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RESUMO

O Brasil possui vasta diversidade biologica em todos os seus biomas. A Caatinga € o Unico
bioma exclusivamente brasileiro, no entanto ainda é pouco estudada em virtude de seu estado
de deterioracdo. A espécie Varronia globosa Jacq (Boraginaceae lato sensu), conhecida como
Maria-Preta, é encontrada na Caatinga e possui diversas atividades farmacologicas de acordo
com a Etnofarmacologia, dentre elas atividade anti-inflamatoéria. Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo fitoquimico da Maria-Preta e estudos in silico de
ancoragem molecular e perfil farmacocinético. A metodologia aplicada para o estudo
fitoquimico foi a obtencéo da fase acetato de etila a partir do extrato etandlico bruto do caule
da planta, por meio de uma particdo. Em seguida, técnicas cromatograficas e espectroscopicas
(IV e RMN de 'H e **C) foram usadas para isolar e identificar os produtos oriundos da
espécie. Um flavonoide foi identificado. O estudo de ancoragem molecular do composto foi
feito utilizando o AutoDockTools 1.5.6 em combinagdo com o algoritmo genético de
Lamarck, os ligantes e os alvos de inflamacgédo foram obtidos do Banco de Dados de Proteinas
RCSB, o perfil farmacocinético foi feito através das plataformas SwissADME, pkCSM e
Xenosite. Os valores encontrados nos experimentos espectroscopicos foram comparados com
os dados da literatura, possibilizando determinar o composto isolado, como sendo o 4°,5-
dihidroxi-7-metoxiflavanona (sakuranetina), isolado pela primeira vez na espécie V. globosa
até o momento. A ancoragem molecular de Sakuranetina (isbmeros R e S) mostrou resultados
interessantes, de interacdes fortes do ligante com o leucotrieno A4 hidrolase, fosfodiesterase 4
B, Janus quinase 3 e tirosina quinase 2, indicando possivel atividade anti-inflamatéria por
diversos mecanismos. Quanto ao perfil farmacocinético da Sakuranetina, a molécula néo é
substrato da glicoproteina P, possui capacidade de penetrar a membrana hematoencefalica,
alta absorcdo gastrointestinal e ndo viola as regras de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e

Muegge, atendendo ao perfil de Druglikeness.

Palavras-Chave: Fitoquimica; Plantas medicinais; Farmacocinética; Etnofarmacologia.



ABSTRACT

There is a vast biological diversity of biomes in Brazil. Caatinga is the unique biome
exclusively Brazilian, which has been little studied due to its state of deterioration. The
Varronia globose Jacq (Boraginaceae lato sensu) species - popularly known as Maria-Preta -
is encountered in Caatinga and has vast pharmacological activities defined by
Ethnopharmacology, such as anti-inflammatory activity. Therefore, our objective with this
research was to realize a phytochemical study of Maria-Preta and studies in silico of
molecular doking and pharmacokinetic profile. The methodology applied to this
phytochemical study was to obtain the ethyl acetate phase from the crude ethanol extract of
the plant stem; through a partition. Then, we used chromatographic and spectroscopic
techniques (IR and NMR of H and 13C) to isolate and identify the products from the species.
We did the molecular docking study of the compound using AutoDockTools 1.5.6 in
combination with Lamarck's genetic algorithm; the ligands and inflammation targets were
obtained from the RCSB Protein Database, the pharmacokinetic profile was done using
SwissADME platforms, pkCSM, and XenoSite. The values found in the spectroscopic
experiments were compared with literature data, making it possible to determine the isolated
compound as being the 4'5-dihydroxy-7-methoxyflavanone (sakuranetin), isolated for the
first time in V. globose species until this moment. Sakuranetin molecular docking (R and S
isomers) presented intriguing results of strong ligand interactions with leukotriene A4
hydrolase, phosphodiesterase 4f, Janus kinase 1, Janus kinase 2, Janus kinase 3, tyrosine
kinase 2, indicating anti-inflammatory activity by several mechanisms. As for Sakuranetin's
pharmacokinetic profile, the molecule is not a substrate for glycoprotein P, it has capacity to
penetrate the blood-brain membrane, high gastrointestinal absorption, and does not violate the

rules of Lipinski, Ghose, Veber, Egan, and Muegge, meeting the Drug-Likeness profile.

Key Words: Phytochemistry; Medicinal plants; Pharmacokinetics; Ethnopharmacology.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo recursos terapéuticos comumente utilizados para o
restabelecimento da saude e prevencdo de doencas de diversos povos no mundo. Contudo,
com o avanco da industria farmacéutica observou-se uma reducdo transitéria no uso das
plantas medicinais. No entanto, estudos apontam que mais de 80% dos brasileiros fazem uso
de preparacGes e produtos a base de plantas medicinais. O Brasil se encontra em posicdo de
extrema importancia para o estudo dos produtos naturais, visto que é um pais de vasta
biodiversidade (BERLINCK et al, 2017; SOARES et al, 2020).

A enorme biodiversidade esta distribuida em seis biomas: Floresta Amazonica, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampas. A Caatinga € o unico bioma exclusivamente
brasileiro, com caracteristicas unicas. Apesar disso, 0 bioma é o mais negligenciado do ponto
de vista cientifico por diversos motivos, dentre eles o extenso processo de deterioracdo
ambiental e a atencdo apenas para as principais cidades da regido (ALVES, 2010;
MAGALHAES; BANDEIRA; MONTEIRO, 2020).

A familia Boraginaceae inclui aproximadamente 2.650 espéecies em todo o mundo e é
recorrente no bioma Caatinga. A familia abrange um conjunto de plantas importantes para a
farmacologia e a cosmetologia. A eficacia terapéutica dessas plantas é referente ao conteudo
de muitos compostos farmacologicamente ativos, como naftaquinonas, flavonoides,
terpenoides e fenois (DRESLER; SZYMCZAK; WOJCIK, 2017).

O género Varronia P. Browne foi recentemente restabelecido como um género
segregado de Cordia e pertence a familia Cordiaceae, da ordem Boraginales, ou Boraginaceae
sensu latu. No Brasil, ocorre na Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado e Pampa, com
algumas espécies endémicas do Nordeste. Varronia globosa Jacq., conhecida popularmente
como Maria-Preta é utilizada tradicionalmente contra gripes, inflamacdo da garganta, colicas
menstruais e possui atividade anti-hemorragica (PAULINO, 2011; SILVA & MELO, 2019).

A melhor maneira de estudar os metabdlitos secundarios que conferem atividade as
plantas medicinais é através da quimica dos produtos naturais ou fitoquimica. A fitoquimica
concentra-se em caracterizar estruturalmente, avaliar propriedades e investigar a biossintese
de produtos naturais produzidos pelo metabolismo secundario de organismos vivos (BRAZ
FILHO, 2010).

Para corroborar com os estudos fitoquimicos, os estudos in silico vém ganhando muita
visibilidade, por predizer os efeitos farmacoldgicos de inUmeras substancias em tempo habil.

Os métodos mais utilizados sdo a ancoragem molecular e a avaliagdo do perfil
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farmacocinético. A ancoragem molecular é um método que analisa a conformacdo e a
orientacdo de moléculas no sitio de ligacdo de um alvo (TORRES, 2019).

Para ser efetiva como medicamento, uma molécula deve atingir seu alvo no corpo em
concentracdo e tempo suficientes para garantir sua atividade. Os modelos computacionais séo
alternativas validas para avaliar a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (DAINA,;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo realizar estudo um fitoquimico da
espécie Varronia globosa Jacq., contribuindo para a valorizagdo cientifica de espécies da
Caatinga, bem como realizar estudos in silico de compostos isolados para predizer suas
atividades farmacoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar um estudo fitoquimico de Varronia globosa Jacg., seguido dos estudos

farmacodinamicos e farmacocinéticos in silico.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o Extrato bruto do caule de Varronia globosa

e Particionar o extrato, utilizando um gradiente de polaridade

e Utilizar métodos cromatograficos para isolar e purificar compostos da fase acetato de
etila

e Identificar compostos quimicos por meio de técnicas espectroscopicas de IV e RMN
de ®Ce'H

e Executar estudo de ancoragem molecular de compostos isolados

e Realizar estudo de perfil farmacocinético.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Uso de plantas e derivados para fins medicinais

A humanidade sempre necessitou de formas de amenizar suas enfermidades, uma
pratica muito comum € a utilizacdo de plantas medicinais. O conhecimento acerca desse uso
foi passado de geracdo a geracdo. Com a ascensdo da industria farmacéutica, houve um
declinio na busca por essa terapia. Entretanto, houve a retomada do interesse através do
movimento de contracultura. Os efeitos adversos, bem como a toxicidade dos medicamentos
sintéticos também tém sido motivos importantes no aumento da utilizacdo de fitoterapicos e
plantas medicinais pela populacdo (KIA, LORIGOOINI, KHOEI, 2018; LUZ, 1997,
OLIVEIRA, SIMOES, SASSI, 2006;).

A extensa variedade cultural e natural do Brasil permite a utilizacdo de plantas
medicinais em todas as classes sociais, por meio de chas, lambedores, tinturas, banhos e até
mesmo a planta in natura. O uso de medicamentos sintéticos € prevalente, entretanto os

brasileiros estdo procurando gradativamente as plantas medicinais e os fitoterapicos no
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Sistema Unico de Satide (SUS), o que levou a um de 161% na busca por esses produtos entre
2013 e 2015 (MACIEL, 2016; MONTELES; PINHEIRO, 2007).

No presente momento, a utilizacdo de plantas para fins medicinais é propagada de
forma universal, incentivada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), principalmente em
paises em desenvolvimento. Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil introduziu a Politica
Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC), oferecendo aos usuarios do
SUS, principalmente no contexto da Atencdo basica, a fitoterapia e as plantas medicinais
como terapia adjuvante (BRASIL, 2006; KIA, LORIGOOINI, KHOEI, 2018).

3.2 Estudos etnobotanicos

Desde os primordios, 0s recursos vegetais disponiveis na natureza tém sido
aproveitados pelo homem, fornecendo os mais diversos fins, desde a alimentagdo até a
producdo de remedios. Nesse cenario, a etnobotanica se manifesta como uma ciéncia que
estuda as sociedades humanas e suas interagcbes com as plantas. Adicionalmente, a
etnofarmacologia procura compreender, detalhadamente, o uso das plantas, através de dose,
indicacdo terapéutica, manejo e todas as informagfes necessarias para um estudo cientifico
aprofundado (FERREIRA; PASA; NUNEZ, 2020).

De acordo com Maciel e colaboradores (2002), existem varias formas de abordagem
para escolha do material vegetal, entretanto trés se sobressaem: 1) abordagem randémica, na
qual a planta é escolhida aletoriamente, tendo como determinante sua disponibilidade; 2)
abordagem quimiotaxonémica ou filogenética, em que se observam a ocorréncia de classes
quimicas de substancias presentes em um g@género ou familia; 3) abordagem
etnofarmacoldgica, na qual a espécie é selecionada de acordo com observacdes do uso

terapéutico em uma determinada comunidade.

3.2.1 Familia Boraginaceae

De acordo com a classificacdo tradicional, Boraginaceae lato sensu possui em média
134 géneros e 2.650 espécies. No Brasil ocorrem nove géneros, sendo Cordia, Varronia e
Tournefortia 0s géneros mais numerosos com aproximadamente 125 espécies. A familia €
subdividida em cinco subfamilias: Boraginoideae Arn., Cordioideae (Link) Cham.,
Ehretioideae (Mart.) Arn., Heliotropioideae (Schrad.) Arn. e Wellstedioideae Pilger (VIEIRA
etal, 2013).
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A familia abrange um grupo de vegetais importantes para a Farmacologia e a
Cosmetologia. O efeito terapéutico dessas plantas estd associado ao conteddo de muitos
compostos biossintéticos, como as naftaquinonas, flavonoides, terpendides e fendis. Os
constituintes isolados apresentam atividade antimicrobiana, antitumoral, antiviral, anti-
inflamatoria, cardiotonica, anticoncepcional e antiplaquetaria (PAPP et al, 2011; SHARMA et
al, 2009; TARAVATI et al, 2014).

O Dominio Fitogeografico da Caatinga (DFC), situado principalmente no Nordeste do
Brasil é uma das maiores areas semiaridas tropicais do mundo, possui forte sazonalidade e é
um importante centro de diversificacdo taxondmica da familia Boraginaceae. Dos 11 géneros
e aproximadamente 137 espécies da familia catalogados no Brasil, sete géneros e 43 espécies
sdo encontradas nesta regido. Dentre os seus géneros, Cordia L., Varronia P. Browne e
Myriopus Small sdo encontrados majoritariamente (BFG, 2015; MORO et al, 2016; VIEIRA;
CONCEICAO; MELO; STAPF, 2013).

3.2.2 Distincéo de géneros: Varronia P. Browne e Cordia L.

Nos séculos XIX e XX, muitos autores que estudaram Boraginaceae lato sensu
consideraram Varronia como uma ramificacdo do género Cordia Linnaeus. Varronia foi
descrita inicialmente por Patrick Browne para incluir duas espécies de Boraginaceae da
América Central e da Jamaica. No entanto, com base em estudos moleculares, Varronia foi
segregado de Cordia por se tratar de um grupo irmédo. Atualmente, o género Varronia esta
incluido em Cordiaceae, Boraginales. (GOTTSCHLING et al. 2005, MILLER &
GOTTSCHLING 2007; SILVA & MELO, 2019).

Quanto a diferenciacdo botanica, as espécies de Cordia normalmente sao arvores com
folhas de margens inteiras e inflorescéncia com muitas flores com um eixo conspicuo. Em
contrapartida, as espécies de Varronia sdo geralmente subarbustos, arbustos ou arbustos
escandentes com folhas dentadas ou com margens serrilhadas e inflorescéncias com poucas
flores com um eixo discreto, que produz inflorescéncias em forma de espigas ou globosas
(ESTRADA, 1995; MELO & STAPF, 2014).

Varronia abrange 125 a 130 espécies, a maioria restrita as regides quentes dos
Neotropicos, do sul dos EUA a Argentina, mas com centros de diversidade no México e norte
da América do Sul, das quais 33 espécies ocorrem no Brasil. As principais localidades no
Brasil sdo a Amazonia, a Caatinga, a Mata Atlantica, o Cerrado e Pampas, com algumas
espécies com distribuicdes muito restritas (BFG, 2020; MILLER, 2013).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880209.2016.1265986
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880209.2016.1265986
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880209.2016.1265986
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3.2.3 Varronia globosa Jacq.

A espécie Varronia globosa Jacq. ou Cordia globosa (Jacq.) Kunth é um arbusto
conhecido em Cuba como “yerba de la sangre”, adicionalmente é conhecida como por maria-
preta, bamburral, pau-pretinho, chumbinho, picarra ou moleque-duro no Nordeste do Brasil
(AGRA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2006; MARTINEZ MARTIN et al., 2011). Sua
distribuicdo ocorre em grande parte do Nordeste: Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco,
Bahia, Alagoas e Paraiba. Ademais, é encontrada nos Estados Unidos, especificamente na
Florida; México e América Central (VIEIRA; CONCEICAQ; MELO; STAPF, 2013).

Arbusto, 1,5-3,5 m, ereto; ramos estrigosos a escabrosos, lenticelas esbranquicadas.
Folhas alternas; lamina 1,5-4,2 x 0,5-2 cm, membrandcea, discolor, lanceolada,
oval a lanceolada, base cuneada a truncada, apice agudo, margem serreada, face
adaxial estrigosa a escabrosa, face abaxial escabrosa ou tomentosa, peciolo 0,2-0,8
mm, estrigoso a hirsuto; venagdo semicraspedodroma. Inflorescéncia 0,5-1 cm,
glomérulo-globosa, terminal e internodal, congesta; pedinculo 0,5-5 cm, escabroso
a hirsuto. Flores 3-7 mm, sésseis; calice 3-3,5 mm, campanulado, verde,
externamente estrigoso a hirsuto, internamente glabro, lacinios 1-1,2 x 1 mm,
obovais, apice filiforme; corola 2,5-5 mm, infundibuliforme, alva, glabra, lobos 1-2
x 1-1,5 mm, truncados; estames 5, epipétalos, livres, pilosos na base, filetes 1,5-2
mm, anteras 0,6-1 mm, oblongas a lanceoladas; ovério ca. 1,5 mm, piriforme, disco
nectarifero 0,8-1 mm; estilete ca. 1,2 nas flores brevistilas, 2,4-3,5 mm nas flores
longistilas, estigmas 0,5-0,8 mm, clavados. Drupa ca. 3,5 mm compr. X 1,5-2 mm
diam., globosa, vermelha na maturidade, glabra, célice persistente. Semente 1, ca. 3
mm compr. x ca. 1,5 mm diam, conica a ovoide (VIEIRA; CONCEICAOQ; MELO;
STAPF, 2013).

Na tabela 1 esta contida a classificacdo boténica de V.globosa

Tabela 1 — Classificacdo botanica de Varronia globosa Jacq.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Boraginales
Familia Boraginaceae
Género Varronia

Fonte: Elaborada pela autora

Varronia globosa é utilizada na medicina popular para o tratamento de varios

transtornos que afetam os sistemas do organismo. Suas principais atividades sdo analgésica,
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anti-hemorragica, distarbio 6sseo/muscular, contra gripes, inflamacdo da garganta e contra
colicas menstruais (AGRA, 2007; MARTINEZ MARTIN et al, 2011; PAULINO et al, 2011).

A seguir, encontra-se uma fotografia da Maria-Preta (Figura 1).

Figura 1 — Varronia globosa jacq.
‘

Dentre as atividades farmacologicas realizadas com V. globosa, tem-se o trabalho
publicado por Reis (2014), de atividade anti-inflamatoria in vivo no modelo de peritonite

aguda.

3.3 Estudo fitoquimico

De acordo com Braga e colaboradores:

As diferentes indicacbes terapéuticas atribuidas a uma planta podem dificultar a
descoberta e o desenvolvimento de novos principios ativos. Variadas classes de
compostos quimicos, produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, sdo
encontrados distribuidos nas diferentes partes vegetais. O conhecimento da
presenca desses compostos fitoquimicos pode servir de predilecdo para identificacéo
da espécie e elucidacdo das suas provaveis atividades biologicas (BRAGA et al,
2019).

O Brasil possui grande potencial para pesquisa, devido sua biodiversidade. N&o
obstante, somente 8%, aproximadamente, de espécies nativas foram analisadas quanto aos
compostos bioativos e 1.100 foram estudadas quanto as propriedades medicinais. Por essa
razdo, o estudo fitoquimico é imprescindivel, pois este visa a verificacdo da presenca de
grupos de metabdlitos e caracterizacdo dos constituintes quimicos das plantas. A

caracterizacdo pode ser realizada em vegetais 0s quais a constituicao quimica é desconhecida,
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na busca por compostos em espécies ja caracterizadas previamente e baseada em aspectos
entofarmacoldgicos e/ou quimiotaxonémicos (BRASIL, 2016; REGINATTO, 2017).

Os produtos derivados do metabolismo nos vegetais sdo divididos em duas categorias:
metabdlitos primarios e metabolitos secundérios. O metabolismo primario, conhecido como
metabolismo basal ou de distribuicdo ubiquitaria é constituido por aminoéacidos, agUcares,
vitaminas, nucleotideos e acidos graxos. Sendo assim, o metabolismo basal das plantas inclui
todos compostos e processos que sdo fundamentais para seu crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e manutencdo da vida (KREIS; MUNKERT; PADUA, 2017).

Os Metabdlitos Secundarios de Plantas (MSP) séo analisados h&d muito tempo nas mais
diversas fungdes. A producdo dos MSP é acarretada pelo estresse ambiental, como a escassez
hidrica e as altas temperaturas. Diante disso, 0s vegetais de regies aridas e semiaridas, como
as do Nordeste brasileiro, tendem a produzir intensamente metabdlitos secundarios. O
metabolismo secundario das plantas, através das substancias formadas no metabolismo
primario, desenvolve varios compostos organicos que possuem atividade farmacoldgica. As
principais classes de metabolitos secundarios identificados em espécies vegetais sdo 0S
compostos nitrogenados, compostos fendlicos e terpenos (LIMA NETO et al., 2015; LOPEZ-
PALACIOS & PENA-VALDIVIA, 2020; MCGEHEE; ALIMOHAMMADI,
KHODAKOVSKAYA, 2019; OLIVEIRA et al, 2021).

Uma benzoquinona terpenoide (1aS *, 1bS *, 7aS *, 8aS *) - 4,5-dimetoxila, 7a-
dimetil-1,1a, 1b, 2,7,7a, 8,8a-octahidrociclopropa [3,4] ciclopenta [1,2b] naftaleno-3,6-diona
(Figura 2); duas flavanonas: 5-hidroxi-4 ', 7-dimetoxiflavanona (narigenina-4', 7-dimetil éter)
(Figura 3) e 3 ', 4', 5,7-tetrahidroxiflavanona (eriodictiol) (Figura 4) isoladas de V. globosa
foram relatadas na literatura (SILVA et al, 2010; VIEIRA et al, 2008).

Figura 2 — Benzoquinona terpenoide

Fonte: Vieira et al (2008)
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Figura 3 — Narigenina 4’-7 dimetil éter Figura 4 — Eriodictol
Rz Rz
R R
Y (] Y (]
OH O OH O
R1:R3:OCH3,R2:H R1:R2:R3:OH
Fonte: Silva et al (2010) Fonte: Silva et al (2010)

O estudo fitoquimico de plantas se d& pela obtencdo do material vegetal, que é a
abordagem de escolha da planta (randdémica, quimiotaxondmica ou etnofarmacolégica) e sua
coleta. Prospeccéo preliminar, na qual devem ser realizadas a secagem e moagem do material,
em seguida devem ser preparados extratos do po obtido. A técnica de separacéo e isolamento
aplicada a triagem fitoquimica é denominada cromatografia, esta funciona com abordagens
qualitativas e quantitativas nas quais as misturas complexas da planta interagem com uma fase
estacionaria e uma fase maével, fluindo continuamente por um tempo controlado até ocorrer a
separacdo de acordo a interacdo do composto com a fase estacionaria ou a fase movel
(CAVALARO & OLIVEIRA, 2018).

Com o desenvolvimento tecnoldgico, diversas técnicas de extracdo, isolamento e
purificacdo foram surgindo, sdo exemplos: cromatografia liquida em coluna (CLC);
cromatografia em camada delgada (CCD); cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Ja na elucidacdo ou identificacdo estrutural, os compostos
separados, chamados eluidos, sdo detectados por um detector instrumental que varia desde
absorcdo no ultravioleta até intensidade de ions, como a espectrometria no ultravioleta (UV),
espectrometria no infravermelho (IV) e espectrometria de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de carbono e hidrogénio, utilizando métodos uni e bidimensionais. A harmonia entre
essas técnicas prové informagdes necessarias para desenhar a molécula estudada
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2007).

3.4 Produtos naturais: desenvolvimento tecnoldgico e farmacos

Com o avanco da Quimica Medicinal, foi possivel aperfeicoar as técnicas de aplicacdo
das plantas medicinais. Atualmente, além de sua utilizacdo in natura, em forma de cha e afins,

ha a producao de medicamentos de forma robusta e com controle de qualidade.



22

Nas palavras de Rodrigues:

Surgiu uma nova era na area da farmacologia, em que produtos quimicos puros, em
vez de extratos puros e semi-puros de animais, plantas, microrganismos e minerais,
passaram a ser utilizados como o tratamento padrdo para as doencas. Desta forma,
muitos compostos bioativos responsaveis pelos efeitos dos extratos puros foram
descobertos e tiveram a sua estrutura quimica explicada (RODRIGUES, 2018).

Existem diversas fontes para obtencdo de substancias naturais, o Reino Plantae é o
majoritario tanto no tratamento animal, quanto no humano. A diversidade e multiplicidade de
substancias biossintetizadas por vegetais promovem sua utilizagéo de diferentes formas, como
ingredientes ativos e adjuvantes farmacéuticos. Inimeros farmacos existentes sdo derivados
direta ou indiretamente de plantas, por meio de processos extrativos de isolamento ou por
semissintese (BERNARDES et al., 2017; MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Em linhas gerais, em torno de 50% das substancias farmacéuticas foram elaboradas
baseando-se em compostos inicialmente encontrados ou isolados em plantas, o restante esta
distribuido entre microrganismos, animais e insetos. Cerca de 80% dessas substancias, sdo
drogas antimicrobianas, imunossupressoras, cardiovasculares e antineoplésicas (PAN et al,
2013).

3.5 Estudos in silico

A avaliacdo inicial de compostos potenciais direcionados a alvos especificos ocorre
pelos métodos in silico. Atentando para o célere desenvolvimento da tecnologia
computacional e, consequentemente, aumento de dados estruturais, quimicos e bioldgicos
disponiveis de alvos terapéuticos, percebe-se como as abordagens in silico vém aumentando
nas ultimas décadas por permitirem a triagem virtual de compostos em tempo héabil, reduzindo
0s custos iniciais de identificacdo de acertos e melhorando as chances de encontrar 0s
candidatos a farmacos desejaveis, cujas moléculas devem apresentar alta atividade bioldgica e
baixa toxicidade, além disso, deve ser analisado 0 acesso e a concentragdo no alvo terapéutico
do organismo (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; PINZI & RASTELLI, 2019). Para isso,
sdo utilizadas diversas ferramentas computacionais que tém norteado a quimica medicinal

como os estudos in silico de docking molecular e predi¢es farmacocinéticas.

3.5.1 Ancoragem molecular
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A ancoragem molecular ¢ um método in silico muito popular, sendo utilizado desde
1970, que analisa a conformacdo e a orientacdo de moléculas no local de ligacdo de um alvo
macromolecular, com fun¢des de pontuacdo geradas por algoritmos de pesquisa. No fluxo de
trabalho geral de célculos de ancoragem molecular as abordagens geralmente comecam pela
obtencdo de estruturas 3D do alvo e dos ligantes. Logo apo6s, os estados de protonacdo e as
cargas parciais sdo atribuidos (TORRES et al., 2019).

Através da ancoragem molecular, pode ser feita uma predicéo in silico de moléculas
promissoras que agem inibindo alvos relacionados a doencas que afligem a humanidade,
como as doencgas inflamatérias. Varios mecanismos levam a inflamagéo, os eicosanoides séo
hormdnios derivados do metabolismo do acido araquiddnico, como as prostaglandinas, 0s
leucotrienos e as lipoxinas. Algumas doencas inflamatorias decorrentes desses mecanismos
sdo artrite reumatoide, asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (ANTONY &
CHAKRABORTY, 2020; KIM & KANG, 2016; THUNNISSEN; NORDLUND;
HAEGGSTROM, 2001).

3.5.2 Perfil farmacocinético

Além da ancoragem molecular, é fundamental estimar os parametros farmacocinéticos
a fim de reduzir falhas farmacocinéticas na fase clinica do possivel medicamento. A técnica
comumente utilizada para considerar a farmacocinética é decompor os efeitos que afetam o
acesso ao alvo em parametros individuais, os chamados pardametros ADME (para absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo). Adicionalmente, sdo avaliados alguns critérios que
mostram se a molécula pode se tornar um medicamento oral, com base em sua
biodisponibilidade. Um exemplo disso € a regra dos cinco, estabelecida por Lipinski, que
envolve o peso molecular, lipofilicidade, numero de ligacGes rotativas, polaridade, nimero de
aceptores e doadores de hidrogénio (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Esses parametros
sdo importantes para detectar druglikness, com o intuito de fazer triagem de farmacos com

perfis farmacocinéticos desejaveis.
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4 METODOLOGIA

4.1 Locais da pesquisa

Os procedimentos fitoquimicos foram conduzidos no Laboratério de Fitoquimica
(LAFIT) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB); os procedimentos espectroscépicos
foram realizados no IPeFarM da Universidade Federal da Paraiba (UFPB); os procedimentos
de estudos in silico foram realizados em parceria com o Laboratorio de Desenvolvimento e
Sintese de Farmacos (LDSF) da UEPB.

4.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

A especie V. globosa Jacg. foi coletada na zona rural do municipio de Puxinana,
Paraiba (S 07°087998” min / W 035° 587638”), em 01/02/2016, e uma exsicata encontra-se
depositada no herbario Lauro Pires Xavier, Departamento de Sistematica e Evolucdo, Centro
de Ciéncias Exatas e Naturais da UFPB, catalogada como JPB 36075, Varronia globosa Jacq.
Brasil: Paraiba: Santa Luzia, M. F. Agra 6561- 01/03/2006.

4.3 Processamento do material vegetal

O material vegetal foi processado no LAFIT, no qual foi separado entre folhas, caules
e raizes. Posteriormente, as partes foram levadas a secagem em estufa de ar circulante, com
temperatura de 50° C, por aproximadamente trés dias. As partes secas foram trituradas em
moinho de facas, obtendo-se 108,538 g de droga vegetal do caule, 47,762 g de droga vegetal

das folhas e 7,060 g das raizes. Optou-se por trabalhar com o caule.
4.4 Preparacao do EEB do caule de V. globosa

O p6 do caule ou droga vegetal (108,538 g) foi submetido a maceracdo com etanol a
96% (EtOH), substituindo-se o solvente diariamente, até a perda da coloracdo do agente
extrator. Em seguida, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 50° C, fornecendo

assim o EEB.

4.5 Particao do extrato bruto do caule
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A partir do EEB do caule, foram realizadas particdes com solventes de polaridade
crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila. A FAE, que pesou (0,995 g) foi alvo do

nosso estudo.

4.6 Métodos cromatograficos

Foi empregada uma cromatografia liquida em coluna na analise da FAE do caule de V.
globosa. Uma coluna de vidro contendo silica gel como fase estacionaria e eluentes de
polaridade crescente, puros ou em mistura, como fase movel. A eluicdo ocorreu como

mostrada na tabela 2.

Tabela 2 — Sistema de eluentes da CLC
Fase movel Proporcao (v/v)

Hexano 100%
Hexano:Cloroformio 50% - 50%; 35% - 65%; 20% - 80%

Cloroformio 100%
Cloroférmio: AcOEt 80% - 20%: 60% - 40%:; 20% - 80%
AcOEt 100%
AcOEt:Metanol 99% - 1%:; 98% - 2%:; 97% - 3%:;

96% - 4%; 94% - 6%; 90% - 10%;
80% - 20%; 70% - 30%; 60% - 40%

Fonte: Dados da pesquisa

As 94 fracOes, de aproximadamente 10 mL, foram coletadas em frascos e monitoradas
por meio de CCDA. As que obtiveram o mesmo fator de retencdo foram reunidas em

subfragdes.

4.7 Métodos espectroscopicos

Uma subfracéo promissora foi observada com base em sua fei¢cdo na placa de CCDA.
A mesma foi codificada como KVG8 (15 mg), devidamente separada e conduzida para o
IPeFarM/UFPB para a realizacdo da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

carbono e hidrogénio, bem como espectroscopia de infravermelho.
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4.8 Ancoragem molecular

As interacGes nos alvos de inflamacao relacionados foram avaliadas por meio de
docking molecular usando AutoDockTools 1.5.6 em combinagdo com o algoritmo genético de
Lamarck.

4.8.1 Preparacdo da estrutura do ligante

As moléculas de agua e heteroatomos foram removidas com o uso de PyMOL, o0s
hidrogénios ndo polares foram fundidos com os carbonos correspondentes e os hidrogénios
polares adicionados as estruturas das proteinas usando AutoDockTools. Posteriormente, as
estruturas dos enantibmeros do composto foram desenhadas com o software Chemdraw
profissional 3D 15.0 e otimizadas no método semi-empirico MM2. Os hidrogénios nédo
polares foram fundidos com os carbonos correspondentes e, em seguida, as cargas parciais

dos &tomos foram calculadas usando o procedimento de Gasteiger no AutoDockTools.

4.8.2 Preparacdo da estrutura dos alvos

As estruturas cristalinas utilizadas foram obtidas do Banco de Dados de Proteinas
RCSB, sdo elas: peficitinibe co-cristalizado com tirosina quinase 2 (PDB ID: 6AAM), Janus
quinase 1 (PDB ID: 6AAH), Janus quinase 2 (PDB ID: 6AAJ), Janus quinase 3 (PDB ID:
6AAK); Feviprante co-cristalizado com receptor de prostaglandina D2 (PDB ID: 6D26);
AKBA (&cido 3-acetil-11-ceto-beta-boswélico) co-cristalizado com 5-lipoxigenase (PDB ID:
6NCF); Flurbiprofeno co-cristalizado com COX-1 (PDB ID: 3N8Z); Celecoxibe co-
cristalizado com COX-2 (PDB ID: 3LN1); Roflumilaste co-cristalizado com o dominio
catalitico da fosfodiesterase 4p humana (PDB ID: 1XMU); Bestatina co-cristalizada com
leucotrieno A4 hidrolase (PDB ID: 1HS6).

4.8.3 Procedimento de atragéo

Durante o procedimento de docking, o centro da grade foi definido para a posi¢do do
ligante co-cristalizado e para encontrar a melhor conformacdo, bem como a orientagcdo dos
ligantes no local de ligacdo, foi aplicado o algoritmo genético Lamarckiano, no qual 100

corridas foram realizadas. Através do Discovery Studio Visualizer foi possivel analisar as
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posturas obtidas no experimento de ancoragem e validar o procedimento no qual foi
executado o redocking do ligante co-cristalizado na estrutura em estudo. O estudo de
redocking avalia se o programa de ancoragem € capaz de prever como se dara a interacdo
entre um biorreceptor e uma molécula. A técnica consiste em fazer a ancoragem entre a
proteina ou enzima em estudo e o ligante co-cristalizado com a mesma, a avaliagdo se da
pelos valores de Root-mean-square-deviation (RMSD). Se as interacdes com os residuos de
aminoacidos e a orientacdo espacial do ligante forem mantidas, os valores de RMSD serdo <
2,0 A. Um dos parametros analisados foi a energia livre de ligacdo, pois quanto menor a
energia livre de ligacdo, mais estavel o complexo formado entre o ligante e o receptor e maior
sua afinidade (BALI, OHRI, DEB, 2012; ELIAS, 2014).

4.9 Parametros farmacocinéticos

Os perfis ADME foram analisados com o uso das plataformas da web SwissADME

(http://www.swissadme.ch/), pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) e

Xenosite (https://swami.wustl.edu/xenosite/submit).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudos espectroscépicos

Com o composto KVG8, de cor amarela, soldvel em cloroférmio, foi realizada a
Ressonancia Magnética Nuclear de carbono, em cloroférmio deuterado (CDCI3).
O espectro de RMN *C com a técnica APT 135 ° RMN (CDCls, 100 MHz)

apresentou dezesseis sinais referentes a molécula.

Figura 5 — Espectro de RMN de **C de KVG8 em CDCls
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Fonte: Dados da pesquisa

Por meio dos valores dos deslocametos quimicos, observou-se sinais referentes a
carbonos metinicos aromaticos, como oc: 96,49 e oc: 94,42, sugestivos do carbono 6 e
carbono 8; éc: 126,27 (C2’/ C6”), 6¢c 114,36 (C3’/ C5”). O espectro também mostrou sinais
referentes a carbonos aroméaticos com posi¢6es oxigenadas, como dc¢: 164,29 (C-5), éc: 55,83
(OCHg), 6c: 138 (C-9), éc: 168,14 (C-4’), sendo o sinal em 6c: 195,92 sugestivo de carbonila
(C-4) (SANTANA et al, 2019). A associacao destes dados inferiu que o composto tratava-se
de uma flavanona (Figura 6), por possuir sinais caracteristicos para carbonila, carbono 3 (dc:
43,53) e carbono 2 (5c: 79,1) (BRAS, 2017).
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Figura 6 — Esqueleto carbbnico de uma flavanona

Fonte: Dados da pesquisa

Com a mesma amostra, foi realizada a espectroscopia no infravermelho em pastilha de
KBr (Figura 7).

Figura 7 — Espectro de IV de KVG8 em pastilha de KBr
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Fonte: Dados da pesquisa

Em 3457 cm™ foi vista uma banda larga de média intensidade, sugestiva de hidroxila,
além de bandas em 2920 cm™ e 2850 cm™, caracteristicas de estiramento C-H de carbono sp®.
Em 1736 cm™, 1645 cm™ e 1620 cm™ visualizou-se bandas sugestivas de carbonila de cetona

e de ligagdo C=C de anel aromético. Em 1446 cm™, 1361 cm™ e 1157 cm™ foram vistas
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bandas de média intensidade de grupamento metilénico, metilico e ligacdo C-O,

respectivamente.
Além disso, foi realizada a Ressonancia magnética nuclear *H da amostra, solGvel em

cloroférmio deuterado (CDCly).

Figura 8 — Espectro de RMN de 'H de KVG8 em CDCl;
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 9 — Expansdo do espectro de RMN de *H de KVG8 em CDClj;
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 10 — Expansdo do espectro de RMN de *H de KVG8 em CDCl;
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O espectro de H-RMN (CDCl3, 400 MHz) apresentou sinais em 6 5,42 (dd, J =3,0e
3,0 Hz, 1H), 6 3,09 (dd, J=13 e 17,1 Hz, 1H), ¢ 6 2,82 (dd, J = 3,1 e 17,1 Hz, 1H), sugestivos
de H-2 e H-3, respectivamente, indicam a presenca de anel aromatico dissubstituido. Os sinais
em 6,08 (d, J = 2,3 Hz), atribuido ao carbono 6 e 6,06 (d, J = 2,3 Hz), atribuido ao carbono 8,
sugerem a presenca de anel aromatico metassubstituido. O espectro mostrou também
multipletos atribuidos a H-3 '/ H-5' em & 7,43 e para H-2 '/ H-6' em & 7,45, bem como um
simpleto atribuido a uma hidroxila quelada em & 12,02. O simpleto observado em 6 3,81 (3H)
foi atribuido a um grupo metoxila ligado a C-7.

Os espectros mostraram a caracterizacdo de um flavonoide do tipo flavanona.
Comparando os sinais de KVG8 com os sinais observados na literatura, viu-se grande
semelhanca e os dados sdo consistentes com a 4’,5-dihidroxi-7-metoxiflavanona, conhecida
como sakuranetina (Figura 11).

Sakuranetina (4°,5-dihidroxi-7-metoxiflavanona) é uma flavanona fitoalexina,
encontrada em espécies de Prunus, Baccharis, Eriodictyon, Dodonaea, Betula, no arroz, entre
outras. Este flavonoide apresenta atividades antifangicas, espasmoliticas, anticancer e
antiinflamatdrias ja relatadas na literatura. Até o momento, Sakuranetina ndo havia sido
encontrada em Varronia globosa Jacq. (Boraginaceae sensu lato) (GRECCO et al, 2014; KIM
& KANG, 2016; LIU et al, 1992; ROJAS et al, 1996; SAKODA et al, 2016; SANTANA et al,
2019; YAMAUCHI et al, 2018).

Figura 11 — Estrutura quimica de 4°,5-dihidroxi-7-metoxiflavanona (sakuranetina)

Fonte: Bras (2017)

Foi elaborada uma tabela (Tabela 3), comparando os sinais quimicos observados por
Grecco et al (2014) e os picos sugestivos observados no presente estudo no RMN de carbono
e RMN de hidrogénio.
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Tabela 3 — Comparacdo entre KVG8 e Sakuranetina com modelos da literatura de Bras
(2017) e Santana et al (2019)

KVGS8 BRAS, 2017 SANTANA
et al, 2019
Posicao oH oc oH oc oH dc
2 5,42 (dd, J = 79,1 534(dd,J=3.0e 791 527(dd,J= 79.1
3.0e 13 Hz) 13 Hz) 1 13e 3.0 Hz)
3 3,084 (dd, J 4353 3.07(dd,J=172e 433 3.04(dd,J= 428
=13e 17.1 Hz) 13 Hz) 6 17,1e 13 Hz)
2,82 (dd, J = 2.77 (dd,J=17.2¢ 2.70 (dd, J =
3.1e17.1Hz) 3.0 Hz) 17 1e 3.0 Hz)
4 - 195,92 - 196,19 - 196,5
5 12.02 (s) 164,29 - 164,30 - 163.0
6 6,08(d,J=2,3 96,49 6.05(d,J=2,3 95,38 - 94.9
Hz) Hz)
7 162,93 - 168,2 - 163.6
8 6,06 (d,J=2,3 9442 6.03(d,J=2,3 94,41 - 93.9
Hz) Hz)
9 - 138 - 163,05 - 157.4
10 102,8 103,30 - 102.8
I - 129,02 - 130,73 - 129.0
2’ 7.45 (m) 126,27 7.31(d,J=88 128,10 7.23(d,J= 127.7
Hz) 8,6 Hz)
3’ 7.43 (m) 11436 6.86(d,J=88 11583 6.81(d,J= 1153
Hz) 8,6 Hz)
4 - 168,14 - 156,29 168,0
5 7.43 (M) 11436 6.86(d,J=88 11583 6.81(d,J= 1153
Hz) 8,6 Hz)
6’ 7.45 (m) 126,27 7.31(d,J=8.8 128,10 7.23(d, J= 127.7
Hz) 8,6 Hz)
7-OCHj3 3,81 (s) 55,83 3.78 (s) 55,83 3,74 (s) 55,3

Fonte: Dados da pesquisa

5.2 Estudos in silico

5.2.1 Ancoragem molecular

Devido o composto Sakuranetina possuir carbono quiral, foi feito o docking molecular
de seus dois enantiomeros (R e S) nesta pesquisa, em dez alvos diferentes de inflamacéo,
sendo estes responsdveis pela asma, DPOC, artrite reumatoide, além de outras doencas

inflamatdrias. Os dados das ancoragens estdo plotados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Dados das ancoragens

Ligante Alvo PDB RMSD Energia de ligacéo
Roflumilaste 1XMU (PDE 4 B) 0.25 -7,7 kcal/mol
Sakuranetina R 1XMU - -7,07 kcal/mol
Sakuranetina S 1XMU - -7,94 kcal/mol
Peficitinibe 6AAK (JAK 3) 1.22 -7.91 kcal/mol
Sakuranetina R 6AAK - -7.49 kcal/mol
Sakuranetina S 6AAK - -8.53 kcal/mol
Peficitinibe 6AAM (TYK 2) 1.06 -8.3 kcal/mol
Sakuranetina R 6AAM - -7.34 kcal/mol
Sakuranetina S 6AAM - -8.79 kcal/mol
Bestatina 1HS6 (LTA4H) 0.85 -9.44 kcal/mol
Sakuranetina R 1HS6 - -8.09 kcal/mol
Sakuranetina S 1HS6 - -9.75 kcal/mol
Peficitinibe 6AAH (JAK 1) 0.9 -9.61 kcal/mol
Sakuranetina R 6AAH - -8.03 kcal/mol
Sakuranetina S 6AAH - -8.57 kcal/mol
Peficitinibe 6AAJ (JAK 2) 1.54 -8.4 kcal/mol
Sakuranetina R 6AAJ - -7.36 kcal/mol
Sakuranetina S 6AAJ - -8.08 kcal/mol
Feviprante 6D26 (CRTH2) 0.71 -10.09 kcal/mol
Sakuranetina R 6D26 - -7.5 kcal/mol
Sakuranetina S 6D26 - -7.76 kcal/mol
AKBA 6NCF (5-LOX) 1.71 -10.28 kcal/mol
Sakuranetina R 6NCF - -6.11 kcal/mol
Sakuranetina S 6NCF - -7.02 kcal/mol
Fluirbiprofeno 3N8Z (COX 1) 0.61 -8.86 kcal/mol
Sakuranetina R 3N8z - -6.48 kcal/mol
Sakuranetina S 3N8z - -7.55 kcal/mol

Fonte: Dados da pesquisa
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Serdo mostrados os alvos nos quais a Sakuranetina apresentou melhor potencial anti-
inflamatorio, os demais estdo localizados nos apéndices.

No primeiro estagio do procedimento, foi feito o redocking do roflumilaste no sitio
ativo da fosfodiesterase 43 (PDB: 1XMU RMSD: 0.25), apresentando uma energia livre de
ligacdo de -7.7 kcal/mol, enquanto os enantiomeros R e S da Sakuranetina se ligaram ao alvo,
obtendo valores de energia livre de ligagdo de -7.07 kcal/mol e -7.94 kcal/mol
respectivamente. Sakuranetina apresentou interagcbes em comum com o roflumilaste no alvo
co-cristalizado. A seguir, algumas ligacGes com residuos de aminoacidos em comum para 0
roflumilaste, Sakuranetina R e S: Asp: 392, His: 234, Phe: 446 e lle: 410. Apenas uma
interacdo em comum com o roflumilaste se destaca para Sakuranetina R (Phe: 414), enquanto
GIn: 443, Tyr: 403 e Trp: 406 encontram-se no roflumilaste e na Sakuranetina S.

O complexo formado entre Sakuranetina R e S e a fosfodiesterase 4 foi estabilizado
principalmente por empilhamento Pi-Pi e ligagOes convencionais de hidrogénio. O valor de
energia livre um pouco maior da Sakuranetina R em relagdo ao roflumilaste pode ocorrer pela
menor quantidade de ligagdes com os residuos de aminoacidos. Em contrapartida, o valor de
energia livre da Sakuranetina S foi ligeiramente menor em relacéo ao valor de energia livre do
roflumilaste, podendo ser atribuido as distancias e os tipos de interagdes com os residuos de
aminoacidos no alvo. O residuo de Glutamina, que forma um grampo hidrofébico com outros
dois residuos é importante para a atividade (CARD et al, 2004), roflumilaste e Sakuranetina S
fazem interacdo de hidrogénio com esse residuo. As posicdes de ancoragem de roflumilaste,
Sakuranetina R e Sakuranetina S no sitio ativo de fosfodiesterase 4 sdo mostradas nas

Figuras 12, 13 A e 13 B respectivamente.

Figura 12 — Posi¢6es de ancoragem do roflumilaste no sitio ativo da fosfodiesterase 43
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Figura 13 A — PosicGes de ancoragem de Sakuranetina R no sitio ativo da fosfodiesterase 43
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 13 B — Posi¢des de ancoragem de Sakuranetina S no sitio ativo da fosfodiesterase 43
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Fonte: Dados da pesquisa

Foi realizado o redocking do peficitinibe no sitio ativo da Janus quinase 3 (PDB:
6AAK RMSD: 1.22), apresentando um valor de energia livre de ligacdo de -7.91 kcal/mol, ao
passo que os enantidmeros R e S da Sakuranetina se ligaram ao alvo, apresentando valores de
ligagdo de energia livre de -7.49 kcal/mol e -8.53 kcal/mol respectivamente. As ligagGes com
0s seguintes residuos de aminoacido se destacam para Sakuranetina R e S, bem como para o
peficitinibe: Tyr: 904, Leu: 905, Ala: 853, Glu: 903, Ala: 966, Leu: 828, Leu: 956. Val: 836
se destaca apenas para Sakuranetina S e peficitinibe.

O complexo formado entre Sakuranetina e a Janus quinase 3 foi estabilizado
principalmente por interagcdes pi-alquil. O ligeiro aumento no valor de energia livre de
Sakuranetina R em compara¢do ao do peficitinibe pode ser justificado pelas diferencas nos
tipos de ligacdo com os residuos de aminoacidos, ou pelo menor nimero de interagdes. O
valor da energia livre de ligagéo da Sakuranetina S foi menor, quando comparado ao valor do
peficitinibe, isso pode ser atribuido as menores distancias nas interagdes, formando
complexos mais estaveis, bem como a uma interacdo pi-sigma com Met: 902, que ocorreu
apenas nessa molécula com o alvo. Os residuos de aminoacidos Leu: 905 e Glu: 903 sdo

importantes para a inibicdo de JAK3 (HAMAGUCHI et al, 2018), ambos os enantidmeros
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fazem interacdo com estes residuos. As posi¢es de ancoragem de peficitinibe, Sakuranetina

R e Sakuranetina S no sitio ativo de Janus quinase 3 sdo mostradas nas Figuras 14, 15 A e 15
B respectivamente.

Figura 14 — PosicOes de ancoragem do peficitinibe no sitio ativo da Janus quinase 3
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 15 A — Posicdes de ancoragem de Sakuranetina R no sitio ativo da Janus quinase 3



ALA
A:966

4.26

2

2.04

ARG
A:S53

Interacdes

|:| Ligagéo convencional de Hidrogénio

|:| Pi-Sigma

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 15 B — Posi¢des de ancoragem de Sakuranetina S no sitio ativo da Janus quinase 3
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Foi realizado o redocking do peficitinibe no sitio ativo da Tirosina quinase 2 (PDB:

6AAM RMSD: 1.06), apresentando energia livre de ligacdo de -8.3 kcal/mol, enquanto os
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enantiomeros R e S da Sakuranetina se ligaram ao alvo, apresentando valores de ligacdo de
energia livre de -7.34 kcal/mol e -8.79 kcal/mol respectivamente. As ligacbes com 0s
seguintes residuos de aminoacido se destacam para Sakuranetina R e S, bem como para o
peficitinibe: Ala: 928, Leu: 1030, Leu: 903, Val: 981. Os residuos Arg: 1027 e Val: 911 se
destacam apenas para Sakuranetina R e peficitinibe. Glu: 979 se destaca apenas para
Sakuranetina S e peficitinibe, sendo desfavoravel para Sakuranetina S por ser interacdo
aceptor-aceptor.

O complexo formado entre Sakuranetina e a Tirosina quinase 2 foi estabilizado
principalmente por interagbes pi-alquil e ligagdo convencional de hidrogénio. O valor da
energia livre de ligacdo da Sakuranetina S foi menor, quando comparado ao valor do
peficitinibe; no entanto, Sakuranetin R fez uma interacdo adicional com o residuo de
aminoacido Asp: 1041. Segundo HAMAGUCHI e colaboradores (2018), os residuos
responsaveis pela atividade sdo Val: 981, Glu: 979 e Asp: 1041. As posi¢des de ancoragem de
peficitinibe, Sakuranetina R e Sakuranetina S no sitio ativo de Tirosina quinase 2 sdo

mostradas nas Figuras 16, 17 A e 17 B respectivamente.

Figura 16 — Posi¢6es de ancoragem do peficitinibe no sitio ativo da Tirosina quinase 2
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Figura 17 A — Posicdes de ancoragem de Sakuranetina R no sitio ativo da Tirosina quinase 2
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Figura 17 B — Posi¢0es de ancoragem de Sakuranetina S no sitio ativo da Tirosina quinase 2
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Os alvos foram promissores para suposta atividade anti-inflamatoria da Sakuranetina.
Na Fosfodiesterase 4 0 enantibmero S se sobressaiu por obter energia de ligagéo
ligeiramente menor que o ligante roflumilaste e fazer interacdo com residuo importante para a
atividade; na Janus quinase 3 o enantibmero S obteve energia menor que o ligante
peficitinibe, no entanto ambos os enantibmeros fizeram interacdo com residuos importantes
para a atividade; na Tirosina quinase 2 a Sakuranetina S teve energia menor, porém o

enantidmero R fez interacdo com um residuo importante para a atividade.
5.2.2 Perfil farmacocinético

De acordo com o Boiled egg, método de validacdo disponibilizado na plataforma
SWISSADME, tem-se que a Sakuranetina possui capacidade de penetrar a membrana

hematoencefalica, tem alta absorcdo gastrointestinal e ndo é substrato da glicoproteina P.

Figura 18 — Boiled egg da Sakuranetina R
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 19 — Boiled egg da Sakuranetina S
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O SWISSADME mostrou resultados idénticos para os dois enantibmeros da
Sakuranetina. Primeiramente, a molécula possui peso molecular: 286.28 g/mol; Refratividade
molar: 76.04; TPSA: 75.99 A2; Fracdo Csp3: 0.19; Log P o/a: 2.25. Portanto, se apresenta
dentro dos padrdes de lipofilicidade (com valor entre -0.7 e +5.0), tamanho (150 a 500 g/mol),
polaridade (TPSA-Topological Polar Surface Area- entre 20 e 130 A2), que indica alta
probabilidade de absorcdo no intestino delgado humano, solubilidade (Log S menor que 6) e
flexibilidade (ndo mais que 9 ligacdes rotacionaveis). Os padrbes de insaturagdo nao estdo de
acordo (fracdo de carbonos na hibridizacao sp3 maior que 0.25).

Molécula considerada soltvel e moderadamente soltvel de acordo com o método de
avaliacdo de log S. Log S (ESOL): soltvel, com log S: -3.70 e solubilidade: 5.70e-02 mg/mL;
1.99e-04 mol/L. Log S (Ali): Moderadamente solGvel, com Log S: -4.10 e solubilidade:
2.25e-02 mg/mL; 7.86e-05 mol/l. Log S (SILICOS-IT): Moderadamente soltvel, com Log S:
-4.12 e solubilidade: 2.19e-02 mg/mL; 7.66e-05 mol/L. Que é o esperado de candidatos a
farmacos (MACARINI, 2019).

O composto ¢ inibidor das isoformas da CYP450: CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A4;
ndo sendo inibidor de: CYP2D6 e CYP2C9. A CYP3A4 metaboliza 50% dos farmacos,
Sakuranetina pode aumentar a concentracdo sistémica dos farmacos metabolizados por essa
via, uma vez que é um possivel inibidor. A CYP2C9 é a via de metabolizacdo dos coxibes,
ibuprofeno e outros AINEs, Sakuranetina ndo prejudica a metabolizacdo destes farmacos por
néo inibir a via (MACARINI, 2019).
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Score de biodisponibilidade: 0.55. O score de biodisponibilidade prevé que um
composto tem, pelo menos, 10% de biodisponibilidade oral, baseando-se na ndo violagédo as
regras de Lipinksi, TPSA e carga total. Compostos que seguem esses padrdes possuem o
score de biodisponibilidade de 0.55 (MARTIN, 2005; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

O composto atende ao perfil de druglikness por ndo violar as regras de Lipinski,
Ghose, Veber, Egan, Muegge, ou seja, dentro dos padrbes desejaveis para um bom candidato

a farmaco.



45

6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, tem-se que o estudo fitoquimico da espécie
Varronia globosa Jacq. (Boraginaceae lato sensu) contribui para a disseminacdo do
conhecimento acerca das plantas da Caatinga, valorizando o saber popular e cientifico.

A flavanona 4’,5-dihidroxi-7-metoxiflavanona (Sakuranetina) foi isolada pela primeira
vez na espécie V. globosa.

Infere-se que ambos os enantibmeros possuem atividade anti-inflamatdria in silico. O
enantiomero R mostrou melhores resultados na Tirosina quinase 2; o enantidmero S se
destacou na Fosfodiesterase 4f e Janus quinase 3.

Sakuranetina tem um bom perfil farmacocinético, com solubulidade adequada e alta
absorcdo gastrointestinal. Caracteristicas semelhantes a farmacos administrados por via oral.

E interessante a obtencdo do composto através de uma sintese organica futura, para
analisar bioisosteros que favoregam o aumento da atividade anti-inflamatéria.

Compostos isolados de plantas, bem como produtos sintéticos podem ser utilizados em
estudos de ancoragem molecular.

Compostos isolados de plantas, bem como produtos sintéticos podem ser utilizados em

estudos de ancoragem molecular.
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APENDICE B - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SIiTIO
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APENDICE C - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA SNO SITIO
ATIVO DE LEUCOTRIENO A 4 HIDROLASE
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APENDICE D - POSICOES DE ANCORAGEM DE AKBA NO SITIO ATIVO DE 5-
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APENDICE E - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SIiTIO
ATIVO DE 5-LOX
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APENDICE F - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SITIO
ATIVO DE 5-LOX
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APENDICE G - POSICOES DE ANCORAGEM DE FLUIRBIPROFENO NO SIiTIO
ATIVO DE COX-1
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Interacies

I:I Carga atrativa

- Ligacio convencional de Hidrogénio
I:I Ligacio de Carbono e Hidrogénio
- Aceptor-aceptor desfavoravel

[ ri-sigma
| Alquil
[ Pi-alquil
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APENDICE H - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SITIO

LEU
A:l112

Interacies

[ Ligacio convencional de Hidrogénio

[ Pi-cation

»H
B
4.72/,---._/
e
\\\

ATIVO DE COX-1

0

\\
\

_ 4.43

5.38
5.09
VAL
. 5.49 A116 ARG
LEQ.75
A:93
4.53
LEU LEU
A:115 A:92
TRP
A:100
[] Alquil
[] Pi-alquil

N TN
o/
\ -

Q
H

1 )
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APENDICE I - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SiTIO
ATIVO DE COX-1

SER
LEU A:353
A:384 2.77
MET
A:522
GLY
ARG
Ay >
3.87
A:385
5.21
P PN
'
ALA VAL
. VAL
A:527 A349 A:116

Interacies
|:| Ligagéo de Carbono e Hidrogénio |:| Empilhamento Pi-amida
I Fi-sigma [ Alquil
[ Pi-enxonfre [] Pi-alquil

[ Pi-Piem formadeT
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APENDICE J - POSICOES DE ANCORAGEM DE CELECOXIBE NO SIiTIO ATIVO
DE COX-2

Interacies
- Ligacio convencional de Hidrogénio I:l Alquil
|:| Ligacio de Carbono e Hidrogénio |:| Pi-alquil

[ ri-sigma
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APENDICE K — POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SITIO
ATIVO DE COX-2

FHE
VAL
\ " B:334

)
\
VAL | 291l R89 536

Bis0Y 0 T e - ey
) 0
I

1
397 - )

TRP
B:373

hB3
B:513  4.99
4,99

TYR
SN 2.69p:371

Interacdes

|:| van der Waals

- Ligagio convencional de Hidrogénio

[ Fi-sigma

[ PiPiem formade T

Ligacio de Carbono e Hidrogénio
Doador-doador desfavoravel

- Aceptor-aceptor desfavoravel

- Empilhamento Pi-amida
I Aiguil
[ Pi-alquil
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APENDICE L - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SITIO
ATIVO DE COX-2

2.82

VAL
B:330
GLY
B:512 o
VAL
338 B:335 B:334
5.19
0 (0]
‘ 220 5 9g 485
_ B:371

Interacdes
- Ligacio convencional de Hidrogénio |:| Alqul
[] Ligagiio de Carbono e Hidrogénio I Pi-alquil

[ Fi-sigma



APENDICE M - POSICOES DE ANCORAGEM DE FEVIPRANTE NO SITIO
ATIVO DO RECEPTOR CRTH2 DA PROSTAGLANDINA D2

ARG
A:175 -
4 LEU
"6.27 A:2286 A:210
' 3.56 6.28
o)
/]

i\
~ \/\‘ W0l 1.82
/] 3\ *.6.85 "*/LTYR
0 \'.2 N _ v 15:19 Ta:84
262" AN \7,,f N
\ \ 5.09
/

MET 2.04 | — ARG
b — T~ 3.87 )
A:181 * 562 \ . 5‘} 5.47 A:170
CYs 4. o /i 5.63
A:182 %32
TRP
A:2283
PRO
PHE A:2287
A:90 o
A:183
Interacdes
|:| Ponte de sal I:l Pi-Cation

[ carga atrativa [ Pi-Piem formade T
- Ligagio convencional de Hidrogénio D Alquil

|:| Ligacio de Carbono e Hidrogénio |:| Pi-alquil
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APENDICE N - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA RNO SITIO
ATIVO DO RECEPTOR CRTH2 DA PROSTAGLANDINA D2

PRO
A:2287 THR
A:2290
2.20
HIS
A:95
TRP
A:2283
4.36
]
5.27 2.94
N CYsS
’ A:182
ARG
HIS A:170
A:107
Interacies
- Ligacio convencional de Hidrogénio |:| Pi-Piem forma de T
[] Ligagto de Carbono e Hidrogénio ] Alquil

[ Empilhamento Pi-Pi [] Pialquil
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APENDICE O - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SITIO
ATIVO DO RECEPTOR CRTH2 DA PROSTAGLANDINA D2

PHE
A:2294
PHE
A:lll
TYR
A:2262 5.27
GLU

A:2269 197

-
-

Interacdes
I Lisagio convencional de Hidrogénio [ Fi-sigma
I:I Ligacio de Carbono e Hidrogénio I:I Pi-Piem formade T

[ Pi-cation [ Pi-alquil



APENDICE P - POSICOES DE ANCORAGEM DE PEFICITINIBE NO SITIO
ATIVO DE JANUS QUINASE 1

MET
ASN A:956
A:1008
| VAL
2.94 A:889 VAL
' 4.70 A:938
ARG ) .
A:1007._ 3.78 »
* - |
~ . -
"o
Interacies
[ Ligagio convencional de Hidrogénio [] Pi-enxofre
|:| Ligagdo de Carbono e Hidrogénio |:| Alguil

[ ri-sigma [ Pi-alquil
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APENDICE Q - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SITIO
ATIVO DE JANUS QUINASE 1

Interacies
- Ligacio convencional de Hidrogénio I:I Alquil
- Pi-Sigma |:| Pi-alquil

|:| Empilhamento Pi-P1
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APENDICE R - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SIiTIO
ATIVO DE JANUS QUINASE 1

A:959 GLU
..2.11 2.13\i957

ASP
A:1021
3.04
ARG
A:879
", 6.28
Q
H
1.60
GLU
A:966
Interacies
[ Ligacio convencional de Hidrogénio [] Pi-enxofre
|:| Ligagéo de Carbono e Hidrogénio |:| Alquil

I Fi-sigma

[ pi-alquil



APENDICE S - POSICOES DE ANCORAGEM DE PEFICITINIBE NO SITIO

ATIVO DE JANUS QUINASE 2

LEU
A:983
- 5.03 LEU
A:981 - A8EE,
468 3617
; '\\\ . P
© e 493
= LEU
R o
\ ‘ \) am :-1-'18'535.:'932
“' l‘ -
\=-al? 3.92
O\H&/‘\/
Bt ALA
2.9g A:880
GLU
A:930

Interacies
- Ligacdo convencional de Hidrogénio I:I Alquil
I:I Ligacdo de Carbono e Hidrogénio I:I Pi-alquil

I Fi-sigma
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APENDICE T - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA R NO SiTIO
ATIVO DE JANUS QUINASE 2

A:932

Interacies
- Ligagio convencional de Hidrogénio |:| Alguil
I Fi-sigma 1 Pi-alquil

[ Empilhamento Pi-Pi
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APENDICE U - POSICOES DE ANCORAGEM DE SAKURANETINA S NO SIiTIO
ATIVO DE JANUS QUINASE 2

A:880 TYR
A:931
Interacies
P Ligacio convencional de Hidrogénio [] Pi-enxofre
:I Ligacio de Carbono e Hidrogénio I:I Alquil

- Pi-Sigma I:I Pi-alquil



