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Analise /n Siflico dos Parametros Farmacocinéticos
e Toxicoldgicos dos Constituintes da Aroeirado
Sertao (Astrorvium Urundewva) e seu Potencial
Antimalarico

In Silico Analysis of the Pharmacokinetic and Toxicological Parameters of the Constituents of Aroeira-do-Sertdo (Astronivm

vrundeuvva) and its Antimalarial Potential.
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Ezio R. A. de S¢

A aroeira-do-sertdo (A. urundeuva) ¢ uma planta predominante no bioma da caatinga,
reconhecida popularmente na medicina tradicional brasileira. Os parametros ADMET
dessa espécie foram analisados visando evidenciar o potencial farmacoldgico de seus
constituintes e apresentar novas alternativas para o tratamento da malaria. Tendo
em vista a resisténcia desenvolvida devido a mutagdes genéticas causadas pelos
proprios antimalaricos. Utilizou-se programas computacionais como AutoDock Vina
e Discovery Studio para analisar as interagdo receptor-ligante dos alvos maldricos
PfENR, PfLDH, PfFP2 e PvPMV com constituintes da aroeira, onde o Selina-3,7(11)-
dieno, viridifloreno e viridiflorol apresentaram interatividade com a proteina PfENR ¢
nenhum potencial mutagénico.

Palavras-chave: ADMET; ancoragem molecular; quimioinformatica.

Aroeira-do-sertdo (A. urundeuva) is a predominant plant in the caatinga biome,
popularly recognized in traditional Brazilian medicine. The ADMET parameters of this
species were analyzed to highlight the pharmacological potential of its constituents and
present new alternatives for the treatment of malaria. In view of resistance developed
due to genetic mutations caused by the antimalarials themselves. Computer programs
such as AutoDock Vina and Discovery Studio were used to analyze the receptor-
ligand interactions of the malarial targets PfENR, PfLDH, PfFP2 and PvPMV with
constituents of aroeira, where Selina-3,7(11)-diene, viridiflorene and viridiflorol
presented interactivity with the PFENR protein and no mutagenic potential.

Keywords: ADMET; docking molecular; chemoinformatics.
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Introducdo

De acordo com a Organizacgdo Mundial da Saude
(OMS), as doencas negligenciadas, também conhecidas
como doengas tropicais negligenciadas (DTNs), sdo doengas
infecciosas que atingem principalmente comunidades pobres
e excluidas, especialmente em locais com infraestrutura
sanitdria insuficiente, condi¢des inadequadas de habitacdo
e de alimentagdo e acesso restrito aos servicos de saude.
Elas sdo denominadas “negligenciadas” porque, do ponto de
vista econdmico, ndo sdo consideradas importantes, recebem
pouco ou nenhum financiamento e afetam principalmente
populagdes desfavorecidas e paises em desenvolvimento.'

Entre as doencas tropicais negligenciadas, algumas
das mais notaveis incluem: Doenga de Chagas, Dengue,
Leishmaniose, Hanseniase e Malaria. A malaria humana
¢ uma doenca parasitaria que pode evoluir rapidamente e
levar & morte, provocada por quatro protozodrios do género
Plasmodium: P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale.
No Brasil, apenas os trés primeiros podem ser encontrados.??

Viarios medicamentos sdo utilizados para tratar a
malaria, chamados de antimalaricos, como, cloroquina,
amodiaquina, primaquina, mefloquina. Os principais
problemas dos antimaléricos atuais sdo os efeitos colaterais
e a resisténcia que os protozodrios vém desenvolvendo aos
medicamentos.* Essa resisténcia ocorre quando mutagdes
genéticas nos parasitas da maldria tornam-nos menos
sensiveis aos medicamentos. Isso € preocupante, pois a
resisténcia aos antimaldricos pode levar ao fracasso do
tratamento, aumentando a mortalidade € a morbidade
da malaria. Portanto, é crucial monitorar a resisténcia
aos medicamentos e desenvolver novas estratégias de
tratamento para combater a malaria.’

O uso de plantas medicinais ¢ uma pratica milenar que
ocorre em todo o mundo. Essas plantas sdo usadas para
tratar doengas, ferimentos e outras condi¢des especificas.
Uma planta medicinal é qualquer planta que contenha
substancias com propriedades terapéuticas. Fitoterdpicos,
por sua vez, sdo medicamentos provenientes de plantas
medicinais, comercializados em diversas formas, como
pomadas, xaropes e comprimidos. Os fitoterdpicos podem

ser constituidos inteiramente de plantas ou conter outras
substincias em sua formulagfo.®

O Brasil destaca-se como o pais com a maior
biodiversidade do mundo, abrigando mais de 55 mil
espécies de plantas distribuidas em seis diferentes biomas:
Amazonas, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pampa
e Pantanal. A Caatinga, caracterizada como o bioma
morfoclimatico predominante no Nordeste do pais, possui
um clima semiarido e € exclusivamente brasileira. Além
disso, apresenta uma rica diversidade de espécies vegetais
que sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional
da regido. Diversas espécies medicinais e aromaticas
sdo mencionadas nesse contexto, tais como Astronium
urundeuva, Lippia sidoides e Vanillosmopsis arborea.”

A espécie A. urundeuva, popularmente conhecida como
Aroeira-do-sertdo, ¢ uma espécie nativa do Brasil, embora
ndo seja exclusiva. A aroeira esta presente em varias partes
do continente americano, desde o México até a Argentina.
Essa espécie de aroeira € predominantemente encontrada
no bioma da caatinga, mas também pode ser encontrada no
Cerrado e na Mata Atlantica.?

O desenvolvimento farmacologico ¢ um campo
multidisciplinar que envolve diversas areas de estudo. A
fitoquimica, por exemplo, é responsavel pelo isolamento,
purificagdo e caracterizagdo de principios ativos presentes
em plantas. Ja a farmacologia se dedica ao estudo das
interagdes entre substincias quimicas e organismos
biologicos, focando em como os constituintes isolados
afetam esses organismos. Essas areas, juntas, contribuem
significativamente para o avango do desenvolvimento
farmacologico.’

Além desses métodos, existem outros meios
de descobertas de farmacos, como a
quimioinformatica, que ¢ um campo de estudos referente a
uma area interdisciplinar da ciéncia que utiliza métodos da
informatica para resolver problemas quimicos.!” O termo
quimioinformatica surgiu por meio de Frank Brown, em
1998, que a definiu da seguinte forma “Quimioinformatica
¢ amistura desses recursos de informagéo para transformar
dados em informagdes e informagao em conhecimento com
o proposito de tomar decisdes melhores e mais rapidas na
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area de identificag@o e otimizagdo de compostos lideres de
medicamentos”.!!

Neste contexto, emergem outras areas ¢ subareas
que estdo intimamente relacionadas a descoberta de
farmacos em meio in silico. A quimica computacional e
a modelagem molecular sdo exemplos dessas areas, que
utilizam a interdisciplinaridade da quimioinformatica
para manipular estruturas moleculares, organizar bancos e
estudar a relagdo entre a estrutura molecular e a atividade
biolégica por meio de modelos QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationship), entre outros métodos.!’

O objetivo geral deste estudo ¢ realizar uma analise
in silico dos parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos
dos constituintes da aroeira-do-sertdo (4. urundeuva) e,
por meio do docking molecular, observar suas capacidades
de interacdo com alvos malaricos. Além disso, o
trabalho visa identificar na literatura os constituintes
da A. urundeuva, prever parametros farmacocinéticos e
atividades bioldgicas, identificar proteinas relevantes no
organismo do protozoario Plasmodium e conduzir estudos
de interag@o receptor-ligante. Essas investiga¢des visam
apresentar novas alternativas para o tratamento da malaria.

Metodologia
REVISAO DA LITERATURA

Foi realizada uma pesquisa bibliografica por artigos
sobre a espécie Astronium Urundeuva utilizando as
palavras-chave: Astronium urundeuva; Myracrodruon
urundeuva, caracterizagdo urundeuva, Composig¢do
urundeuva. Visando identificar seus constituintes, essa
busca foi realizada em varias peridédicos e bases de dados
de artigos cientificos, como SciELO, Web of Science e
Google Académico.

Apos definir a malédria como doenca a ser investigada,
foi realizado uma pesquisa bibliografica acerca da doenga
utilizando as palavras-chave: Malaria; Plasmodium;
Malaria Docking; Plasmodium Docking; Plasmodium
falciparum Docking; Antimalarico Docking. Buscando
conhecer mais sobre a doengca e ao mesmo tempo
identificar as proteinas constituintes dos protozoarios
do género Plasmodium, essa pesquisa foi realizada em

periddicos e bases de dados de artigos cientificos, como
SciELO, Web of Science ¢ Google Académico.

ESTRUTURAS 2D E 3D

A obtengdo das estruturas 2D e 3D assim como as
coordenadas de todos os constituintes foram obtidas no
banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/) com exce¢do das Urundeuvinas A, B e C, que
tiveram que ser desenhadas, e para isso foi utilizado
o programa KingDraw ( http://www.kingdraw.cn/
en/). Ja a estrutura cristalina 3D das proteinas alvo dos
protozoarios Plasmodium, PfENR (Enoil-ACP redutase,
ID PDB: 3LT0), PfLDH (L-Lactato desidrogenase, ID
PDB: 1LDG), PfFP2 (Cisteina protease falcipaina-2, ID
PDB: 3BPF) e PvPMV (Protease aspartica PMS5, ID PDB:
4714) foram obtidas no banco de dados RCSB Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/).

PREDICOES ADMET

As predigdes ADMET (Absorcdo, Distribuicdo,
Metabolismo, Excre¢do e Toxicidade) e propriedades
obtidos
previstas em softwares especializados nesse proposito,
como o PreADMET (https://preadmet.webservice.
bmdrc.org/) e SwissADME (http://www.swissadme.

fisico-quimicas dos constituintes foram

ch/), onde pdde-se obter parametros referentes a
inibi¢do de proteinas do organismo, penetragdo na
barreira hematoencefalica, Carcinogenicidade para
ratos e camundongos dentre outros.

PREVISAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

As previsdes de atividade bioldgica dos constituintes
da A. urundeuva foram realizadas utilizando o software
PASS Online (https://www.way2drug.com/passonline/
predict.php), onde pode-se obter a probabilidade de
atividade biologica de todos os constituintes encontrados.
E com base nas predigdes ADMET, foi realizada uma
triagem dos compostos, visando os compostos com maior
potencial farmacologico para a finalidade do estudo. Apos
isso, avaliou-se suas previsdes de atividade biologica e
entdo foi selecionada a doenga alvo.
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DOCKING MOLECULAR

A preparacdo dos ligantes e dos receptores, foram
realizadas com o software UCSF Chimera, onde foram
isoladas as cadeias que seriam utilizadas eliminando
cadeias secundarias e residuos indesejados.” A segunda
fase de preparagdo dos receptores, assim como a dos
ligantes, foi realizada no software AutoDock Tools.?,
onde adicionou-se hidrogénios e carga de Gasteiger
ao receptor, e por fim, definiu-se os graus de liberdade
rotacionais para os ligantes.

Para definir as coordenadas que seriam utilizadas na
docagem, foi utilizado o software CavityPlus (http://www.
pkumdl.cn:8000/cavityplus/index.php#/). As coordenadas
cartesianas utilizadas para definir o centro da caixa de
grade foram definidas da seguinte maneira PfENR (X =
55.1;Y=286.75;2=137.75), PfLDH (X =25.0; Y =10.0; Z
=45.25), PfFP2 (X =-56.0; Y =-1.5; Z=-13.5) e PvPMV
(X =-2.25;Y =97.75; Z = 40.5). O tamanho da caixa de
grade foi definido para todos os receptores como 22.0A
para cada eixo cartesiano, o nimero de modos foi definido
como 50 ¢ a exaustividade como 24,1218

O célculo de docking foi executado utilizando
o software AutoDock Vina'® realizando busca de
conformacgdes e orientagdes do ligante que minimizam
a energia de interagdo com o receptor. Este processo
permite a identificacdo de possiveis modos de ligacdo
entre o receptor e o ligante. J& a analise e visualizagdo
dos complexos foram realizadas no software BIOVIA
Discovery Studio', onde é possivel observar interagdes
intermoleculares como ligagdes de hidrogénio, interagdes
por forca de Van der Waals, hidrofobicas e covalentes.

Resultados e Discussoes
DADOS DA LITERATURA

A partir de uma revisao bibliografica meticulosa sobre
a espécie de aroeira Astronium urundeuva, foram obtidos
dados significativos e de grande relevancia nos trabalhos
analisados. Dentre esses dados, destaca-se a identificagdo
de 50 compostos presentes na espécie, os quais estdo
detalhados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Constituintes da Aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva).

Constituintes Féormula | Local Referéncia
(E)-Hex-2-enal C,H, O F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
(E)-B-Ocimene C"H, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
(Z)-Hex-2-enol C,H,0 F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
(Z)-Hex-3-enol C,H,0 F Aquino; Araujo; Silveira, 2017.
(Z)-B-Ocimene C,H, F Aquino; Araujo; Silveira, 2017
1,8-Cineol C,H,O F Costa et al., 2014
Gallic acid C,H, O, E,F Galvio et al., 2018
Agathisflavone C,,H;0, F Bandeira, 2002
Aromadendrene CH, F Costa et al., 2014
Caryophyllene oxide | CH,, O F Costa et al., 2014
Epicatechin gallate C,H;0, T Galvio et al., 2018
Epi-a-Cadinol C,H, O F Costa et al., 2014
Ethyl gallate C,H,, O F Silva et al., 2011
Eucaliptol C,H,O F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
GalloylGlycerol C,H,0, F Galvio et al., 2018
Germacrene B C,H, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
Germacrene D CH, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
Isorhamnetin O-tham- | ¢ 'y o | Galvio ef al., 2018
noside
Limonene C,Hy F Costa et al., 2014
Linalool C,H;O F Costa et al., 2014
Luteolin CH,0, T Galvido et al., 2018
Methyl gallate C, H, O, F Galvido et al., 2018
p-Cymene C,H, F Costa et al., 2014
Quercetin C,H,0, F Bandeira, 2002
Quercefin 3-O-gla- ¢ 'y o | 7 Galvio et al., 2018
coside
Quercetin rhamnoside | C,, H;; O ¢ T Galvio et al., 2018
Quinic acid C,H, 0O F, T Silva et al., 2011
Selina-3,7(11)-diene C,H, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
Spathulenol C;H,O F Costa et al., 2014
Sylvestrene C,H, F Aquino; Araujo; Silveira, 2017.
Terpinolene C,H, F Aquino; Araujo; Silveira, 2017.
trans-Caryophyllene C H, F Costa et al., 2014
Urundeuvina A C,H,0, | ET Bandeira, 2002
Urundeuvina B C,,H, O, E Bandeira, 2002
Urundeuvina C C,,Hy O E Bandeira, 2002
Viridiflorene CH, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
Viridiflorol CH, O F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
a-Cadinol C,H,O F Costa et al., 2014
a-Copaene C H, F Costa et al., 2014
a-Humulene CH, F Costa et al., 2014
a-pineno C,H, F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017
B-Myrcene C,H, F Costa et al., 2014
B-pineno C,Hy F Aquino; Aratjo; Silveira, 2017.
B-Selinene CH, F Costa et al., 2014
y-Cadinene CH, F Costa et al., 2014
y-Muurolene C,H, F Aquino; Araujo; Silveira, 2017.
y-Terpinene C,H, F Costa et al., 2014
5-Cadinene C H, F Costa et al., 2014
4-3-carene C,H, F Aquino; Araujo; Silveira, 2017.
5-Selinene CH, F Costa et al., 2014

Legenda: T — Tronco, E — Entrecasca e F — Folha.



Os constituintes da A. urundeuva foram obtidos por meio
de uma analise de artigos disponiveis em bases de dados
e periodicos, incluindo SciELO, Web of Science e Google
Académico. A figura 1 a seguir apresenta uma estimativa dos
artigos consultados durante esta pesquisa bibliografica, que
focou nos constituintes da referida espécie.

Figura 1. Artigos consultados durante a busca pelos constituintes da
A. urundeuva.

Como pode ser visto na Tabela 2, diversos parametros foram
avaliados por dois softwares. Entre eles, temos o BBB,
que se refere a penetragdo na barreira hematoencefalica, as
proteinas CYPs 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4, que sdo as principais
do citocromo p450, e a Rule of Five, a regra dos cinco de
Lipinski. Durante a triagem, os resultados discrepantes desses
parametros foram levados em consideracdo na seleg@o.

A Tabela 3, por sua vez, apresenta os compostos que
obtiveram os melhores resultados com base nos pardmetros
estabelecidos na Tabela 2. A avaliagdo priorizou compostos
de baixa toxicidade para o organismo humano e com uma
farmacocinética favoravel, levando em conta a relevancia
de cada componente, conforme indicado na literatura.
Dentre os 50 componentes avaliados, 10 se destacaram por
se alinharem mais efetivamente a esses parametros.

Tabela 3. Compostos selecionados e seus respectivos pardmetros.

IInibicao da| Inibicio das
~ Compostos BBB | Caco2 HIA PPB
PREDICOES IN SILICO hBERG |  CYPs
Os pardmetros ADMET foram obtidos a partir das (E}Hex-2-enal | Nio [327354| 100 | 9035108 | Riseo Néo
bases de dados PreADMET e SwissADME, assim pdde- (2)-Hex2cnol | Nio | 25,1244 | 100 | 8827717 | Riseo Nio
se obter diversos parametros referente a farmacocinética e Risco
L. L. . (Z)-Hex-3-enol | Nao | 25,1211 100 87,64084 médio Nio
toxicidade dos constituintes. A seguir pode ser observado e
. ~ 1SCO =
cada um deles na Tabela 2: Linalool | Nao | 29,355 | 100 1001 pedio Nao
N Risco 5
. . . . \ Methyl gallate | Nao | 18,3188 |69,74641|88,439698| 1€ Nio
Tabela 2. Parametros avaliados na triagem e seus respectivos to- Ve médio
picos e softwares. Selina-3,7(10)- | Nzo 23,6321 | 100 | 97,83716 | R | cyp 29
-diene K ’ médio =
Softwares Topicos Parametros - i
: — N | Nao |236315| 100 | 100 | Risco | CYPACOe
SwissADME Farmacocinética BBB -Caryophyllene médio C19
PreADMET ADME Viridiflorene | Nio | 22,3267 | 100 100 Riseo | cyp_aco
PreADMET ADME Caco2 medio
s - Risco .
PreADMET ADME HIA Viridiflorol Nao | 54,5722 100 100 médio Nao
PreADMET ADME PPB a-Cadinol | Ndo | 55,4076 | 100 100 };gi“lg Nio
PreADMET Toxicidade Inibi¢do da hERG Fonte: PreADMET; SwissADME, 2024.
PreADMET ADME Inibigo das CYPs (2C19; L. . .
SwissADME Farmacocinética 2C9; 2D6; 3Ad) Em relagdo a barreira hematoencefalica (BBB), nenhum
PreADMET ADME Inibigio da Pgp dos constituintes selecionados possuem capacidade de
SwissADME Semelhanca com drogas Regra dos cinco penetra-la significativamente, o que € muito importante, pois
PreADME Semelhanga com drogas sua penetra¢do poderia resultar em danos severo ao sistema
PreADMET Toxicidade Teste de Ames nervoso central.® As células Caco-2 estdo dentro do que é
PreADMET Toxicidade Ca“‘g;‘;gﬁg:fgﬁgﬂg para considerado uma média absorgdo para todos os compostos, o
PreADMET Toxicidade Carcinogi:tigidade para que € muito bom, pois demonstram uma boa permeabilidade
1 ] 29 x
SwissADME Lipofilicidade Log Polw (XLOGP3) no intestino.” Refor¢ando a absor¢o, temos os resultados

da absor¢do intestinal humana (HIA), que demonstra uma
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absor¢do de 100% de todos os compostos com excegdo
methyl gallate, que possui uma absor¢do moderada.”

A ligacdo das proteinas plasmaticas (PPB) demonstram
resultados elevados para todos os constituintes, o que
pode resultar em um prolongamento dos seus efeitos no
organismo, possibilitando interagdes medicamentosas.*
Em relacdo ao risco de inibi¢do do hERG, apenas 3 dos
constituintes demonstram um risco médio de inibigao,
selina-3,7(11)-diene, trans-Caryophyllene e Viridiflorene,
embora seja apenas um risco médio, a sua inibi¢do pode
resultar em arritmias cardiacas como a torsades de pointes,
que ¢ potencialmente fatal.>

Os softwares utilizados forneceram informagoes
conflitantes em relacdo a inibi¢do das proteinas do
citocromo P450. Foram avaliadas as CYPs 2C19, 2C9,
2D6 e 3A4, na Tabela 3 ¢ possivel conferir os casos onde
a inibicao foi registrada em ambos os softwares. Dentre
as CYPs, a CYP3A4 ¢é a isoenzima mais abundante
no organismo humano, o methyl gallate, viridiflorene
e viridiflorol demonstraram potencial inibitério no
PreADMET enquanto no SwissADME nao. Uma melhor
avaliacdo desse parametro ¢ necessaria, pois a inibi¢do
das proteinas do citocromo P450 podera resultar em
intera¢cdes medicamentosas, aumento da concentracdo
plasmatica dentre outros efeitos colaterais.>!

No material suplementar (Tabela 1S), esta disponivel os
dados dos demais pardmetros para os compostos da Tabela
3, na qual é possivel observar que metade dos constituintes
possuem potencial inibitério da glicoproteina-P (Pgp)
,enquanto metade ndo possui. A inibi¢do da Pgp pode causar
uma acumulagdo intracelular do composto, resultando em
um aumento dos seus efeitos ou toxicidade, que também
podem desencadear interagdes medicamentosas, por outro
lado, sua indugdo pode ocasionar uma diminuicdo da
biodisponibilidade, expulsando o composto para fora das
células o que pode resultar em um aumento de resisténcia a
multiplas drogas.®32%

Em relacdo a regra dos 5 de lipinski (rule of five),
apenas  selina-3,7(11)-diene, trans-Caryophyllene e
viridiflorene infringiram o pardmetro MLOGP > 4.15, que
sugere uma alta lipofilicidade dos compostos, o que implica

em uma baixa solubilidade em agua.’> Dos 10 compostos
testados, somente 3 apresentaram resultado negativo no teste
de mutagenicidade de Ames. Isso indica que os 7 compostos
restantes t€m potencial para induzir mutagdes genéticas.™
No entanto, devido a alta sensibilidade do teste de Ames,
¢ aconselhavel realizar testes adicionais para avaliar com
precisdo o potencial mutagénico desses compostos.

No que diz respeito a toxicidade carcinogénica em ratos
e camundongos, todos os compostos testados mostraram
resultados negativos em camundongos. No entanto, metade
deles apresentaram resultados positivos em ratos.** Isso
indica uma necessidade de realizar mais testes para avaliar
adequadamente o potencial carcinogénico desses compostos.
Em relagdo ao coeficiente de particdo octanol-agua
(XLOGP3), mostram resultados equilibrados, considerando
que um baixo coeficiente de parti¢ao indica um composto
hidrofilico e um coeficiente de particdo alto, indica um
composto hidrofobico.*

Os compostos da espécie A. urundeuva tiveram o seu
potencial de atividade bioldgica examinado pela ferramenta
PASS Online. Esta ferramenta permitiu a obtencao de
varios parametros relacionados a possibilidade de atividade
biologica dos componentes listados na Tabela 3. Mais
detalhes sobre esses componentes podem ser encontrados
a seguir na Tabela 4.

Tabela 4. Previsdo de Atividades Biologicas Conhecidas e Antiprotozoaria.

Anti-inflamatério| Antibacteriano | Antiprotozoario| Anti(Plasmodium)

Compostos
PA PL | PA Pl | PA PI PA  PI

(E)}Hex-2-enal| 0373 0,11 |0,331 0,049] 0,172 0,14 | 0,161 0,103
(Z)-Hex-2-enol| 0,439 0,077 |0,366 0,039] 0,208 0,098 | 0,191 0,066
(Z)-Hex-3-enol| 0,727 0,013 | 0,327 0,05 - 0,168 0,093
Linalool | 0,537 0,046 |0385 0,034| 0,18 0,129 | 0209 0,051
Methyl gallate | 0,541 0,045 0,349 0,043 0,215 0,093 | 0,232 0,034
Selina-3,7(11)- | co3 0,031 | 0275 0,07 ; 0,178 0,08

-diene

trans- 0,745 0011 |0437 0,023/0,179 0,131| 0,17 0,091
-Caryophyllene

Viridiflorene - 0,28 0,068 |0,293 0,049| 0,162 0,102
Viridifiorol | 0,527 0,049 |0,374 0,037] 0,612 0,005 0429 0,005
a-Cadinol | 0,566 0,039 |0,444 0,023 . -

Fonte: PASS Online, 2024.

A primeira coluna vertical apresenta as atividades
bioldgicas que foram examinadas. Cada atividade
bioldgica ¢ acompanhada por dois nimeros, conhecidos



como PA ¢ PI. Estes s@o parametros empregados no PASS
Online para calcular a probabilidade de atividade (PA)
¢ a probabilidade de inatividade (PI).3® A Tabela 4 exibe
atividades biologicas ja confirmadas, como o efeito anti-
inflamatorio e antibacteriano. Em seguida, sao mostrados
os efeitos antiprotozodrio e, mais especificamente,
antiprotozoarios contra o plasmodium, o protozoario
responsavel pela malaria.

Os constituintes da aroeira demonstraram &timos
resultados em relacdo a atividade anti-inflamatoria, o que
condiz com a medicina popular brasileira, >*24¢2?7 ¢ apenas
o viridiflorene ndo exibiu efeitos. Todos os compostos
mostraram efeitos antibacteriano, enquanto trés deles
ndo demonstraram efeitos antiprotozoario. Em relagdo
ao efeito contra o Plasmodium, apenas o a-Cadinol nao
exibiu efeitos, enquanto todos os outros apresentaram
resultados favoraveis.

Tabela 5. Resultados de Atividades Bioldgicas Desconhecidas.

Compostos Vasoprotetor Antineoplasico An:g);t;liizgoso
PA PI PA PI PA PI
(E)-Hex-2-enal 0,734 0,008 - 0,482 0,048
(Z)-Hex-2-enol 0,84 0,004 0,248 0,187 0,596 0,013
(Z)-Hex-3-enol 0,781 0,006 0,311 0,146 0,587 0,014
Linalool 0,357 0,051 0,469 0,081 0,452 0,06
Methyl gallate 0,483 0,045 0,413 0,1 0,505 0,038

Selina-3,7(11)-diene | 0,379 0,089 0,821 0,009 0,486 0,046
trans-Caryophyllene 0,308 0,148 0,915 0,005 0,488 0,045

Viridiflorene 0,516 0,035 0,414 0,099 0,455 0,059
Viridiflorol 0,692 0,011 0,543 0,059 0,516 0,034
a-Cadinol 0,418 0,069 0,739 0,02 0,58 0,016

Fonte: PASS Online, 2024.

A espécie A. urundeuva é amplamente reconhecida por
seus efeitos medicinais em todo o Brasil. Seu potencial anti-
inflamatério e antibacteriano ¢ amplamente documentado
na literatura cientifica e tem sido objeto de muitas pesquisas.
No entanto, durante a analise de previsdo bioldgica realizada
no PASS Online, os constituintes dessa espécie revelaram
uma probabilidade ainda maior de atividade antineoplasica.
Seguido do ja conhecido efeito anti-inflamatério. Além
disso, outra descoberta surpreendente foi a sua atividade
vasoprotetora e antipruriginosa alérgica. Essas informagdes
indicam a possibilidade de novas pesquisas acerca das
capacidades medicinais da espécie.

DOCKING MOLECULAR

A malaria foi estabelecida como o alvo para o estudo
do docking molecular. As estruturas correspondentes foram
adquiridas no Banco de Dados de Proteinas RCSB (RCSB
PDB). Para o docking molecular, foram selecionadas quatro
proteinas associadas a malaria, das quais trés sdo expressas
no organismo P, falciparum e uma no P. vivax. Informacdes
adicionais sobre essas proteinas podem ser encontradas na
Tabela 6.

Tabela 6. Proteinas da malaria.

Proteina Cédigo pdb Organismo | Classificacio Slstema~d ¢
expressio
PfENR 3LTO P, falciparum | Oxidoreductase |Escherichia coli
PfFP2 3BPF P. falciparum Hydrolase -
. Hydrolase/hy- | Spodoptera
PYPMV azL4 P vivax drolase inhibitor|  frugiperda
PfLDH ILDG P, falciparum | Oxidoreductase |Escherichia coli

Fonte: RCSB PDB, 2024.

O codigo PDB ¢ um identificador exclusivo designado
a cada estrutura proteica no Banco de Dados de Proteinas
(RCSB PDB). Esses cddigos sdo especificos para cada
estrutura proteica. A coluna “organismo” indica a origem da
proteina. Neste caso, as proteinas em questdo sdo derivadas
de P, falciparum e P. vivax. A classificagdo se refere ao tipo
de proteina. Por exemplo, a oxidoreductase ¢ uma classe
de proteinas que catalisa reagdes de oxidacdo-reducao,
enquanto a sydrolase é uma classe de proteinas que catalisa
a hidrolise de uma ligacdo quimica.?

A partir do calculo de docking molecular, foi possivel obter
os dados apresentados na Tabela 7, que mostra os resultados.
Resultados esses que sdo fundamentais para entender como os
ligantes interagem com seus respectivos receptores.

Tabela 7. Resultados do docking.

Ligantes PfENR PfFP2 | PvPMV PfLDH
AG Kcal/mol | AG Kcal/mol ‘ AG Kcal/mol | AG Kcal/mol

(E)-Hex-2-enal -4.8 -4.0 -4.2 -3.4
(Z)-Hex-2-enol -5.0 -4.5 -4.7 -3.9
(Z)-Hex-3-enol -4.9 -4.1 -4.5 -3.5
Linalool -6.1 -5.0 -5.4 -4.7
Methyl gallate -6.6 -5.5 -5.9 -4.7
Selina3.7(11)- -8.5 -6.2 -6.5 -6.0
trans-Caryophylle- 8.0 538 58 59
Viridiflorene -8.3 -6.5 -6.6 -6.1
Viridiflorol -8.1 -6.0 -6.1 -5.8
a-Cadinol -8.2 -6.7 -6.7 -6.0
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No docking molecular, observou-se que o receptor PFENR
apresentou resultados significativamente positivos, com a
obtencdo de cinco resultados com valores inferiores a -7.0
kcal/mol, indicando uma alta afinidade entre o receptor e os
ligantes. Em contraste, os receptores PfFP2, PvPMV e PfL-
DH ndo demonstraram resultados tdo promissores. Apos a
realizagdo do processo de docking molecular, procedeu-
se a montagem dos complexos formados pelos receptores
e ligantes. A seguir pode ser observado a estrutura dos
ligantes que obtiveram melhores resultados.

Selina-3,7(11)-diene

trans-Caryophyllene Viridiflorene

Viridiflorol

a-Cadinol

Figura 2. Estrutura moleculares 2D dos ligantes com melhor afini-
dade de ligagdo com PfENR.

Os ligantes sdo em sua maioria hidrocarbonetos, eles
pertencem a classe dos terpenos, que sdo conhecidos
por suas estruturas variadas e pela presenga em Oleos
essenciais. Dada a estrutura molecular dos compostos,
¢ esperado que possuam uma alta hidrofobicidade, e
apenas o viridiflorol ¢ o a-Cadinol se diferenciam dos
demais ndo sendo hidrocarbonetos, devido & presenga do
grupo funcional hidroxila, classificando-os como alcoois.
Este grupo confere aos compostos maior polaridade e,
consequentemente, maior solubilidade em agua.

O processo de montagem do complexo foi realizado
utilizando a ferramenta computacional Autodock tools.
Posteriormente, foi possivel observar as interagdes
moleculares e visualizar a estrutura tridimensional do

complexo formado por meio do software Discovery
Studio. As imagens a seguir representam os complexos
nos quais os ligantes obtiveram um resultado igual ou
inferior a -7.0 kcal/mol, demonstrando uma forte interacao
com o receptor. Estes resultados sdo fundamentais para
o avango do nosso entendimento sobre a interagdo entre
estes ligantes e seus respectivos receptores.

Figura 3. Selina-3,7(11)-dieno acoplado a PfENR.

Na Figura 3, todas as interacdes ilustradas sdo de
natureza hidrofébica ou resultantes da forga de Van
der Waals. Em ambas as situagdes, essas interagdes
exibem uma estabilidade consideravel, corroborando
os resultados alcancados no processo de docking.
As interagOes hidrofébicas ocorrem com os residuos
especificos: Alanina 169, Leucina 216, Fenilalanina 167
e Triptofano 131.

Esses residuos de aminoacidos apresentam
propriedades hidrofobicas, como a Fenilalanina 167 e o
Triptofano 131 com sua cadeia aromatica, possibilitando
interagdes especificas em meios aquosos. Isso favorece
a interacdo com o composto selina-3,7(11)-dieno, que
¢ um hidrocarboneto e, portanto, também hidrofébico.
Essa afinidade hidrofébica foi crucial para a formacao do
complexo entre PfENR e o selina-3,7(11)-diene.

Embora o ntmero de residuos com os quais o
composto interage ndo seja tao elevado, o que justifica o
docking indicar uma forte interagdo receptor-ligante no
complexo ¢ a quantidade de interagdes realizadas pelo
composto com esses residuos. Além das 8 interagdes por
forga de Van der Waals, o selina-3,7(11)-diene realiza 12
interacdes hidrofobicas que variam de 3.86A a 5.09A,
com uma distincia média de 4.45A para as interacdes.



Figura 4. Viridifloreno acoplado a PfENR

Na Figura 4, ¢ evidente que o complexo exibe uma
interacdo Pi-Sigma entre o viridifloreno e a tirosina 267,
com uma distancia de 3.76A. Neste contexto, o sistema
pi do anel aromatico da TYR267 interage com o sistema
sigma do viridiflorene, mais especificamente com um
carbono sp3. Esta interacdo ¢ mais forte do que as
intera¢des hidrofobicas, contribuindo significativamente
para a estabilizacdo do complexo e fornecendo pontos
adicionais de contato.

Além da interagdo pi-sigma, o viridiflorene também
estabelece multiplas interacdes hidrofobicas com varios
residuos, incluindo a propria TYR267, bem como TYRI111,
TYR277, ALA217, ALA312, ALA320, ILE323, ILE369,
LEU265 e PHE368. Estas interagdes hidrofobicas sdo
fundamentais para a estabilidade do complexo, dado que o
viridiflorene também possui natureza hidrofébica.

Em contraste com o composto anterior, o viridiflorene
interage com um niimero maior de residuos, incluindo uma
interagdo pi-sigma, 6 intera¢des por for¢a de Van der Waals,
e 13 interagdes hidrofobicas, onde estas ocorrem com 10
residuos e variam de 3.69A a 5.50A, com uma distancia
média de 4.79A para as interacdes.

Figura 5. a-Cadinol acoplado ao PfENR.

Como o complexo anterior (Figura 4), a (Figura 5) conta
com uma interagdo Pi-Sigma, também com a tirosina 267 e
agora com 3.74A, e interagdes hidrofobicas com o proprio
TYR276 e também com TYRII11, TYR277, ALA217,
ILE323 e MET281. O a-Cadinol realiza também intera¢des
por forga de Van der Waals com 8 residuos, suas interagdes
hidrofébicas variam de 4.04A a 5.39A, com uma distancia
média de 4.91A para as interagdes.

Figura 6. trans-Cariofileno acoplado ao PfENR

O trans-Cariofileno (Figura 6), assim como o a-Cadinol
(Figura 4), também estabeleceu uma interacdo Pi-Sigma
com a tirosina 267 agora numa distincia de 3.64A, um
pouco melhor que os anteriores, e também interacdes
hidrofobicas com 8 outros residuos além da propria
TYR267, o TYR277, ALA217, ALA319, ALA320,
ILE323, MET281, PHE368 ¢ PRO314.

Embora tenha realizado intera¢cdes com muitos residuos,
o numero de interagdes ¢ um pouco inferior se comparado
aos complexos anteriores. O composto realiza ao todo 11
interacdes hidrofobicas com 9 residuos, essas interagdes
variam de 3.69A a 5.24A com uma distincia média de
4.62A para as interacdes.

Figura 7. Viridiflorol acoplado ao PfENR
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Assim como nos casos anteriores, o viridiflorol (Figura
7) apresenta uma interagdo Pi-Sigma que foi estabelecida
com o residuo de tirosina 267 a uma distancia de 3.82A.
Este residuo parece estar estrategicamente localizado na
cavidade onde a docagem foi realizada. As propriedades
quimicas favoraveis dos compostos testados permitiram
essas interagdes. Além da Tirosina 267, o viridiflorol
também interagiu hidrofobicamente com os residuos,
TYRI111, TYR277, ALA217, ALA320, ILE323, ILE369,
LEU265 e PHE368.

Apesar das interagdes favoraveis observadas, o
viridiflorol apresentou uma colisdo desfavoravel com
a Tirosina 277 a uma distancia de 2.46 A. Isso poderia
potencialmente prejudicar o acoplamento do viridiflorol
ao complexo enzimatico, resultando em uma reducdo
da afinidade de ligac¢do ou instabilidade do complexo, o
que poderia levar a sua dissociagdo. Alternativamente,
essa colisdo desfavoravel poderia interferir na atividade
enzimatica, resultando na inibi¢do da func¢do da enzima.
As distancias das intera¢des observadas variaram de 3.77
A a 538 A, com uma distincia média de 4.79 A para as
interagoes.

ANTIMALARICOS

O tratamento eficaz da maldria ¢ crucial para salvar
vidas e controlar a disseminagdo da doenga. Entre os
medicamentos mais conhecidos e utilizados no combate
a malaria estdo a cloroquina e artemisinina, cada um com
seu papel especifico na luta contra essa enfermidade. Um
estudo experimental realizado por Cardoso (2012) sobre
a artemisinina mostra efeitos citotdxicos, genotoxicos e
mutagénicos significativos vindo do composto, causando
morte celular ¢ necrose. Os testes feitos por Cardoso
incluem ensaio cometa que avalia danos no DNA e teste
do micronucleo que detecta alteragdes cromossomicas,
que sugerem que embora a artemisinina seja eficaz contra
a malaria, é necessario cautela no seu uso devido aos seus
efeitos genotdxicos e mutagénicos.

Quanto a cloroquina, ela ¢ um dos mais antigos
antimalaricos utilizados, e continua sendo utilizado em
varias regides atualmente. Um estudo in vitro utilizando

um ensaio cometa realizado por Amésquita, Cruz-Bricefio
e Prieto (2018) sobre os efeitos da cloroquina em linfocitos
humanos concluiu que a cloroquina tem um efeito
genotoxico, no qual pode ser observado que quanto maior a
concentragdo de cloroquina, maior o dano causado ao DNA
dos linfocitos. Afim de se aprofundar, nisso foi realizado
um estudo in silico acerca dos efeitos toxicologicos e
farmacocinéticos da cloroquina e artemisinina.

Artemisinina

Cloroquina

Figura 8. Estruturas moleculares 2D de antimalaricos comercializados

Conforme demonstrado na Tabela 8, a Cloroquina
exibe uma capacidade notavel de atravessar a barreira
hematoencefalica, uma caracteristica que ndo ¢ necessaria
considerando a fungdo primaria do medicamento no
organismo. Esta propriedade pode acarretar riscos
significativos para o paciente.?® No que se refere a toxicidade
carcinogénica, ambos 0s compostos apresentaram
resultados positivos em ratos e negativos em camundongos.

Tabela 8. Parametros in silico de antimalaricos.

Antimala-
ricos

Carcinogenici-| Carcino- o~ | Docking
. . Teste de | Inibi¢io
dade para | genicidade AG Kcal/
Ames |(das CYPs|
camundongos | para ratos mol

BBB | HIA

Mutagé-

Artemisinin| Nao | 96 .
nico

Negativo positivo CYP2D6| -9.7

Mutagé-

nico

Chloroquine| Sim | 98 negativo Positivo Nao -7.6

Fonte: Autoria propria, PreADMET e SwissADME, 2024.

No Teste de Ames, corroborando os estudos de Cardoso
(2012) e Amésquita, Cruz-Bricefio e Prieto (2018), ambos
os compostos demonstraram potencial mutagénico. Isso
reforca a necessidade de cautela em seu uso, considerando
a resisténcia que pode ser desenvolvida devido a mutacdes
genéticas, conforme relatado nos estudos de Bances (2024)
e Venanzi e Lopez-vélez (2016).



Conclusao

Com base nos resultados apresentado nesse estudo,
os compostos selina-3,7(11)-dieno, trans-Cariofileno,
viridifloreno, viridiflorol e a-Cadinol apresentam
potencial como inibidores da proteina PfENR do P.
falciparum. Este fato pode ser observado nos resultados
de docking molecular apresentados nesse estudo,
mostrando fortes interagdes com os principais residuos
presentes no sitio de ligagdo da cavidade proteica do
PfENR. Outro fator importante ¢ a baixa toxicidade e a
farmacocinética favoravel apresentada pelos compostos,
principalmente o viridifloreno, selina-3,7(11)-dieno
e viridiflorol que ndo apresentaram nenhum potencial
mutagénico diferindo de antimalaricos atuais como
a artemisinina e a cloroquina. Por tanto, os dados in
silico desta pesquisa demonstram grande potencial
farmacologico, tornando pertinente a continuagdo das
etapas in vitro e in vivo neste meio, para alcangar o
tratamento ou cura para malaria de forma segura.
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