grande numero de diterpenos
ciclicos bromados foram isolados (Woelkerling, 1990). Esta alga cresce a partir de um suporte
discoide para formar um talo cartilaginoso ereto, comprimido, de dois gumes, com folhas
escarlates e eixos principais castanho-avermelhados escuros de 80 mm até 300 mm de
comprimento. Possui um grande numero de ramos que sdo elaborados em disticos,

subdicotomicos ou alternativos. (http://www.algaebase.org). S. coronopifolius ¢ encontrada

principalmente na costa sudoeste da Inglaterra, Pais de Gales, ao redor da Irlanda e nas costas
ocidentais da Escocia. A fase tetrasporica foi registada na Irlanda, na Escocia e na costa
Mediterranica, Acores e costas atlanticas de Espanha e Franga e Ilhas Canarias

(http://www .habitas.org.uk/marinelife/).

Esta macroalga tem-se revelado uma fonte extraordinariamente prolifica de diterpenos
interessantes que possuem esqueletos di-, tri- ou tetraciclicos, muitas vezes rearranjados, a
maioria dos quais contendo um ou mais atomos de bromo. O Sphaerococcenol A (Fenical et

al., 1976), e o Bromosphaerol sdo dois exemplos de bromoditerpenos mais abundantes nesta

alga (Prousis et al., 2021).

Diversos estudos tém demonstrado o potencial bioativo dos terpenos halogenados
isolados a partir da alga S. coronopifolius, nomeadamente com propriedades citotoxicas,

antimicrobianas e antifouling. No estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2015), no
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qual isolaram um novo diterpeno, o Sphaerodactylomelol, verificou-se que o Sphaerococcenol
A exibiu a maior capacidade de inibir a proliferacao de células HepG-2 a concentragdes sub-
toxicas, e o 12R-hidroxi-bromosphaerol exibiu a maior atividade antimicrobiana contra S.
aureus (ICso: 6,35 uM). Quémener e colaboradores (2021) testaram 15 compostos, incluindo
o Bromosphaerol, contra os principais bio-incrustantes marinhos. Cada metabolito apresentou
atividade anti-incrustante contra pelo menos um organismo/enzima, onde o Sphaerococcenol A
(4) e o 14R-hidroxi-13,14-di-hidro-esferococcinol A, revelaram ser os compostos mais potentes
sem toxicidade para larvas de ostras utilizadas como organismos nao alvo. No estudo realizado
por Alves e seus colaboradores (2022) em oito linhas celulares tumorais diferentes, o
Sphaerococcenol A apresentou citotoxicidade contra todas as linhas celulares testadas, com um
intervalo de ICso entre 4,5 ¢ 16,6 uM. A perda de viabilidade das células MCF-7 foi
acompanhada pela producao de H»O,, disfuncdo mitocondrial, ativacdo da Caspase-9,
altera¢des na morfologia nuclear do ADN e alteragdes no desenvolvimento das esferas tumorais

enriquecidas com células estaminais cancerigenas colorretais.
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2. Objetivo Geral

Nos ultimos anos, constatou-se que os processos inflamatérios crénicos sdo a fonte de
multiplas doencas, causando danos aos tecidos, bem como ao ADN das c¢lulas, o que, em
muitos casos, leva ao desenvolvimento de vérias patologias. Atualmente, os medicamentos
utilizados, embora ajudem a reduzir a inflamagdo, apresentam uma série de efeitos adversos.
Por exemplo em casos graves como o fendémeno denominado de hipercitocinemia, causado pela
infe¢do viral do SARs-COV-2, existem farmacos com pouca eficicia para neutralizar os efeitos

da resposta inflamatoria, o que, na maioria das vezes leva a morte do paciente.

Os organismos marinhos tém demonstrado a capacidade de produzir compostos com
atividades bioldgicas relevantes, incluindo anti-inflamatorias e anti-virais. Os bromoditerpenos
presentes na macroalga Sphaerococcus coronopifolius sao um exemplo claro de compostos de
origem marinha com eficicia bioldgica comprovada, como atividade citotdxica, anti-

incrustante e antimicrobiana.

Desta forma, o objetivo da presente dissertacao consistiu em avaliar a capacidade anti-
inflamatoéria e a interagdo com proteinas virais dos bromoditerpenos obtidos a partir da alga
marinha Sphaerococcus coronopifolius, a fim de determinar o seu potencial para inspirar o

desenvolvimento de novos farmacos.

2.1 Objetivos especificos

De modo a atingir o objetivo principal acima descrito, foram definidos objetos especificos,

nomeadamente:

1. Isolamento e identificagdo de bromoditerpenos mediante técnicas de cromatografia
(TLC; CC; HPLC) ¢ espetroscopia ('"H RMN).

2. Avaliagdo do efeito citotoxico dos bromoditerpenos no modelo celular de macréfagos
(RAW 264.7).

3. Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria dos bromoditerpenos em macréfagos RAW
264.7 com inflamagao induzida por LPS.

4. Avaliagdo do efeito dos bromoditerpenos nos niveis de mediadores inflamatorios, TNF-
a, IL-6 e IL-10 em macrofagos RAW264.7.

5. Avaliagdo da capacidade de associagdo dos bromoditerpenos com as proteinas de

SARS-CoV-2 e processos celulares essenciais mediante um estudo in-silico
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3. Materiais e métodos

3.1 Solventes e Reagentes.

Solventes de qualidade analitica e HPLC: hexano, acetato de etilo, diclorometano e
metanol foram adquiridos 8 VWR-BDH Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Franga) e Fisher
Scientific (Loughborough, Reino Unido), enquanto a agua ultrapura foi obtida num
equipamento de laboratorio Advantage A10 Milli-Q (Merck, Darmstadt, Alemanha). Reagentes
quimicos de grau analitico usados nos bioensaios in vitro foram fornecidos pela Merck
(Darmstadt, Alemanha), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), Lonza (Basel, Suica) e Biowest
(Riverside, CA, EUA). Os reagentes e meios de cultura para ensaios celulares in vitro foram
fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha), Gibco (Grand Island, NY, EUA), Invitrogen
(Life Technologies, Warrington, UK), e Sigma-Aldrich (Seelze, Germany).

3.2 Extracao e purificacdo dos compostos

As diferentes etapas do isolamento dos compostos a partir de extratos da alga

Sphaerococcus coronopifolius encontram-se esquematizadas na Figura 8.

2,777 g de alga seca 500 g de alga seca

‘ Extrato de Metanol ‘

‘ Extrato de Diclorometano ‘

I
|
|
|
|
I
‘ VLC: F2-F3 \ ! [ | |
1
| | ‘ VLC: Fragdo F1 ‘ ’ VG EracioiEA ‘ ' VLC: Fragéo F6 ‘
l HPLC: P1 ‘ 1 [ [
[ ! CC: Fragio F1A ‘ CC: Fragio F7 ‘
‘ CC: Composto ‘ : [
l 1 ’ CC: Fragao F6/9 ‘
’ CC: F42-48 ‘ |
L - v
CC: F3 ‘ CC: F1-3 CC: F8-10 HPLC: P4
Composto 1 CC:F2-4 HPLC: P5 » CC:Fl11
n-Hex /EtOAc (9:1) l ! l
Composto 2 Composto 3 Composto 4
n-Hex /EtOAc H,O/CH3CN (100%
(9,5:0,5) (50:50) Diclorometano).

Figura 8 Etapas do processo de isolamento dos compostos a partir de extratos da alga Sphaerococcus
coronopifolius.
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Numa experiéncia prévia, a alga S. coronopifolius liofilizada (2,777 Kg) (Figura 8A)
foi extraida sequencialmente com metanol (MeOH) e, seguidamente, com diclorometano
(CH2Cla,) na proporg¢ao de 1:40 (p/v), a temperatura ambiente com agitacdo constante durante
12 horas, e ao abrigo da luz. Seguiu-se uma filtracao (papel de filtro n° 4, VWR), sendo os
extratos resultantes concentrados a secura sob vacuo, a 40 °C, num evaporador rotativo (IKA
HB10, VWR Internacional, Alcabideche, Portugal). O extrato seco de CH>CL> (23,637 g) foi
entdo fracionado por cromatografia liquida em vacuo (VLC) usando silica gel 60 (0,06-0,2
mm) de fase normal (Scharlau, Espanha). A fase mével foi composta por ciclohexano com

quantidades crescentes (25%) de acetato de etilo (EtOAc).

As fracoes F2 e F3 resultantes da VLC foram purificadas em coluna semi-preparativa
de HPLC de fase reversa (Synergi Fusion-RP 80?, Phenomenex, 10 x 250 mm, 4 pm) com fluxo
de 5,2 mL/min, usando como fase movel uma mistura de HoO: CH3CN em regime isocratico
de 0 a 5 min (25:75), um gradiente linear de 5 a 25 min (de 25:75 a 15: 85), e isocratico apos
25 min (15:85). Esta primeira etapa de purificagcdo proporcionou 12 sub-fragoes (P1-P12). A
sub-fracao P1 foi purificada em coluna preparativa (1) (2,0 x 19,5 cm) com enchimento de silica
gel 60 (Sharlau, 0,04-0,06 mm) utilizando como fase movel uma mistura de n-Hex/EtOAc,
tendo se obtido o composto 1 (maioritario/impuro) (P1.1, f12-f15), o qual foi submetido
novamente a uma cromatografia em coluna (2), (2,0 x 32,0 cm), obtendo-se as fragdes F42-48.
Finalmente, a partir desta fragdo foi realizada uma cromatografia em coluna (3) preparativa com
silica gel (0,06-0,2 mm), na qual foi obtida a fracdo F3 (n-Hex /EtOAc (9:1) donde resultou o
Composto 1 (125,0 mg).

Numa segunda experiéncia (Figura 8B), a partir de 500 gramas da alga seca, foi
preparado um extrato com metanol. Este foi submetido a cromatografia liquida em vacuo de
fase normal em silica gel 60 (0,06-0,2 mm), usando ciclohexano com quantidades crescentes
de EtOAc como fase movel. As fragdes F1, F4 e F6 obtidas foram eluidas com 100% de

ciclohexano e sujeitas a varias técnicas cromatograficas:

Fracio 1 (F1A), foi submetida a cromatografia em coluna preparativa (1) com silica
gel 60 (Sharlau, 0,04-0,06 mm; 2,0 x 19,0 cm), obtendo-se a fragcdo F6/9, a qual foi submetida
a cromatografia em coluna preparativa (2) com silica gel (VWR BDH Chemiclas, Leuven,
Bélgica, 0,04-0,06 mm; 2,0 x 32,0 cm), utilizando gradientes de ciclohexano, com quantidades

crescentes de EtOAc, obtendo a fragao F1/3 (110,5 mg) que foi submetida a cromatografia em
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coluna preparativa (3) com silica gel, e eluida com n-Hex /EtOAc (9,5:0,5). obtendo-se o

Composto 2 (27,0 mg).

Fracio 4 foi submetida a cromatografia em coluna preparativa (1) com silica gel 60
(Sharlau, 0,04-0,06 mm; 2,0 x 19,0 cm), obtendo-se a fracdo F8-10, a qual foi purificada em
coluna semi-preparativa de HPLC de fase reversa (Synergi Fusion-RP 80?, Phenomenex, 10 x
250 mm, 4 um), fluxo de 6 mL/min, usando como fase mével uma mistura de HO:CH3CN em
condi¢des isocraticas (50:50) de 0 a 25 min, obtendo-se o Pico 5 correspondente ao Composto

3 (3,8 mg).

Fracdo 6 foi submetida a cromatografia em coluna preparativa (1) com silica gel 60
(0,04-0,06 mm; 2,0 x 19,0 cm). Obteve-se a fracdo F7, que foi purificada em coluna semi-
preparativa de HPLC de fase reversa (Synergi Fusion-RP 80% Phenomenex, 10 x 250 mm, 4
pum), fluxo de 10 mL/min, usando como fase mével uma mistura de H>O: CH3CN em condicdes
isocraticas (50:50) de 0 a 25 min, obtendo-se o Pico D Esta fracdo foi submetida a uma
cromatografia em pipeta de Pasteur com silica gel 60 (Sharlau, 0,04—0,06 mm, 0,6 x 4,0 cm) e
elui¢do com diclorometano (100%), obtendo a fragdo F11 que corresponde ao Composto 4 (4,2

mg).
3.2.1 Identificacdo dos compostos

A identifica¢do dos compostos isolados foi efetuada através de ressonancia magnética
nuclear de protao (1H-RMN). Os espetros foram obtidos num equipamento Bruker Avance 400
(Bruker, Madrid, Espanha) a 400.13 MHz. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (CDCls, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e os espetros obtidos a temperatura
de 25 °C. Os desvios quimicos (d) sdo expressos em ppm e referenciados ao sinal residual do

solvente (0H = 7.26 ppm).

3.3 Avaliacao de efeito inflamatorio anti-inflamatorio no modelo celular RAW 264.7

A resposta inflamatdria ¢ mediada por um sistema complexo de fatores, que envolve
células do sistema imunitario e uma variedade de mediadores inflamatorios. Estes mediadores
sd30 moléculas de sinalizagdo-chave implicadas na ativagdo e regulacdo de processos
inflamatorios. Existem varios mediadores associados com a resposta inflamatoria, tais como, o
oxido nitrico e citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. Desta forma, induzindo uma

condi¢do de inflamagdo através do tratamento com LPS, avaliou-se a produciao de mediadores
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pro-inflamatorios, tais como a producao de 6xido nitrico, os niveis de TNF-a e interleucina-6

(IL-6) e de mediadores anti-inflamatorios como a interleucina-10 (IL-10).

3.3.1 Manutencio da cultura celular

Os ensaios foram realizados num modelo in vitro de macrotagos RAW 264.7 de rato
induzidos pelo virus da leucemia murina Abelson (ATCC TIB-71), adquiridos do biobanco
American Type Culture Collection (ATCC). As células RAW 264.7 foram cultivadas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sem phenol red suplementado com soro fetal bovino
(FBS) a 10% (v / v), 1% de antibiotico/antimicético (100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina) e 1% de piruvato de sddio (100 mM). As células foram mantidas em cultura
com 5% de CO3, 95% de humidade e uma temperatura de 37 °C. A subcultura das células foi

efetuada em frascos de crescimento de 75 cm? de acordo com as instru¢des da ATCC.

3.3.2 Avaliacao da atividade citotoxica nas células RAW 264.7

A atividade citotoxica dos bromoditerpenos foi avaliada nas células RAW 264.7 através
do ensaio colorimétrico MTT adaptado do método realizado por Yuan ¢ Walsh (2006). As
células foram semeadas em placas de 96 pogos com uma densidade celular de 5 x 10*
células/poco, sendo posteriormente testados os compostos num intervalo de concentragdes de
0.01 — 100 uM durante um periodo de incubacao de 24 h. As células nao tratadas foram usadas
como controlo, e a saponina foi usada como controlo de morte celular. Findo este periodo, o
meio foi removido e as células lavadas com 200 pL de tampao PBS (1x). Apos esta lavagem,
adicionaram-se 100 uL. de MTT (0,5 mg/mL), previamente preparado em meio de cultura sem
soro, as células, seguindo-se a incubag@o no escuro, durante 1 h, na incubadora de CO». De
seguida, aspirou-se 0o MTT e adicionaram-se 100 uL. de DMSO, de modo a solubilizar os cristais
de formazano produzidos. Os resultados foram obtidos apds a dissolugdo total dos cristais,
através da leitura de absorvancia a um comprimento de onda de 570 nm (Epoch, BioTek®
Instruments, Winooski, VT, EUA). Os efeitos dos compostos sobre a viabilidade celular das

células RAW 264.7 foram apresentados em percentagem do controlo (% do controlo).
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3.3.3 Avaliacdo da atividade inflamatoria e anti-inflamatoria no modelo celular RAW
264.7

3.3.3.1 Quantificacao dos niveis de 6xido nitrico (NO) nas células RAW 264.7

Os efeitos inflamatorios e anti-inflamatorio dos diterpenos e bromoditerpenos foram
determinados através da quantificagdo do oxido nitrico (NO) de acordo com Yang e
colaboradores (2009), com algumas modificacdes. As células foram semeadas em placas de 24
pocos com uma densidade de 2x10° células/poco. De modo a determinar se 0s compostos
induziam inflamagao, as células foram tratadas com os compostos a concentracio ndo toxica,
Sphaerococcenol A (0,01; 0,1 uM), Aloaromadendreno (0,01; 0,1; 1uM), Bromosphaerol e
12R-hidroxi-bromosphaerol (0.01; 0,1; 1 e 10uM), durante 24 h e 48 h, e os niveis de NO
determinados. Por sua vez, de modo a determinar se as amostras demonstravam atividade anti-
inflamatoria os compostos foram incubados nas células RAW 264.7 durante 24 h e 48 h numa
condicdo de inflamacao induzida com lipopolissacarideos (LPS) a uma concentragcdo de 1

ug/mL.

Desta forma, as células foram pré-incubadas com os compostos nas concentragdes de
0,1¢0,01 uM para o Sphaerococcenol A, 1,0.1 € 0,01 uM para o Aloaromadendreno, e 10,1,0.1
uM e 0.01 pM para o Bromosphaerol e 12R-hidroxi-bromosphaerol durante 1 h e,
posteriormente, adicionaram-se o LPS, seguindo-se uma incubagdo de 24 h e 48 h. Apoés este
periodo, procedeu-se a uma centrifugacdo da placa a 200 g, 5 min a 4 °C. De seguida
transferiram 150 pL. do sobrenadante para uma nova placa e adicionaram-se 50 pL de reagente
de Griess (1% (w/v) sulfanilamida, 0,1% (p/v) N-(1-naftil) etilenodiamina em 2,5% (v/v) de
acido fosforico) preparado previamente. Apos 30 min de incubagdo no escuro, a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 546 nm num leitor de microplacas (Epoch, BioTek®
Instruments, Winooski, VT, EUA). A dexametasona, um conhecido anti-inflamatorio, foi usado
como padrdo a concentracao de 30 uM. Os resultados foram apresentados em percentagem do

controlo (% do controlo).

3.3.3.2 Efeitos dos compostos nos niveis de citocinas mediadoras do processo inflamatorio

Com o objetivo de determinar se o potencial anti-inflamatorio dos diterpenos e
bromoditerpenos isolados da alga Sphaerococcus coronopifolius, estava associado a alteracao
dos niveis dos mediadores inflamatorios TNF-a e IL-6 e anti-inflamatorio IL-10, foram

avaliados os niveis destas citocinas apds 24 h e 48 h mediante o ensaio imunoenzimatico
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(ELISA) (Engvall, E., & Perlmann, P, 1971). As células RAW 264.7 foram cultivadas em
placas de 24 pogos, a uma densidade de 2x103 células por pogo. Apos o periodo de incubagio,
foram recolhidos 350 pL do sobrenadante e armazenado a -80 °C (Thermo, Electron
Corporation, Massachusetts, Estados Unidos) para posterior quantificacdo. Os niveis das
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 foram quantificados utilizando os Kits “TNF-a mouse uncoated
ELISA KIT”, “IL-6 mouse uncoated ELISA kit e “IL-10 mouse uncoated ELISA kit (Thermo
Fisher Scientific, Vienna Austria: 88-7324-22, 88-7064-22 e 88-7105-22), respetivamente.
Todos os ensaios foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricante com pequenas
modificagdes. A absorbancia foi medida a 570 e 450 nm, de modo a permitir a subtracdo do

comprimento de onda. Os dados analisados e os resultados foram apresentados em pg/mL.

3.4 Docking molecular

Foram realizadas simulagdes de screening virtual utilizando para o acoplamento
molecular, 0 software DockThor-VS, disponivel gratuitamente em
https://www.dockthor.Incc.br, que se integra com o supercomputador brasileiro SDumont. Este
software oferece orientacdo detalhada para a preparacdo de proteinas e ligantes mediante
ferramentas como PdbThorBox e MMFFLigand, e permite a andlise de resultados através de
DTStatistics. O estudo concentrou-se em duas proteinas-alvo do SARS-CoV-2, a proteina Mpro
(PDB:6LU7) ( Grid x: -31 ;y: 21 ; z: 23 ) e a proteina Spike sem ACE2 (PDB:6MO0J) ) ( Grid
x:-30;y: 14 ; z: 24 ), utilizando a variante gendmica de tipo selvagem, bem como a proteina
do retinoblastoma cadeia A-B (PDB:109K) ( Grid x: 33 ; y: 161 ; z: 43 ) envolvida na
eliminagdo de células cancerigenas, a qual pode ser inibida tanto em processos inflamatérios
como pela agdo de proteinas virais. Durante a simulagdo, manteve-se um pH de 6,6 a 7,4, e nao
se alterou o estado de protonacdo dos residuos de aminoécidos, ndo se agregaram atomos de
hidrogénio e ndo se congelaram as ligagdes giratorias do ligante com condi¢des standard (#

avaliagoes: 1000000; # corridas: 24)

A fungdo de pontuagdo utilizada para avaliar as poses acopladas do ligante ¢ baseada na
soma dos termos do campo de forca MMFF94S, conhecida como Energia Total, que inclui as
energias de interagdo intermolecular, como as forcas de Van der Waals (com constante de
amortecimento 6 = 0,35) e os potenciais eletrostaticos entre os pares de atomos proteina-
ligantes. O principal objetivo destas experiéncias de screening € determinar se 0s compostos

obtidos da alga Sphaerococcus coronopifolius poderiam interagir com uma ou mais das
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proteinas-alvo através de um protocolo de acoplamento convencional, utilizando as estruturas

3D de:

e 12R-hidroxi-bromosphaerol - PubChem CID: 46232318
e Aloaromadendreno - PubChem CID: 12305247

e Bromosphaerol - PubChem CID: 14565462

e Sphaerococcenol A - PubChem CID: 21775031

Para a visualizag¢@o dos resultados assim como para gerar graficos de interagao recetor-
ligando 2D optou-se por utilizar Discovery Studio Visualizer Client BIOVIA, desenvolvido e
distribuido pela Dassault Systémes, que ¢ uma aplicacdo de modelagem molecular gratuita e

rica em fungdes para ver, partilhar e analisar dados de pequenas proteinas e moléculas.

3.5 Tratamento de dados e analise estatistica

Para determinar as diferencas significativas em relagdo ao controlo e/ou tratamento com
LPS foi usado uma analise de variancia unidirecional (ANOVA), com testes de comparagao
multipla de Dunnett. Todos os dados foram verificados quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (teste de Levene). Os célculos foram realizados usando o software
GraphPad v8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Todos os dados foram obtidos
através de, pelo menos, trés experiéncias independentes (n=3) e sdo apresentados como média
+ erro padrdo da média (SEM), sendo consideradas as diferencas a um nivel de significancia de

0,0001 (p < 0,0001).
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4. Resultados

4.1 Identificacido dos compostos isolados

O isolamento dos compostos maioritarios das fragdes iniciais foi efetuado por meio de
métodos de cromatografia liquida (VLC, CC e HPLC). A caracterizacdo estrutural dos
metabolitos isolados foi realizada por ressonancia magnética nuclear de protdo ('"H RMN), a
qual permitiu a identificacdo de um sesquiterpeno e trés bromoditerpenos biosintetizados pela

alga vermelha Sphaerococcus coronopifolius.

1) (2)

Figura 9 Espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo dos compostos isolados da macroalga
Sphaerococcus coronopifolius

A andlise dos espetros de 'H RMN (Figura 9) e sua comparagdo com espetros de
compostos anteriormente isolados a partir da mesma alga, bem como com dados espetrais
reportados na literatura (Fenical et al., 1976; Fattorusso et al., 1976; De Rosa et al., 1988;
Cafieri et al., 1987; Cafieri et al., 1990; Faure et al., 1991; Smyrniotopoulos et al., 2008;
Smyrniotopoulos et al., 2010) permitiram identificar os compostos Aloaromadendreno (1),
Sphaerococcenol A (2), Bromosphaerol (3), e 12R-hidroxi-bromosphaerol (4). As suas

estruturas quimicas encontram-se representadas na Figura 10.
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: A

Aloaromadendreno Sphaerococcenol A Bromosphaerol

12R-Hydroxy-bromospaherol

Figura 10 Estruturas quimicas dos compostos isolado da Sphaerococcus coronopifolius.

Dados relativos a formula e peso molecular, bem como a massa obtida para cada

composto na sequéncia do processo de isolamento efetuado, encontram-se resumidos a Tabela

L.

Tabela I Formula quimica, peso molecular e massa obtida dos compostos isolados de Sphaerococcus

coronopifolius

Férmula Peso molecular Massa
Composto . /mol)
quimica (g/mo (mg)
Aloaromadendreno CisHo4 204.36 27,0
Sphaerococcenol A C20H29BrO2 381.35 125,0
Bromosphaerol C20H32Br20 448.28 3,8
12R-hidroxi-bromosphaerol C20H32Br202 464.28 4,2

Para os ensaios biologicos, preparou-se uma solugao stock de cada composto em DMSO

(100 mM), a partir da qual se prepararam as restantes concentracdes (0,01; 0,1; 1; 10 uM).
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4.2 Atividades biologicas realizadas em modelos celulares in vitro

4.2.1 Avaliacao da atividade citotoxica nas células RAW 264.7
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Figura 11 Viabilidade celular das células RAW 264.7 apos 24 h de incubagdo com o terpeno
Aloaromadendreno e os bromoditerpenos, Sphaerococcenol A, 12R-hidroxi-bromosphaerol e
Bromosphaerol (0.01 — 10 uM), obtidos da alga Sphaerococcus coronopifolius. Os resultados sio
expressos em percentagem do controlo (% do controlo). A saponina (SAP) foi utilizada como controlo
de morte celular. Os valores correspondem a média = erro padrdo da média (SEM)(n=3). Os simbolos
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,0001, ANOVA, teste de Dunnet) quando

comparados ao veiculo: (#).

Quando as células RAW 264.7 foram tratadas com os compostos as concentragdes
definidas (0.01 — 10 uM) observou-se uma reducao significativa na viabilidade celular (Figura
11). O efeito mais marcado foi induzido pelo composto Sphaerococcenol A as concentragdes
de 1 e 10 uM reduzindo significativamente a viabilidade celular em 87,7% e 30,7%,
respetivamente. Por outro lado, o Aloaromadendreno a 10 puM reduziu significativamente a
viabilidade celular em 23,6%. No que diz respeito ao 12R-hidroxi-bromosphaerol e ao
Bromosphaerol, ndo houve redugdo significativa da viabilidade celular em nenhuma das
concentracoes avaliadas. Neste sentido, as concentracdes dos compostos que nao demonstraram
citotoxicidade nas células RAW 264.7 foram selecionadas para estudar o seu potencial anti-

inflamatorio.
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4.2.2. Avaliacio da atividade anti-inflamatéria dos compostos nas células RAW 264.7

4.2.3 Producao de oxido nitrico nas células RAW 264.7

Depois de definidas as concentragdes ndo toxicas para os compostos testados, foi

avaliado o efeito inflamatdrio e anti-inflamatorio dos compostos através da quantificacdo de

oxido nitrico. Os resultados sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 Avaliagdo da atividade inflamatoria e anti-inflamatoria nas células RAW 264.7: Inflamacdo
(A) Produgdo de 6xido nitrico apos 24 h e 48 h de incubagdo com os compostos; Anti-inflamatérios (B)
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Produgdo de 6xido nitrico pelas células RAW 264.7 induzidas por LPS (1 pg/mL), apds 24h e 48h de
incubagdo com os compostos (0,01 — 10 uM). Os resultados sdo expressos como percentagem do
controlo (CT) (% do controlo). Dexametasona (DEX) foi utilizada como padrao anti-inflamatdrio. Os
valores correspondem a média + erro padrao da média (SEM)(n=3). Os simbolos representam diferencas
estatisticamente significativas (p <0,0001, ANOVA, teste de Dunnet) quando comparados ao controlo

#), LPS (*) e DEX ().

Ap0s exposicao das células aos compostos nas concentragdes selecionadas, observou-
se que tanto as 24 horas como as 48 horas de incubagdo, nenhum deles estimulou a producao
de NO referido na Figura 12A, quando comparado com o controlo. Por outro lado, quando as
células RAW 264.7 foram estimuladas com LPS, pdde observar-se que os compostos
apresentaram capacidade de reduzir os niveis de NO. Apods 24 h de incubacgdo verificou-se que
o composto Aloaromadendreno a 1 (111,0 = 4,8 %) e 0,1 uM (121,4 £ 8%) seguido do
Sphaerococcenol A a 0,1uM (126,6 + 12,5%) e do Bromosphaerol a 10 uM (123,1 + 10,9%)
reduziram significativamente a produ¢do de NO, quando comparado com o LPS (1754 +
8,2%). Por outro lado, o efeito verificado pelos compostos foi semelhante ao padrao anti-
inflamatorio dexametasona (118,9 + 4.3%). Apods 48 h de incubacgao verificou — se que apenas
o Sphaerococcenol A a 0,1uM (283,8 + 11,6%) apresentou capacidade de reduzir
significativamente a produgdo de NO, quando comparado com o LPS (424,6 + 8,2%) como

observado na Figura 12B.

4.2.4 Efeitos dos compostos nos niveis de citocinas mediadoras do processo inflamatorio

De forma a avaliar o efeito dos compostos isolados da macroalga Sphaerococcus
coronopifolius ao nivel dos mediadores inflamatorios, trés citocinas inflamatoérias, TNF - a, IL-
6 e IL-10, foram quantificadas nas células RAW 264.7 quando expostas ao LPS na presenga

dos compostos. Os resultados sdo apresentados nas figuras 13 -15.

4.2.4.1 Citocina TNF-qa.

Os efeitos dos compostos nos niveis de TNF-a dos macréfagos 264.7 encontram-se
representados na Figura 13. Quanto aos niveis de TNF-a apos exposicdo das células ao LPS
(1209,0 + 84,6 pg/mL), observou-se um aumento significativo da concentracao desta citocina
quando comparado com o controlo. Contudo, quando tratado com o Sphaerococcenol A a 0,1
UM (760,9 + 33,9 pg/mL) e o Bromosphaerol a 1 uM (804,2 = 61,7 pg/mL) e 10 uM (737,6 =

192,5 pg/mL) verificou-se uma redugao significativa dos niveis de TNF-a. No entanto, ¢ de
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salientar que os niveis apresentados destas citocinas na presenca dos compostos foram

inferiores aos valores apresentados pela dexametasona (1030 + 24 pg/mL).
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Figura 13 Efeito do terpeno (0.01 — 1 uM) e dos bromoditerpenos (0.01 -10 uM), obtidos da alga
Sphaerococcus coronopifolius, nos niveis de TNF-a (pg/mL) em células RAW 264.7 induzidas por LPS
(1 pg/mL), apés 24 horas de incubagdo. Dexametasona (DEX) foi utilizada como padrio anti-
inflamatoério. Os valores em cada coluna representam a média + erro padrdo da média (SEM) de 3
experiéncias independentes. Os simbolos representam diferengas significativas (p <0,0001, ANOVA,

teste de Dunnet) quando comparados com o controlo (#), LPS (*) e DEX ($).

4.2.4.2 Citocina IL-6

Os efeitos dos compostos nos niveis de IL-6 dos macréfagos 264.7 encontram-se

representados na Figura 14. Quanto aos niveis da IL-6 apos exposi¢cdo das células ao LPS
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(862,7 + 39,9 pg/mL), observou-se um aumento significativo nos niveis da concentra¢do desta
citocina quando comparado com o controlo. Contudo, quando tratado com o Sphaerococcenol
A 0,1 uM (129,3 + 31,3 pg/mL) e o Bromosphaerol a 0,01 uM (141,9+ 19,2 pg/mL) e 0,01 uM
(182,7 + 49,2 pg/mL) verificou-se uma reducio significativa dos niveis de IL-6. E ainda de

salientar que os valores obtidos pelos compostos quanto aos niveis de IL-6 foram inferiores aos

obtidos pelo anti-inflamatério dexametasona (489,3 £ 26,9 pg/mL).
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Figura 14 Efeito do terpeno (0.01 — 1uM) e dos bromoditerpenos (0.01 -10 uM), obtidos da alga
Sphaerococcus coronopifolius nos niveis de IL-6 (pg/mL) em células RAW 264.7 induzidas por LPS (1
ug/mL), apo6s 24 horas de incubagdo. Dexametasona (DEX) foi utilizada como padrao anti-inflamatorio.
Os valores em cada coluna representam a média = erro padrdo da média (SEM) de 3 experiéncias
independentes. Os simbolos representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001, ANOVA,

teste de Dunnet) quando comparados com o controlo (#), LPS (*) e DEX ($).

4.2.4.3 Citocina IL-10

Os efeitos dos compostos nos niveis de IL-10 dos macrofagos 264.7 encontram-se

representados na Figura 15.A capacidade de estimular o aumento dos niveis da citocina anti-
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inflamatoéria IL-10, apds exposicao das células aos compostos quando estimuladas com LPS
(154,7 + 98,7 pg/mL) foi avaliada, observando-se um aumento significativo nos niveis da
concentragdo de IL-10 quando comparado com o controlo. Quando tratado com
Sphaerococcenol A a 0,01 pM (1015 + 212,6 pg/mL) e 12R-hidroxi-bromosphaerol a 0,1 uM
(1175,1 £266,1 pg/mL), 1 uM (1301 £ 381,1 pg/mL) e 10 uM (1001 = 278 pg/mL) verificou-
se um aumento significativo nos niveis de IL-10 quando comparado com o tratamento com
LPS. Foi ainda possivel observar que os valores apresentados pelos compostos quanto aos

niveis de IL-10 foram superiores aos apresentados pela dexametasona (588 + 63,2 pg/ml),

exceto para o Aloaromadendreno e o Bromosphaerol.
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Figura 15 Efeito do terpeno (0.01 — 1uM) e dos bromoditerpenos (0.01 -10 uM), obtidos da alga
Sphaerococcus coronopifolius nos niveis de IL-10 (pg/mL) em células RAW 264.7 induzidas por LPS
(1 pg/mL), apés 24 horas de incubagdo. Dexametasona (DEX) foi utilizada como padrio anti-
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inflamatorio. Os valores em cada coluna representam a média + erro padrdo da média (SEM) de 3
experiéncias independentes. Os simbolos representam diferencas significativas (p <0,0001, ANOVA,

teste de Dunnet) quando comparados com o controlo (#), LPS (*) e DEX ($).
4.3 Interacio com as proteinas Mpro, Spike e pRb, mediante Docking molecular.

Este estudo visou explorar o potencial de interacdo dos terpenos extraidos da alga
Sphaerococcus coronopifolius com proteinas importantes na replicagdo do SARS-CoV-2, como
a protease principal (Mpro) e a glicoproteina de pico (Spike), tendo sido também considerada
a proteina do retinoblastoma (pRb). O objetivo foi avaliar se estes compostos podem ser
candidatos promissores no desenvolvimento de fArmacos mediante uma abordagem in silico,
onde se utilizou a ferramenta Dockthor para realizar um estudo dindmico, as energias totais de

afinidade discriminadas estdo na Tabela II.

Tabela II Energia total de afinidade dos compostos obtidos com as proteinas Mpro, Spike ¢ pRb
(kcal/mol)

Afinidade
Compostos
Mpro Spike pRb
Aloaromadendreno -7,8 -7.8 -7,8
Bromosphaerol -7,9 -7,9 -8,2
Sphaerococcenol A -6,7 -7.5 -7,2
12R-hidroxi-bromosphaerol -8.,1 -7,4 -8.4

Os resultados incluem energias de afinidade com as proteinas. Além disso, o software
Discovery Studio forneceu informacgdes sobre os mecanismos de ligagdo, podendo ter
implicagdes significativas na procura de novos compostos com potencial terapéutico contra o
SARS-CoV-2 e na compreensdo de possiveis interagdes com proteinas-chave em processos

celulares, como a eliminagdo de células cancerigenas (pRb).

A utilizagdo da média da energia de acoplamento mais baixa ¢ comum e eficaz para
avaliar a afinidade de ligagdo, fornecendo informacgdes cruciais sobre a forca da interagdo e as
preferéncias de orientacdo do ligante no sitio ativo das proteinas. A escolha da Energia Total
como funcdo de pontuagdo ¢ apropriada para avaliar as poses acopladas do ligando,
considerando diversos fatores na interagdo proteina-ligando. A decomposi¢ao da Energia Total

em componentes especificos proporciona uma compreensdo detalhada das contribuig¢des
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individuais para a estabilidade da unido, incluindo forcas de Van der Waals, potenciais
eletrostaticos e termos torcionais. Em resumo, a Energia Total reflete tanto as interagdes
intermoleculares como intramoleculares, permitindo avaliar a for¢ca da unido e compreender
como diferentes aspetos da estrutura molecular contribuem para a energia total. Os resultados

sao apresentados na Figura 16-18.

4.3.1 Interac¢des com a proteina Mpro
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Figura 16 Diagramas 2D com intera¢des intermoleculares, entre a Protease Principal do SARs-CoV-2
(Mpro) e (1) 12R-hidroxi-bromosphaerol, (2) Bromosphaerol, (3) Aloaromadendreno ¢ (4)
Sphaerococcenol A.
A estrutura dimérica de Mpro na sua conformagao de proteina selvagem (PDB:6LU7) e
sua interacdao com inibidores covalentes sdo aspetos relevantes, ja que os inibidores covalentes
oferecem uma poderosa forma de bloquear especificamente a atividade da proteina. Esta

informacdo fornece uma base solida para a concegdo e desenvolvimento de medicamentos

eficazes contra o SARS-CoV-2.
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O composto mais promissor foi o 12R-hidroxi-bromosphaerol, com uma energia de
afinidade de -8,1 (kcal/mol). Este estabelece interagdes solidas de hidrogénio com Asnl42 e
Leul4l, uma interagdo carbono-hidrogénio com His163, e uma interagdo hidrofobica com
Cys145 (distancia 5,3A). Além disso, o Bromosphaerol apresentou uma afinidade significativa
de -7,9 (kcal/mol), com interagdes de hidrogénio e hidrofobicas com o residuo chave Cys145
(distancia 5,2A). O Aloaromadendreno apresentou uma energia de afinidade de -7,8 (kcal/mol),
com interagdes exclusivamente hidrofébicas (His41-Cys145; distancia 5,3 e 5 A). Finalmente,
o Sphaerococcenol A exibiu a menor energia de afinidade, -6,7 (kcal/mol), com ligacdes de

hidrogénio com residuos especificos.
4.3.2 Interacdes com a proteina Spike

A glicoproteina de pico (Spike) desempenha um papel fundamental ao facilitar a unido
do virus com a célula hospedeira através do recetor ACE2, sendo um fator critico para a entrada
do virus na célula (Song et al., 2018; Jaimes et al., 2020). A proteina Spike, estruturada num
homotrimero, consiste em duas subunidades S1 e S2. A subunidade S1, especialmente o
Dominio de Ligagao ao Recetor (RBD), localizado entre os residuos 319 e 541 e a sua regido
que faz contato direto com o recetor hospedeiro ¢ chamada de Recetor Binding Motif (RBM) e
esta localizada entre os residuos 437 e 508, crucial para o desenvolvimento de medicamentos

devido a sua interacdo com o recetor do hospedeiro (Lan ef al., 2020; Yan et al.; em 2020).

No contexto do SARS-CoV-2, os residuos de aminoéacidos na Regido de Ligagdo ao
Recetor (RBM) sdo essenciais, com residuos especificos nas posigdes 480 ¢ 490 que tém um
impacto significativo na progressao da doenga (Xia ef al., 2021). Este estudo baseia-se na
conformagao selvagem de Spike (PDB:6M0J) sem ACE2, Para a proteina Spike, observou-se
um aumento significativo no niimero de interacdes com os compostos. Os resultados sdo

apresentados na Figura 17.

O Bromosphaerol destacou-se com uma energia de afinidade de -7,9(kcal/mol),
estabelecendo uma ponte de hidrogénio com Gly496 (distancia 1,84A), e quatro interagdes
hidrofébicas, com Arg403, Tyr505, Tyr453 e Tyr495 (distancia 4,7-5,4 A), sendo estas tltimas
particularmente notaveis, uma vez que se formaram com atomos de bromo presentes na
estrutura do composto. Em segundo lugar, o Aloaromadendreno mostrou uma afinidade de -7,8
(kcal/mol), interagindo através de trés interagdes hidrofobicas. O Sphaerococcenol A
apresentou uma afinidade de -7,5 (kcal/mol), estabelecendo uma ligacdo de hidrogénio e uma

interacdo hidrofobica. Finalmente, o 12R-hidroxi-bromosphaerol, com uma afinidade
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ligeiramente menor de -7,4 (kcal/mol), formou o maior numero de pontes de hidrogénio com

Arg403, Tyrd53 e GIn493 e uma interacao hidrofobica com Tyr495.
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Figura 17 Diagramas 2D com interac¢des intermoleculares, entre a glicoproteina de pico do SARS-COV2
(Spike) e (1) 12R-hidroxi-bromosphaerol, (2) Bromosphaerol, (3) Aloaromadendreno, (4)
Sphaerococcenol A.

4.3.3 Interac¢ées com a proteina pRb

A proteina da retinoblastoma (pRb) desempenha um papel crucial na supressdo de
tumores ao bloquear o crescimento de células disfuncionais nas fases G1 e S do ciclo celular,
impedindo a replicagao do ADN (Xiao et al., 2003). Descobriu-se que, do complexo E2F, s6 as
duas regides finais sdo necessdrias para se juntarem a pRb: a regido de caixa marcada e o
dominio de trans-ativagdo composto pelos residuos 243-437 (Le et al., 1998). Neste estudo,
utilizou-se a estrutura (PDB:109K), selecionando apenas as cadeias A e B para evitar a
concorréncia com o fator E2F e focando nos pontos de ligacdo especificos que poderiam levar

a inibi¢ao da proteina.
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Para a proteina do retinoblastoma referida na Figura 18, todos os compostos mostraram
uma afinidade notavel, sendo o 12R-hidroxi-bromosphaerol o mais destacado com uma energia
de -8,4 (kcal/mol). Este composto estabelece uma ligagdo de hidrogénio com Glu737 e 3
interagdes hidrofobicas com Leu461, His699 e Val735. Em segundo lugar, o Bromosphaerol
apresentou uma energia de 8.213 (kcal/mol) com varias interagdes, incluindo uma ligacao de
hidrogénio, e 3 interagdes hidrofobicas. O Aloaromadendreno posiciona-se em terceiro lugar,
com uma afinidade de -7,8 (kcal/mol), mostrando duas interagdes hidrofobicas. Finalmente, o
Sphaerococcenol A exibe uma energia de -7.2 (kcal/mol), com varias interagdes, incluindo uma

ponte de hidrogénio com Arg467 (distancia 2,5A).

(1) 2)
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B:737
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oH 0
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422 192
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Glsu
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8:699 S
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5.34 0 2.00 A:476
SER
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ARG A:464
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Interagoes

D Pontes de hidrogénio :] Interagdes hidrofobicas

Figura 18 Diagramas 2D com interacdes intermoleculares, entre a proteina do Retinoblastoma (pRb) e
1(1) 12R-hidroxi-bromosphaerol, (2) Bromosphaerol, (3) Aloaromadendreno, (4) Sphaerococcenol A.
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O resumo das diferentes atividades demonstradas pelos compostos isolados a partir da
alga Sphaerococcus coronopifolius encontra-se representado na Tabela III.
Tabela III Representacdo ilustrativa da capacidade anti-inflamatdria, anti-viral, e a interagdo com

proteinas importantes em processos celulares dos terpenos isolados da alga Sphaerococcus
coronopifolius.

Capacidade Processos _ Capacidade
Composto Anti-viral celulares ~ Concentracao Anti-inflamatéria
Mpro  Spike pRb (M) NO TNF-¢ IL6 IL-10

Sphaerococcenol A . . 0,01 L1 O (] I
0.1 H [ W [
oot [ [ [O [
Aloaromadendreno . . 0,1 - [:] [:] D
) W ] O [
ool [ [ [ [
12R-hidroxi- 0,1 |:| D D -
bromosphaerol . . 1 L1 [ HEE |
10 0 O O N
oot [] [ W O
Bromosphaerol . . 0.1 [] [ .
! m 0 O O
10 H BN ] [

Interagdo direta com sitio ativo; Capacidade anti-inflamatéria com diferengas significativas quando comparado com
os LPS.

|:| Sem interagdo direta com sitio ativo; Auséncia de Capacidade anti-inflamatéria

Com base na analise geral da Tabela III, percebe-se que o Sphaerococcenol A ¢ o
composto que apresenta atividade anti-inflamatdria mais completa em comparagao aos demais
compostos, sendo importante destacar que o Bromosphaerol foi o tinico que conseguiu reduzir
os niveis de TNF-a, assim como o 12R-hidroxi-bromosphaerol tem a maior capacidade de

aumentar os niveis de IL-10.

Quanto ao Docking molecular, os compostos apresentaram interagdo com os sitios
ativos das proteinas virais estudadas; no que se refere as proteinas envolvidas em processos
celulares essenciais, s6 0 Sphaerococcenol teve a capacidade de interagir com o sitio ativo da

pRb.
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5. Discussao e Conclusoes

Virias doencas cronicas estdo associadas a inflamagdo e as suas vias regulatorias
especificas na sua patogénese. Um estimulo inflamatério desencadeia vias de sinalizagdo
intracelular, permitindo e ativando a sintese e libertacdo de mediadores inflamatérios. Produtos
microbianos e citocinas (IL-1p, IL-6, TNF-a) atuam como estimulos primarios e iniciam a
inflamacao interagindo com recetores to/l-like (TLR), o recetor de IL-1 (IL-1R), o recetor de
IL-6 (IL-6R) e o recetor de TNF (TNFR) (Kyriakis et al., 2001; Kaminska, 2005; Henriquez-
Olguin et al., 2015).

A inflamagdo cronica e aguda ¢ um processo fisiologico mediado pela ativacdo de
células imunes, como células mononucleares fagociticas e macréfagos. O mecanismo da
inflamacao ¢ controlado por mediadores quimicos endégenos, como aminas vasoativas, fator
ativador de plaquetas, citocinas, bradicinina, fibrina, componente do complemento, 6xido
nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS). Portanto, niveis adequados desses componentes
podem ser um fator fundamental na luta contra as doengas inflamatdrias, sendo o principal
desafio encontrar moléculas que promovam sua producdo e inibam a producdo de fatores

inflamatérios como IL-1, TNF-a e IL- 6 (Lintermans ef al., 2014; Headland et al,, 2015).

Na atualidade ndo existe nenhum agente anti-inflamatorio de origem marinha no
mercado, no entanto hé alguns compostos que se encontram sob avaliagdo pré-clinica e clinica.
Em estudos anteriormente realizados, foram descritos detalhadamente os mecanismos
moleculares de acdo de varios produtos naturais marinhos, geralmente visando neutréfilos e
macrofagos tanto in vitro como in vivo (Molinski et al., 2009). Nos ltimos anos, diversos
estudos tém sido efetuados na procura por produtos naturais com elevados efeitos fisiologicos

e baixa toxicidade, de modo a substituirem diversos produtos de origem sintética.

Neste contexto, as algas marinhas surgem como uma opg¢do na procura de novos
farmacos, devido a biossintese de uma gama diversificada de metabolitos secundarios que
desempenham um papel fundamental como moduladores dos niveis de mediadores de
inflamacdo. As macroalgas sdo ricas em compostos bioativos naturais (e.X. pigmentos,
compostos fenolicos, lipidos) que apresentam diversos beneficios para a saude humana .A alga
vermelha Sphaerococcus coronopifolius tem-se revelado uma fonte de terpenos halogenados
com propriedades citotoxicas, antimicrobianas e antifouling, contudo o seu potencial como

moduladores dos niveis de mediadores de inflamat6rios continua desconhecido.
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Por sua vez, no tratamento realizado com a presenga dos compostos foi possivel também
verificar que nenhum dos compostos as concentragdes selecionadas promoveu o aumento na
producao de NO, apresentando apenas niveis basais de NO quando comparado com a situagao
com LPS. Por outro lado, foi possivel observar que o Sphaerococcenol A, o Aloaromadendreno
e Bromosphaerol as 24 h de incubacdo tiveram capacidade de inibir significativamente a
producdo de NO estimulado com o tratamento realizado com o LPS, tendo demonstrado

resultados muito proximos ao padrdo anti-inflamatorio utilizado.

O o6xido nitrico ¢ um radical livre de natureza gasosa, sintetizado a partir da oxidagado
do aminodcido L-arginina por uma familia de enzimas chamadas 6xido nitrico sintetases
(NOS), sendo a sua expressao modulada por citocinas (e.g. IL-18, IL-6, INFy). O NO nos
macrofagos ndo € constitutivo, mas sim induzido em situagdes em que essas células sdo ativadas
por citocinas. O NO participa praticamente em todos os processos fisioldgicos do corpo; porém,
em altas concentra¢des pode induzir danos prejudiciais nos tecidos. Quando o NO se combina
com radicais superdxido, gera moléculas como o peroxinitrilo, reduzindo assim a sua
disponibilidade (Green et al., 1991; Carrizo et al., 1998). Assim, a inibi¢do deste radical pode
estar ligada a dois mecanismos, sendo o primeiro seria uma agao puramente redutora da
molécula sendo mais um efeito antioxidante. O segundo seria a inibi¢ao das enzimas que levam
a sua sintese, mediante a diminuicao da producao de citocinas relacionadas aos linfocitos TH1,
como IL-2 e INF-y, as quais estimulam os macréfagos para produgdo de grandes quantidades
de NO, assim como a estimulagdo da producdo das citocinas libertadas pelos linfocitos TH2,
como IL-4 e IL-10, que regulam negativamente a produg¢do de NO (Choudhari et al., 2013;
Escamilla et al., 2022).

Apesar dos resultados promissores relativamente a capacidade de inibi¢do dos niveis de
NO, sabe-se que existem diferentes vias de sinalizagdo intracelular e, desta forma, foram
também avaliados os niveis de outros mediadores pro-inflamatorios, TNF-a, IL-6 ¢ a citocina
anti-inflamatoria, IL-10. Analisando os resultados obtidos ¢ possivel afirmar que os niveis de
TNF-a e IL-6 aumentaram significativamente na presenc¢a de LPS. Em termos gerais, nem todos
os compostos apresentaram capacidade de reduzir os niveis de todos estes medidores, sendo
que apenas alguns, em concentragdes especificas, conseguiram reduzir significativamente os
niveis de TNF-a e IL-6. O Sphaerococcenol A (0,01 uM) e o Bromosphaerol (0,01 — 1 uM)
foram os que apresentam maior capacidade de inibicao destas citocinas. No que diz respeito, a

IL-10, houve compostos que mostraram potencial para estimular a expressao desta citocina.
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Apo6s 48 h de tratamento, os niveis de IL-10 aumentaram significativamente na presenga do
Sphaerococcenol A (0,01;0,1 puM), bem como como na presenca do 12R-hidroxi-
bromosphaerol (0,1 - 10 uM). Normalmente, a producao de IL-10 ocorre como resposta a
producdo de outras citocinas pro-inflamatorias (Iyer & Cheng, 2012). Com o composto 12R-
hidroxi-bromosphaherol, pode observar-se uma seletividade para a producdo dessa citocina,
sendo muito superior a de outros bromoditerpenos, mas sem inibir a producdo das outras

citocinas.

Embora o trabalho conduzido nesta dissertacdo corresponda ao primeiro estudo com
compostos isolados da alga Sphaerococcus coronopifolius, existe concordancia com estudos
realizados anteriormente com 0s seus extratos, bem como com bromoditerpenos extraidos de
outras algas vermelhas que apresentaram a capacidade de inibir a producdo de NO e algumas
citocinas. O estudo de Salehi e seus colaboradores (2018) demonstrou que o extrato de
diclorometano da alga S. coronopifolius reduziu a produgdo de IL-8 em células endoteliais,
evidenciando o seu potencial anti-inflamatorio. Sendo que os compostos isolados provieram de
um extrato bruto de diclorometano, ¢ expectavel que o efeito observado por Salehi et al. (2018)
seja devido a presenca destes compostos. Alves e seus colaboradores (2018) também
observaram que com o 12R-hidroxi-bromosphaerol e o Bromosphaerol ndo mostraram efeitos
significativos na reducdo de IL-6 num modelo celular de co-cultura. Esses resultados estao, de
certo modo, de acordo com os obtidos no presente trabalho, pois o 12R-hidroxi-bromosphaerol
ndo conseguiu inibir a producdo de IL-6 em ambas as experiéncias, enquanto o Bromosphaerol
apresentou efeito regulador negativo apenas neste estudo. Estas discrepancias podem ser

atribuidas as diferencas nos modelos celulares utilizados.

Compostos bromados, como o 3-bromo-4,5-dihidroxibenzaldeido, o 3-bromo-5-
(etoximetil) benzeno-1,2-diol e o éter bromofenol bis(3-bromo-4,5-dihidroxibenzilico),
isolados da alga Polysiphonia morrowii, num modelo celular de macréfagos RAW 264.7
induzidas por LPS demonstraram capacidade de suprimir a produ¢do de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6), assim como ativar o fator nuclear NF-«kB, resultando em

efeitos anti-inflamatorios ao reduzir a produgao de 6xido nitrico, a expressdao de iNOS e COX-
2 (Katsui et al., 1967; Lui et al., 2011; Choi et al., 2018).

O composto 5B-hidroxipalisadina B um sesquiterpeno bromado isolado da alga
vermelha Laurencia snackeyi, suprimiu a produ¢do de NO, a expressdo de iNOS e COX-2 e

libertagdo de TNF-a, IL-1B, IL-2 e IL-6, em células RAW 264.7 estimuladas por LPS
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(Wijesinghe et al., 2014). Os compostos neorogioldiol e o 11-15-ciclo-14-bromo-14,15-
dihidrorogiol-3,11-diols sdo bromoditerpenos encontrados na alga Laurencia glandulifera, que
demostraram ter atividade anti-inflamatoria in vitro usando células RAW 264.7, modelando
negativamente a indugdo de iNOS e a produ¢do de NO (Daskalaki ez al., 2019). De igual forma,
os bromoditerpenos estudados neste trabalho, evidenciaram maior atividade anti-inflamatoria
comparada com a apresentada pelo terpeno nao halogenado Aloaromadendreno. A presenca do
grupo bromo na composicao destas moléculas parece contribuir para os efeitos anti-

inflamatorios em comparagdo com diterpenos marinos convencionais (Gonzales et al., 2015).

O Sphaerococcenol A (0,1uM) destacou-se como o bromoditerpeno mais eficaz na
inibicdo dos mediadores anti-inflamatorios NO, TNF- a e IL-6, enquanto estimulou a produ¢ao
de IL-10. No entanto, a sua eficacia depende da concentragdo, pois doses elevadas podem ser
citotoxicas. Por sua vez, o Bromosphaerol (1 uM) demonstrou também capacidade de reduzir
os niveis de agentes inflamatorios, mantendo a sua eficicia estdvel, embora nao tenha
estimulado a producdo de IL-10. O composto 12R-hidroxi-bromosphaerol ndo inibiu
significativamente as citocinas pré — inflamatérias, mas estimulou a producdo de IL-10,
sugerindo o seu potencial para inflamagdes controladas. J& o Aloaromadendreno apresentou
menor atividade anti-inflamatoria, inibindo apenas a produgdo de NO, sugerindo que, como
acima referido, terpenos com atomos de bromo na sua estrutura podem contribuir para potenciar

os efeitos biologicos observados.

A doenca da COVID-19, causada pela sindrome respiratoria coronavirus aguda grave
(SARS-CoV-2), teve um grande impacto na saude e nas economias global (Chen et al., 2020).
O desenvolvimento de medicamentos neste contexto ¢ complexo e vai desde a compreensao do
mecanismo até a avaliacdo da eficacia e da toxicidade. O processo de descoberta de farmacos,
que abrange varias etapas até a fase clinica III, pode levar aproximadamente 10 anos, e muitos
farmacos podem ser descontinuados antes da sua aprovacao (Yelin et al., 2020). A falta de uma
terapia aprovada pela FDA exerce pressao sobre as equipas cientificas e médicas para
desenvolver opgdes de tratamento para a COVID-19. Apesar da eficicia comprovada das
vacinas pelas empresas farmacéuticas da Pfizer, da Moderna e da AstraZeneca, o seu rapido
desenvolvimento provocou efeitos adversos, incluindo casos fatais (Liu et a/,2020; Sethi et
al,2020). A mutacao do virus gera variantes resistentes as vacinas, o que dificulta a eficacia das
terapias atuais dirigidas a proteinas virais especificas. Este cendrio coloca desafios

significativos no tratamento da doenca (Wu et al., 2020).
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A necessidade de desenvolver agentes terapéuticos antivirais mais eficazes contra virus
emergentes, como o SARS-CoV-2, destaca-se pelas limitagdes das terapias convencionais e
pela possivel reducdo da eficacia das vacinas contra as variantes com mutagdes em genes-chave
(Wu et al., 2020). Por conseguinte, ¢ urgente conceber e desenvolver agentes terapéuticos
antivirais naturais de largo espectro para fazer face a pandemia. Os produtos naturais marinhos
sdo apresentados como opg¢des promissoras, demonstrando resultados positivos em ensaios in
vitro e in silico, devido as suas caracteristicas estruturais especificas que podem impactar as

proteinas-alvo do virus.

Neste trabalho, o potencial antiviral dos bromoditerpenos da alga vermelha
Sphaerococcus coronopifolius mediante simulacdes in silico foi avaliado. A sua interagdo com
as principais proteinas do SARS-CoV-2, Mpro e Spike, bem como com a proteina do
retinoblastoma foi analisada. Os resultados revelaram que os bromoditerpenos mostraram
afinidades significativas nos locais ativos e circundantes das proteinas-alvo. Especificamente,
os compostos 12R-hidroxi-bromosphaerol e o Bromosphaerol interagiram com o residuo
Cys145 da diada catalitica, e juntamente com o Aloaromadendreno demonstraram interagdes
favoraveis com a protease principal, principalmente, o Aloaromadendreno pela sua capacidade
de interagir com toda a diada catalitica (Cys145-His41). Embora o Sphaerococcenol A tenha
apresentado a menor afinidade, a sua interagdo com o residuo Glul66 sugere uma

especificidade que deve ser considerada ao tentar inibir completamente a proteina.

No que diz respeito a proteina Spike, foi observado que todos os compostos
apresentaram energias de afinidade muito semelhantes, variando de -7,8 (kcal/mol) para o
Bromosphaerol a -7,4 (kcal/mol) para o 12R-hidroxi-bromosphaerol. Estes compostos foram
capazes de estabelecer diversas interagdes com uma série de residuos localizados no Dominio
de Ligagdo ao Recetor (RBD) entre os residuos 319 e 541, incluindo a al¢a de ligacdo ao recetor
(RBM) localizada entre os residuos 424 e 494. E importante destacar que 12R-hidroxi-
bromosphaerol formou o maior nlimero de liga¢cdes de hidrogénio, o que proporciona maior

estabilidade a sua interagao.

E importante notar que nenhum outro estudo i silico foi realizado avaliando este grupo
especifico de compostos com as proteinas-alvo analisadas neste trabalho. Da mesma forma,
pode observar-se semelhanga nas ferramentas e estruturas utilizadas em outros ensaios, bem
como nas afinidades obtidas com medicamentos comerciais € outras moléculas de origem

marinha no estudo de Guedes e colaboradores (2021). Isto sugere que estes compostos podem
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influenciar varias fases do ciclo viral, desde a entrada até a libertacao, bem como interacoes

especificas com o hospedeiro.

Os resultados obtidos sdo promissores, mostrando relevancia em relagdo aos estudos
existentes na literatura. Varios estudos utilizaram simula¢des dinamicas com estruturas
proteicas e ferramentas computacionais semelhantes para avaliar a interagao de compostos com
0 SARS-CoV-2. Por exemplo, Abdelrady e colaboradores (2023) utilizaram uma abordagem
de acoplamento molecular com Autodock Vina 1.5.6 para prever as afinidades de ligagdo de
diterpenodides com a estrutura cristalina de Mpro (PDB: 6WTJ). Os autores observaram que os
derivados de abietano, jatrofano, segetano, pepluano e paralian apresentavam maiores
afinidades de ligagdo com SARS-CoV-2 Mpro, sendo o derivado 13 o mais proeminente com
uma afinidade aproximada de -6,7 = 0,2 kcal/mol. No entanto, esses diterpenos comuns
apresentaram menor afinidade e niumero de interagcdes em comparagdo com o 12R-hidroxi-

bromosphaerol.

Também ¢ possivel comparar os bromoditerpenos presentes na alga vermelha
Sphaerococcus coronopifolius com outros compostos provenientes de algas. Por exemplo no
estudo realizado por Kalasariya e colaboradores (2022), em que se avaliou o potencial de
moléculas derivadas da alga verde Ulva fasciata para o tratamento do SARS-CoV-2. Utilizando
as estruturas (PDB:6Y84 e 6LU7) da protease principal (Mpro), observou-se que o 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadecen-1-ol exibiu a melhor afinidade com um valor aproximado de -5,9

kcal/mol, sendo um valor inferior ao obtido com os 4 compostos testados no nosso estudo.

E essencial ter em conta um fator crucial na utilizagio de estruturas proteicas, pois
podem existir varios residuos diferentes que influenciam a afinidade e ligacdao final. Por
exemplo, no caso da proteina Mpro, a sobreposicdo das estruturas revela alteragdes
conformacionais significativas no sitio de ligacdo do ligante, especialmente nos residuos
Met49, Asn142 e GIn189. Isso € valido para a proteina Spike, onde a sua regido RBM apresenta
grande variabilidade no nimero de residuos. Este aspeto destaca a importancia de considerar

multiplas conformagdes proteicas em ensaios de triagem virtual para testar diversos compostos.

Outros compostos bromados exibem afinidades e interacdes muito semelhantes as dos
terpenos do nosso estudo. Assim, num estudo realizado por El-Demerdash e colaboradores
(2021), onde foram avaliados quatorze analogos de bromotirosina obtidos da esponja marinha
Suberea ianthelliformis, o composto 13 (Anomoiano E) apresentou alta afinidade com a

principal protease do SARS-CoV-2 (MPro) (PDB:6LU7), com pontuagao de -8,5 kcal/mol. Este
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composto estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio com o residuo Asnl42 e uma interagdo
hidrofébica com o residuo Glul66. Em relagdo a glicoproteina Spike (PDB: 6VYB), a
psamaplisina D demonstrou maior afinidade (-7 kcal/mol), apresentando trés ligacdes de
hidrogénio e interacdo hidrofobica no sitio ativo. Por outro lado, a fistularina-3 exibiu afinidade
de -7,65 kcal/mol, com quatro ligacdes de hidrogénio facilitadas pela presenca de grupos OH.
Observou-se que, tal como nos resultados do presente trabalho, compostos com maior nimero
de grupos OH tendem a formar mais interagdes, sendo que o 12R-hidroxi-bromosphaerol com
menor energia total de afinidade que o Bromosphaerol, apresentou um numero significativo de

interagdes em comparagdo com outros compostos.

As ligagdes de hidrogénio desempenham um papel crucial como pontos de ancoragem
na interacdo dos compostos com as proteinas, influenciando o seu arranjo espacial e facilitando
outras interacdes hidrofébicas e eletrostaticas. Na conce¢ao de medicamentos, ¢ essencial
identificar grupos hidrofobicos tanto no composto como no recetor a medida que se enfrentam
durante a ligagdo, enquanto grupos como o carbonil-amida e o grupo OH contribuem para a
estabilidade da ligacdo. Em resumo, os varios grupos funcionais presentes em diferentes classes
de compostos naturais determinam a sua ligacdo a proteinas-alvo especificas. Estudos in silico
oferecem previsdes sobre possiveis interagdes entre ligantes e alvos, facilitando a busca por
novas moléculas para o desenvolvimento de fairmacos para alvos terapéuticos especificos.
Embora os bromoditerpenos apresentem resultados promissores, os seus valores de afinidade
sdo inferiores aos dos fdrmacos ja existentes, conforme demonstrado no estudo dindmico de

Guedes e colaboradores (2021). Este estudo utilizou o software DockThor-VS para avaliar 20

candidatos a farmacos em ensaios pré-clinicos para proteinas alvo do SARS-CoV-2.

Na anélise Mpro (PDB:6LU7), Ledipasvir e Imatinib, ambos em ensaios clinicos,
demonstraram a melhor afinidade, com pontuacdes de -10,59 kcal/mol e -10,10 kcal/mol,
respetivamente. Ombitasvir foi o melhor contra Spike (PDB:6M0J), com um score de Docking
superior a -10 kcal/mol, enquanto a Atorvastatina apresentou afinidades moderadas contra
Mpro e Spike, com scores previstos de -8,73 kcal/mol e -8,71 kcal/mol, respetivamente, valores
superiores aos obtidos com os compostos testados neste estudo. Porém estes possuem
mecanismos de acao diferenciados e especificos, o que lhes pode conferir vantagens em relagao

aos medicamentos ja comercializados.

Finalmente, para descartar a interferéncia dos nossos compostos em processos celulares

importantes, foi avaliada a sua interagdao com a proteina do retinoblastoma, crucial para suprimir
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o crescimento das células cancerigenas. Foi identificado um nucleo hidrofobico formado pelas
cadeias laterais de 20 residuos no dominio central pRb, na interface das cadeias A-B, E2F que
se liga a este segmento através de interacdes fracas, incluindo duas interagdes hidrofobicas com
Phe482 e Lys530, duas ligacdes de hidrogénio com Glu554 e Thr645, e uma ligacao idnica com
Argd67 (Nevins, 2001; Kent ef al.,, 2019). A funcao desta proteina pode ser influenciada se
alguma molécula competir com os sitios de ligacdo do fator E2F. Embora os nossos compostos
apresentassem afinidades significativas com a proteina, nenhum interferiu nos sitios criticos de
ligacdo do E2F, exceto o Sphaerococcenol A, o qual formou algumas interagcdes com residuos
chave, portanto, o seu impacto neste processo celular pode ser negativo, sugerindo que este

composto pode ndo ser adequado para uso.

Sphaerococcenol A, formou algumas interagdes com residuos chave da pRb-E2F
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6. Perspetivas futuras

Um estimulo inflamatério desencadeia vias de sinaliza¢do intracelular que permitem e
ativam a sintese e libertagdo de mediadores inflamatorios envolvidos em varias doencas

cronicas.

O presente trabalho focou-se no estudo do potencial anti-inflamatoério e anti-viral de
compostos isolados da alga vermelha Sphaerococcus coronopifolius. Os resultados obtidos
permitiram concluir que, dos compostos testados, o Sphaerococcenol A e o Bromosphaerol
revelaram capacidade de reduzir os mediadores pro-inflamatérios como NO, TNF-a e IL-6.
Como trabalho futuro, seria importante testar o seu efeito sobre outros agentes pro-
inflamatorios, como interleucina 1 beta (IL-1 B), interleucina 12 (IL-12) e o interferon-y (IFN-
v). Para além da capacidade especifica do 12R-hidroxi-bromosphaerol em estimular a produgao
de IL-10 sera também importante realizar um estudo complementar para avaliar se tem
capacidade para promover outros agentes anti-inflamatorios como as interleucinas IL- 4, IL-13,
fator estimulador de coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) e interferon - o (IFN-a).
Por outro lado, o composto Bromosphaerol foi o unico composto que teve a capacidade de
reduzir significativamente a producao de TNF-a e sera relevante estudar a dependéncia a sua

concentragdo para determinar se o efeito se manteria por mais tempo.

Apesar dos resultados promissores, como trabalho futuro, os compostos que
apresentaram maior atividade deveriam ser objeto de estudos mais aprofundados, incluindo a
investigacdo das vias biossintéticas conducentes ao estimulo da sua produgao pela propria alga
para garantir uma fonte sustentavel destes compostos. Paralelamente, o estudo da viabilidade
de uma sintese quimica para modificar grupos funcionais que aumentem os efeitos observados,
seria outra abordagem possivel para seguir. Contudo, sdo necessarios mais estudos em modelos
in vitro com outras linhas celulares, bem como em co-cultura ou modelos 3D. A co-

administracao destes compostos também podera ser explorada.

Seria importante avaliar se esses terpenos conseguem inibir ou estimular outros
mediadores da inflamac¢do como aminas vasoativas (histamina, serotonina, prostaglandinas),
outras citocinas como Fator de Necrose Tumoral-f3, Fator de Crescimento Transformante-f3
(TGF-B) e Interferons (IFN-a e ). Nesta parte, seria importante levar em considera¢do a
realizagdo dos testes em outros modelos celulares: a microglia BV-2 murina poderia ser
utilizada para a produgao de NO; para TNF-a numa linha celular de macréfagos monociticos

humanos Mono Mac 6, células BALB/3T3 ou em células THP-1; pela IL-6, o estudo poderia
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ser realizado em mastocitos -2H3 de leucemia basofilica de rato (RBL), assim como a resposta

inflamatoria poderia ser induzida pela adi¢ao de IFN-y ou TNF-q.

Os estudos dindmicos in silico sdo abordagens fundamentais como um primeiro passo
para identificar moléculas com capacidade de afetar a funcdo proteica. No entanto, ¢
imprescindivel submeté-las a avaliagdes mais rigorosas por meio de ensaios experimentais e
clinicos para confirmar a sua eficacia bioldgica e terapéutica. Antes de avancar para a validacao
experimental, ¢ aconselhavel aplicar técnicas avangadas de simulagdo, pois esse processo ¢ mais
econdmico e proporciona-nos resultados mais rapidos. Destaca-se que em futuros estudos ¢
importante considerar multiplas conformacdes de proteinas nas experiéncias de detecdo virtual
devido a possiveis mudangas conformacionais no sitio de ligacdo do ligante, detetando se
existem diferengas em residuos importantes, com o objetivo de garantir um acoplamento ideal
com as nossas moléculas. Os dados obtidos para os bromoditerpenos 12R-hidroxi-
bromosphaerol e Bromosphaerol apresentaram o maior potencial para inibir as proteinas Mpro
e Spike, exibindo energias totais de afinidade superiores, bem como interagindo com os
residuos presentes no sitio ativo. Além disso, ndo interagiram com residuos do sitio ativo da
proteina do retinoblastoma, algo que foi observado na analise efetuada com o Sphaerococcenol
A. Este pode ser um fator limitante para a sua futura aplicacdo antiviral, pois podera interferir

em processos celulares essenciais.

Em estudos futuros seria importante avaliar também a a¢ao dos compostos isolados com
outras proteinas importantes no SARS-COV2, como Nsp3 (dominio PLpro), Nsp5 (3CLpro),
Nspl2, (RdRp), Nspl15 (NendoU) e proteina N, assim como considerar outras variantes das
proteinas alem da salvagem. O estudo dos mecanismos de acdo da atividade antiviral dos
compostos testados, recorrendo a varios modelos in vitro, incluindo enzimaticos e em modelos
celulares, seria igualmente importante. De igual forma, em estudos futuros serd importante
estabelecer correlagdes entre a atividade anti-inflamatoria e antiviral observadas, de forma a
compreender o potencial destas moléculas no tratamento de doencas virais que tenham um

quadro inflamatorio subjacente como a COVID-19.

Em suma, os terpenos isolados a partir da alga Sphaerococcus coronopifolius
demonstram capacidade de modular os niveis de diversos mediadores inflamatorios, assim
como interagir com proteinas especificas, essenciais para infecdo por SARS-Cov-2, abrindo
novas oportunidades de investigacdo para inspirar o desenvolvimento de farmacos inovadores

para o tratamento de doengas com uma base inflamatoéria e/ ou viral.
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