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RESUMO

Espécies vegetais tém sido uma das principais fontes de recursos para a humanidade,
sendo indispensaveis para o desenvolvimento das civilizagbes. Sua vasta
aplicabilidade ocorre devido a diversidade de moléculas produzidas pelo seu
metabolismo e pela capacidade de interagir em diferentes sistemas bioldgicos. A
Fitoquimica, subarea da Quimica de Produtos Naturais, tem por objetivo estudar
metabdlitos secundarios de origem vegetal. A espécie Psidium guineense Swartz
pertente a familia Myrtaceae e € popularmente conhecida como araca, aragazeiro,
aracd-comum ou araca-mirim. No que tange o uso na medicina tradicional, o P.
Guineense tém sido tradicionalmente utilizado no Brasil em preparacoes
antidiarreicas, como diurético e contra ma digestdo. O docking molecular é uma
ferramenta in silico utilizada para avaliacdo de interacdes entre um candidato a
farmaco e seu alvo biolégico. Tendo em vista relatos do uso popular do P. guineense
para tratar casos de diarreia, o presente estudo teve objetivo de avaliar por docking
molecular, as interacdes entre metabdlitos da espécie P. guineense e a proteina
intestinal humana 4U14, que quando ativada induz aumento da motilidade intestinal e
diarreia. A estrutura da proteina alvo foi obtida do Protein Data Bank. As moléculas
dos metabdlitos ligantes, aracaina e quercetina, foram desenhados em 3D e
submetidos a acoplagem “proteina rigida-ligante flexivel” utilizando o sistema
Autodock VINA do Software PyRx. Apés o docking, os ligantes em conformacgéo mais
estavel foram selecionados e as interac6es foram analisadas utilizando o Software
Discovery. Os resultados obtidos para a Quercetina e a proteina-alvo indicaram uma
energia de ligagéo de -8.0 kcal/mol, indicando uma elevada tendéncia de interagao
entre a molécula e a proteina alvo. O resultado obtido para a Aragaina mostrou uma
energia de ligacdo de -6.7 kcal/mol indicando uma liberacao de energia favoravel para
interacdo com o sitio ativo, porém menor do que aquela observada para a quercetina.
Os resultados obtidos indicam provavel ligacdo das moléculas Aracaina e Quercetina
a proteina avaliada. A proteina 4U14 é o alvo de farmacos antidiarreicos como
Lorapamida (-7.32 kcal/mol) e Triotopium (-9.2 kcal/mol). Os dados preliminares
obtidos neste estudo sugerem que 0s metabdlitos avaliados desenvolvem efeito
antidiarreico com mecanismo similar ao observado para os farmacos Lorapamida e
Triotopium, podendo ratificar o uso popular de frutos e infuses de araca para o
tratamento da diarreia.

Palavras-Chave: psidium guineense; myrtaceae; aracaina; quercetina; docking
molecular.



ABSTRACT

Plant species have been one of the main sources of resources for humanity, being
indispensable for the development of civilizations. Its wide applicability is due to the
diversity of molecules produced by its metabolism and the ability to interact in different
biological systems. Phytochemistry, a sub-area of Natural Products Chemistry, aims
to study secondary metabolites from plants. The species Psidium guineense Swartz
belongs to the Myrtaceae family and is popularly known as araca, aragazeiro, common
araca or araca-mirim. Its leaves have been traditionally used in Brazil as antidiarrheal,
diuretic and against indigestion. Molecular docking is a in silico tool used to assess
interactions between a drug candidate and its biological target. Considering the
popular use of Psidium guineense Sw. (aracd) to treat diarrhoea cases, the present
study aimed to evaluate by molecular docking the interactions between metabolites
from P. guineense and the human intestinal protein 4U14, which when activated
induces increased intestinal motility and diarrhoea. The target protein structure was
obtained from the Protein Data Bank. The binding molecules aragain and quercetin
were designed in 3D and submitted to “rigid protein-flexible ligand” coupling using the
Autodock VINA system of the PyRx Software. After the docking, the ligands in the most
stable conformation were selected and the interactions analysed using the Discovery
Software. The results obtained for Quercetin and the target protein showed a binding
energy of -8.0 kcal/mol, indicating a high tendency of interaction between the molecule
and the protein. The result obtained for Aracaine showed a binding energy of -6.7
kcal/mol indicating a favorable energy release for its interaction with the protein active
site, but lower than that observed for quercetin. The results obtained indicate
favourable binding of the molecules Aracaine and Quercetin to the evaluated protein.
The 4U14 protein is the target of antidiarrheal drugs such as Lorapamide (-7.32
kcal/mol) and Triotopium (-9.2 kcal/mol). The preliminary data obtained in this study
suggest that the evaluated metabolites may develop an antidiarrheal effect with a
mechanism similar to that observed for the drugs Lorapamide and Triotopium, which
may confirm the popular use of araca fruits and infusions for the treatment of diarrhea.

Keywords: psidium guineense; myrtaceae; aracgain; quercetin; molecular docking
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido a principal fonte de recursos para a humanidade, sendo
indispensaveis para o desenvolvimento das civilizacdes. Registros historicos revelam
exemplos da utilizacdo dos produtos naturais pelas civiliza¢cdes Oriental e Ocidental
na alimentacao, na medicina, no controle de pragas e em rituais religiosos (JAMSHIDI-
KIA et al., 2018). A grande aplicabilidade dos vegetais € justificada pela diversidade
de moléculas produzidas pelo metabolismo celular e sua capacidade de interagir em

diferentes sistemas biologicos.

Desde o inicio do século passado, substancias obtidas de fontes naturais vém
sendo utilizadas no desenvolvimento de bioprodutos tecnologicamente preparados,
com eficacia, seguranca e qualidade comprovadas, com aplicacdo nas mais diversas
areas (BAJAJ et al., 2020). Para tanto, é indispensavel a realizacdo de pesquisas
multidisciplinares envolvendo &areas do conhecimento como Quimica de Produtos
Naturais, fitoquimica, quimiotaxonomia, atividade biol6gica, toxicologia, ecologia,

sintese quimica, biotecnologia (BOLZANI, 2016; BAJAJ et al., 2020).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo analisar a presenca de constituintes
guimicos na espécie vegetal, podendo indicar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes na mesma. Essas classes de substancias sdo produzidas a partir do
metabolismo secundario das plantas e muitas apresentam atividades biol6gicas
importantes, tais como antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral,

antibacteriana, antifingica, entre outras (SIMOES et al., 2017).

Estes metabdlitos apresentam estruturas complexas e se destacam nas
espécies vegetais por serem substancias importantes aos seus processos bioldgicos
de regulacéo celular, comunicacéo e defesa. Realizando pesquisas multidisciplinares,
busca-se a aplicacdo dessas substancias, ou extratos, como medicamentos,
fragrancias, cosmeticos, inseticidas e agroquimicos (BOLZANI, 2016; MACHADO et
al., 2019).

Podemos citar como exemplo de produtos naturais historicamente utilizados
para a saude, o acido salicilico (Salix alba), a morfina (Papaver somniferum), a quinina
(Cinchona) (TELES et al., 2014) e o 6leo de citronela (Cymbopogon citratus), este
altimo utilizado como inseticida e repelente (COLPO et al., 2014; TEWARI et al., 2019).

10
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Nas ultimas décadas tem se observado um grande avanco de estudar espécies
vegetais e seus metabdlitos, com o intuito de identificar substancias importantes na
alimentacdo e saude. O interesse da populacdo também se encontra cada vez mais
elevado para a utilizacdo de produtos a base de plantas com finalidade preventiva e
terapéutica (OLIVEIRA et al., 2016).

O Brasil ocupa posicdo de destaque mundial por ser o pais detentor de uma
das maiores biodiversidades do planeta e com maior potencial para pesquisa com
espécies vegetais, pois detém a maior e mais rica diversidade genética do mundo.
Estima-se que o pais possua aproximadamente 60.000 espécies, correspondendo a
cerca de 20% de toda a flora mundial e 75% de todas as espécies vegetais existentes
nas grandes florestas (CARNEIRO et al., 2014). Estes dados revelam a vocagao
natural e o potencial do pais no estudo de substancias ativas de origem natural para

o desenvolvimento de bioprodutos.

Um estudo feito pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2013, revela
gue a diarreia esta associada ao aumento da frequéncia de fezes moles e pode ser
acompanhada por caibras abdominais. Em muitas partes do mundo, a diarreia
demonstrou ser uma doenca crénica e também pode ser resultado de um quadro
infeccioso. A infeccdo gastrointestinal pode ser causada devido a ingestdo de
bactérias, virus ou parasitas transmitidos por agua, comida, utensilios, maos e moscas

(OMS, 2009).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado estudos de
tratamento e prevencao de doencas relacionadas ao trato intestinal utilizando praticas
medicinais tradicionais (ATTA, 2004). Tais esfor¢cos para encontrar novos agentes
medicinais com menos efeitos tdéxicos podem levar a descoberta de medicamentos
com melhores propriedades farmacoldgicas, ajudando, assim, substancialmente a

estender a gama de terapias eficazes e seguras (AHMAD, 2020).

Atualmente a investigacdo do potencial farmacologico de moléculas envolve
uma etapa inicial de avaliagéo in silico da interacdo da molécula com seu provavel
alvo biolégico. O docking molecular € um método que prediz a melhor orientacéo de
uma molécula que se acopla a uma segunda molécula (alvo), para formar um

complexo que pode desenvolver uma atividade biologica (RODRIGUES et al., 2012).

11
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O emprego de métodos computacionais para o reconhecimento em nivel
molecular da interacéo proteina-ligante € uma ferramenta importante para descoberta
de novos farmacos, pois permitem analisar moléculas capazes de se ligar a
determinados sitios receptores proporcionando diminuicdo de tempo e custo que
estdo relacionados no processo de desenvolvimento de novos medicamentos
(COUTINHO et al., 2007).

Um dos maiores desafios no docking molecular esta relacionado ao fato de ndo
levar em consideracdo a flexibilidade molecular do receptor, devido a alta
complexidade envolvida nesse processo, 0 que requer mais custos computacionais.
Uma forma de otimizacdo comum utilizada nos métodos de docking € utilizar grades
de energia (GRIDs) que ficam centradas no sitio ativo do alvo molecular, esse método
torna o resultado muito mais preciso e diminui o tempo de execug¢édo da analise (MENG
et al., 2011).

Os métodos de docking molecular utilizam dois parametros para investigacao
da afinidade de ligacdo entre proteina-alvo: algoritmo de busca e avaliacdo das
interacdes. Estes sdo responsaveis respectivamente por pesquisar diferentes
conformacdes e orientacdes dos ligantes dentro da proteina alvo e por estimar as
afinidades de ligacdo das conformac@es geradas, classificando e identificando o modo

de ligacdo mais favoraveis do ligante ao receptor, que é caracterizado pelo pela

formacao do complexo com menor energia (COUTINHO et al., 2007).

Desta forma, tendo em vista os relatos do uso popular do Psidium guineense
(Swartz) para tratar casos de diarreia, o presente estudo teve objetivo de analisar in
silico interacdes entre metabdlitos da espécie em estudo e uma proteina alvo de

farmacos antidiarreicos, localizada no trato intestinal humano.

12
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1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo computacional por docking molecular de metabdlitos
secundarios da espécie P. guineense com potencial atividade antidiarreica e analisar

sua interagdo com o receptor 4U14.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar o docking molecular de compostos obtidos de P. guineense para
estimar sua afinidade com a proteina receptora e comparar com farmacos
comerciais;

o Identificar os aminoacidos da proteina humana 4U14 envolvidos nas interacdes
com os ligantes;

o Analisar as principais interacdes intermoleculares que resultam na formacao do

complexo proteina-ligante;

13
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae, alvo do presente estudo, esta amplamente distribuida pelo
hemisfério sul e compreende aproximadamente 4.630 espécies e 144 géneros. No
Brasil j& foram relatadas 1.034 espécies e 23 géneros (SILVA e MAZINE, 2016).
Muitas mirtdceas apresentam elevado valor econémico, como o eucalipto (Eucalyptus
spp.), utilizado na producéo de madeira e de aromatizantes. Outra espécie bastante
comercializada é a goiabeira (Psidium guajava), fruteira apreciada pelas
caracteristicas de seus frutos consumidos in natura ou industrializados, que apresenta

elevados teores de vitamina C e compostos antioxidantes (ZAHIN et al., 2017).

Existem muitas outras espécies da familia Myrtaceae nativas da flora brasileira
que também produzem frutos comestiveis. Entretanto, poucas sao exploradas em
escala comercial e, quando exploradas, sdo de pequena producao e limitada a certas
regides. Alguns exemplos sdo a pitangueira (Eugenia uniflora), as jabuticabeiras

(Plinia spp.) e o aracazeiro (Psidium guineense) (FRANZON et al., 2009).

No que tange o uso na medicina tradicional, mirtdceas sdo empregadas
principalmente em casos de distarbios gastrointestinais, hemorragicos, diabetes e
doencas infecciosas. As partes mais usadas séo as folhas, cascas e também os frutos
(SILVA e MAZINE, 2016). Um estudo realizado por Cruz e Kaplan (2004) listou
diversas espécies utilizadas na medicina popular no Brasil. Dentre estas, 37 espécies
eram pertencentes a familia Myrtaceae. Delas, 45% foram relatadas pela populacéo

com indicacao para tratamento de diarreia ou disenteria.

Apesar da relevancia e da vasta literatura cientifica a respeito de muitas plantas
da familia, existem espécies utilizadas pela populacdo ainda pouco estudadas quanto
ao seu potencial fitoquimico e farmacoldgico. E o caso da espécie Psidium guineense,
vastamente encontrada na Paraiba e com diversos relatos de uso na medicina popular
(LIMA et al., 2020).

14
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2.2 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE PSIDIUM GUINEENSE SW

A espécie P. guineense Sw. (Syn. Psidium aracga) € popularmente conhecida
como araca, aracazeiro, araca-comum e araca -mirim. O aracazeiro é de ampla
disseminagdo no pais, na regido da Zona da Mata nordestina, florescendo
praticamente durante todo o ano, com picos coincidindo com a época de menor
pluviosidade. A frutificacdo em geral ocorre no periodo de janeiro a julho, com pico
nos meses de marco a abril (FRANZON et al., 2009).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica da ocorréncia do P. guineense no Brasil

N
S

0

Fonte: Adaptado de www.atacadaoflorestal.com.br. Acesso em 20/12/2021.

Trata-se de uma espécie arbustiva ou arvoreta que pode alcancar 1,5 metros
de altura, com caule de casca lisa, folhnas simples com enervacdes salientes e
margens levemente onduladas e flores brancas e axilares. Os frutos sdo bagas
ovoides ou oblongas, amarelas ou verdes, com polpa suculenta, possuindo de 22 a
250 sementes (MELO et al., 2013).

15
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Figura 2. Psidium guineense Swartz

Fonte: Disponivel em www.arvores.brasil.com.br/new/araca/index. Acesso em
20/12/2020.

Os frutos de P. guineense sao bastante apreciados na alimentacdo e
preparacdo de sucos e geleias. Uma caracterizagdo quimica e nutricional realizada
por Silva et al. (2008) demonstrou que os frutos do araca possuem baixo valor calérico,
com elevada umidade, consideraveis tores de calcio e elevado teor de fibras. As folhas
tém sido tradicionalmente utilizadas no Brasil como antidiarreicos, diuréticos, ma
digestéo, e a casca utilizada em curtumes devido ao alto teor de taninos (SILVA et al.,
2015; RODRIGUES e ANDRADE, 2014).

Figura 3. Frutos de P. guineense.

Fonte: Disponivel em www.arvores.brasil.nom.br/new/araca/index. Acesso em
20/12/2021.
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Um estudo demonstrou a acao sinérgica do extrato de P. guineense com varios
agentes antimicrobianos contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes
(FERNANDES et al, 2012). Outra investigacdo recente relata a atividade
antimicrobiana do extrato de folhas P. guineense frente a Klebsiella pneumoniae
(MACAUBAS et al., 2019). Esses efeitos podem ser atribuidos & presenca de
compostos fendlicos, flavonoides, chalconas, fitoesteroides, derivados de tirosol e
compostos de feoforbideo isolados do extrato de folhas de P. Guineense (LIMA et al.,
2020). Um estudo realizado por Macaubas (2019) listou alguns dos compostos
naturais presentes no extrato de folhas de P. Guineense, dentre eles o esteroide
sitosterol, amplamente relatado em plantas (RAJPUT et al., 2012). Os fitos esteroides
sdo componentes importantes das membranas vegetais, conhecidas como

precursores da vitamina D e como agentes anti-inflamatérios (MACIEL et al. 2016).

Figura 4: Estruturas quimicas dos principais compostos presentes nos extratos de
folhas de P. guineense.

HO

R
<

1: Sitosterol

2: Acido Ursolico

/@/\/O\g/\/\/

6: Aracaina

OCH,CHj

4: 173-Etoxifaeforbideo

OH O

7: Canferol

Fonte: Autoria propria através do software Chemdraw.
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Triterpenos como o acido ursolico, sdo comuns na familia Myrtaceae. Possuem
grande relevancia quimiotaxonbmica e sdo substancias promissoras no
desenvolvimento de novos compostos ativos de alvos multiplos, apresentando
atividade anti-inflamatdria, citotoxica e antiplaquetaria (BABALOLA e SHODE, 2013;
GUPTA et al. 2017).

O derivado de éster de tirosol, Aracaina foi relatado na espécie P. guineense
sendo o primeiro relato de sua ocorréncia como produto natural (MACAUBAS-SILVA
et al.,, 2019). A sintese de varios derivados de éster de tirosol, incluindo o tirosil
hexanoato, ja foram relatados na literatura (BERNINI et al. 2008).

Dentre os flavonoides relatados na literatura, a quercetina, rutina e kaempferol
estdo presentes nos estudos mais recentes e sao bem conhecidos por suas atividades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e antivirais (TAPAS et al., 2008; NAPOLITANO et al.,
2012).

Metabolitos secundarios isolados de P. guineense possuem grande potencial
biologico e farmacologico devido suas atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas (HO et al, 2012; NAPOLITANO et al., 2012). Assim, o0s
fitoconstituintes aqui relatados podem justificar o uso tradicional e as atividades

bioldgicas atribuidas a P. guineense.

2.3 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular, também conhecido como atracamento molecular ou ainda
ancoragem molecular, € um experimento in silico (computacional) que visa simular a
interacdo entre duas moleculas, gerando complexos proteina-ligante ou ainda
proteina-proteina (VERLI, 2014).

O docking molecular gera estimativas do comportamento molecular a nivel
atbmico de uma molécula dentro do sitio ativo de uma proteina caracterizando a
conformacao e orientacdo do ligante no sitio ativo e estimando a afinidade de ligacao.
Conhecer a localizacao do sitio de ligacao antes dos processos de encaixe aumenta
significativamente a eficiéncia do encaixe. Em muitos casos, o sitio de ligacdo é
realmente conhecido antes de acoplar ligantes nele (MENG et al., 2011). O objetivo
principal dos estudos de docking é obter diferentes conformacdes do modo de ligagédo
do ligante dentro sitio ativo do receptor, e na quantificacdo da energia de ligacao entre
o complexo receptor-ligante (KITCHEN et al., 2004).
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A energia envolvida na ligacéo entre o ligante (farmaco) e o sitio ativo proteico
é calculada a partir das ligacdes ndo covalentes entre de grupos funcionais presentes
na molécula bioativa e no sitio ativo proteico (receptor) (ANDREI et al., 2012). A
técnica de ancoragem molecular gera estimativas de energias de ligagdo entre o
ligante e a proteina alvo (RODRIGUES et al., 2012).

A utilizacdo do docking molecular para investigar a afinidade de ligacdo de
moléculas com atividade bioldgica com seus receptores sdo compostos por dois
componentes: o algoritmo de busca e a funcdo de avaliacdo, responsaveis
respectivamente por pesquisar diferentes conformacdes e orientacdes dos ligantes
dentro da proteina alvo; e responsavel por estimar as afinidades de ligacdo das
conformacdes geradas, classificando-as e identificando o(s) modo(s) de ligagdo mais
favoravel do ligante ao receptor, que é caracterizado pelo pela formacdo do complexo
com menor energia (MORGON e COUTINHO, 2007).

No docking se avalia diferentes conformagfes espaciais do ligante, sendo
possivel identificar qual é a mais provavel conformacéo do ligante ao acoplar no sitio
ativo da proteina alvo. Para cada conformacao se obtém as respectivas energias livres
de ligacdo entre o ligante e o alvo, onde a menor energia sera considerada a mais
provavel para justificar a conformacao da interacéo (KITCHEN et al., 2004).

O calculo da energia livre de ligagdo ndo covalente entre o ligante e a proteina

€ obtido pela seguinte equacao:
AGLigacao = GProteina-Ligante — [GProteina — GLigante]
A contribuicdo da energia livre é expressa como:
G=U-TS

Onde: U é a energia interna da molécula, T a temperatura absoluta do sistema
(309K) e S é a entropia da molécula estudada (SMITH et al., 2004).

2.4 INTERACAO PROTEINA-LIGANTE

Em 1984, Emil Fischer realizou estudos sobre a especificidade de enzimas e
propds a ideia de que enzimas eram estruturalmente complementares a seus
substratos, e se encaixariam de forma especifica como uma chave em uma fechadura

(NELSON et. al, 2014). Esta caracteristica também € aplicada para interacdes entre
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farmacos e seus receptores, porém o modelo chave-fechadura induz a pensar que as
proteinas e os ligantes sdo entidades rigidas, ndo levando em consideracdo a
flexibilidade molecular.

Tanto proteinas como ligantes podem adquirir diversas conformagfes durante
a interacdo. Uma das teorias que explica este fato € a teoria do encaixe induzido, essa
teoria considera que durante a interacdo, o receptor bioldégico pode reconhecer
diversas conformacdes do ligante dentro do sitio de ligacdo (VERLI et al., 2005).

O estudo da interacdo entre proteina-ligante € de extrema importancia para o
sucesso na descoberta e planejamento de novos farmacos. As proteinas séo
macromoléculas que exercem diversas funcdes biolégicas por meio da interacdo com
outras moléculas denominadas ligantes, que podem ser farmacos, metais, moléculas
do solvente e também com outras macromoléculas tais como lipidios, peptideos,
acidos nucleicos e outras proteinas (LIU et al., 2016).

A interacdo entre uma proteina e um determinado ligante resulta na formacao
de um complexo proteina-ligante. Este complexo s6 é formado com base na afinidade
e especificidade de ligacdo entre a proteina e o ligante. A afinidade e especificidade
entre o receptor e o ligante sdo dados por interacdes intermoleculares dentre as quais
estdo, forcas de Van der Waals, interagdes hidrofébicas, -1, interagdes ibnicas ou
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e ligacdes covalentes (GURYANOV et al., 2016).

As ligacOes de hidrogénio séo interagcbes muito importantes que ocorrem em
sistemas biol6gicos e sao responsaveis por manter a estrutura das proteinas. As
ligacbes covalentes em sistemas biol6gicos possuem elevado custo energético, e
raramente sdo desfeitas. Os farmacos que interagem por meio de ligacdes covalentes
inativam o sitio receptor ou inibem completamente a acdo das enzimas (BARREIRO
et al., 2015).

Com a perspectiva de melhor desenvolvimento do estudo e justificar o uso
popular do araga para tratar casos de diarreia, o receptor muscarinico de acetilcolina
M3 (PDB: 4U14) foi selecionado para explorar a possivel atividade antidiarreica de P.
guineense.

A proteina alvo esta envolvida no aumento da motilidade intestinal ocasionando
diarreia, portanto ela configura-se como um alvo promissor para candidatos a
farmacos anti-diarreicos, que podem se ligar a sua estrutura e inibir sua agéo, levando
ao efeito desejado antidiarreico (ADNAN et al., 2019).
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3. METODOLOGIA
3.1 TRATAMENTO DO RECEPTOR

O alvo de interesse escolhido a partir da revisao da literatura foram submetidos
ao teste de docking molecular com as moléculas de quercetina e aracaina. A proteina
alvo (PDB id: 4U14) com seu respectivo ligante foi obtida no Protein Data Bank. O
PDB é um repositério de dados de proteinas e suas estruturas tridimensionais. Varios
tipos de informacfes estdo associados com cada entrada de arquivo PDB, incluindo
coordenadas atobmicas do espaco tridimensional, sequéncia de polimeros e
metadados (BERMAN, 2000).

A remocao do inibidor da proteina e as moléculas de 4gua da estrutura do

receptor foram feitas no software CHIMERA.

Figura 5. Estrutura do receptor muscarinico de acetilcolina M3 (PDB: 4U14).

Fonte: Protein Data Bank.

3.2 TRATAMENTO DOS LIGANTES

Dentro do contexto do uso popular do aracé para tratar casos de diarreia, 0s
compostos quercetina e aracaina, foram selecionados para avaliacao in silico por

meio de docking molecular. Os dois ligantes selecionados para realizacao do estudo
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foram desenhados em 3D no software Marvin Sketch 6.3.0, e submetidos a
acoplagem “proteina rigida-ligante flexivel” utilizando o sistema Autodock VINA do
Software PyRx. Apos o docking, os ligantes em conformacdo mais estavel foram
analisados utilizando o Software Discovery.

3.3 CALCULO DO GRID E DOCKING

O célculo do grid foi processado com 100 conformacfes no software PyRx.
Para o procedimento (ligante — proteina) o tamanho do grid foi ajustado nos eixos X,
Y e Z (dimensdes do grid em angstrom: x: 7,8823; y: 11,3534 e z: 11,0135). A definicdo
do local do sitio de ligacao foi baseada em ligantes conhecidos e previamente co-

cristalizados com a proteina e disponiveis no Protein Data Bank.

Figura 6. Gridbox no sitio ativo da proteina 4U14.

Fonte: Autoria propria através do software PyRXx.

A realizacdo dos calculos de energia de interacdo entre os ligantes e o0s
aminoacidos da proteina 4U14 foi realizado utilizando o software Discovery Studio.
Este software fornece o calculo de energia livre de ligacdo baseado em seus
componentes energéticos, incluindo van der Waals, ligacdes eletrostaticas e ligacdes
de hidrogénio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir do docking da molécula quercetina com a
proteina alvo receptor intestinal M3 da acetilcolina (PDB: 4U14), indicaram uma
energia de ligacao para a quercetina e o alvo de -8,0 kcal/mol. Na Figura 9 é possivel
visualizar a estrutura do complexo quercetina-proteina alvo, formado pela proteina

4U14 (maior parte em vermelho) e pela quercetina (em amarelo).

Figura 7. Complexo ligante-proteina alvo, formado pela proteina 4U14 (maior parte
em vermelho) e pela quercetina (em amarelo)

Fonte: Autoria propria através do software Discovery Studio.

Como pode ser visualizado na Figura 10, os aminoacidos chave para interacédo
com a quercetina foram a tirosina (148), serina (151), alanina (235), tirosina (529) e
cisteina (532). Interessante observar a existéncia de intera¢des polares, tais como as
ligacbes de hidrogénio com a tirosina (529) e a serina (151), e apolares ocorrendo

com os demais aminoacidos.
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Figura 8. Quercetina interagindo com os aminoacidos do sitio ativo da proteina
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Fonte: Autoria propria através do software Discovery Studio.

Os resultados obtidos a partir do docking da molécula aragaina com a proteina
alvo receptor intestinal M3 da acetilcolina (PDBID: 4U14) (Figura 11) indicaram uma
energia de ligacéo de -6,7 kcal/mol, indicando uma liberacao de energia favoravel para
interacdo da aracaina com o sitio ativo, porém menor do que aquela observada para
a quercetina (-8,0 kcal/mol).

24



25

Figura 9. Complexo ligante -proteina alvo, formado pela proteina 4U14 (maior parte
em vermelho) e pela aracaina (em amarelo)

Fonte: Autoria prépria através do software Discovery Studio.

Figura 10. InteracBes observadas na ligacdo da aracaina com os aminoacidos do
sitio ativo da proteina 4U14
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Fonte: Autoria propria através do software Discovery Studio.

Em comparacdo com as interacfes observadas para a quercetina, foi possivel
verificar uma maior prevaléncia de interacdes hidrofébicas para a molécula da

aracaina (Figura 12), e foi possivel determinar como aminoacidos chave para
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interacdo com o sitio ativo: tirosina (529), alanina (235), tirosina (506), tirosina (148),
triptofano (503), valina (155) e cisteina (532).

A proteina 4U14 esta envolvida no aumento da motilidade intestinal
ocasionando diarreia. Portanto, a proteina configura-se como um alvo promissor para
candidatos a farmacos anti-diarreicos, que podem se ligar a sua estrutura e inibir sua
acao, levando ao efeito desejado antidiarreico. Esta proteina é o alvo de atuacéo dos
farmacos antidiarreicos Lorapamida e Triotopium, 0s quais apresentam energia de
ligacdo com o mesmo sitio ativo de -7,32 kcal/mol e -9,2 kcal/mol, respectivamente
(ADNAN et al., 2019).

A quantidade de energia necesséaria para que uma molécula se ligue a um
determinado alvo molecular reflete na afinidade da molécula pelo receptor, pois
guanto mais facil for a interagcdo entre o composto e o alvo, ou seja, quanto mais
estavel for o complexo formado, menor ser4 a energia necessaria para que esta
interacédo ocorra (BARROS et al., 2015).

As analises realizadas indicam a possivel ligacdo das moléculas quercetina e
aracaina com o sitio ativo da proteina 4U14, sendo a quercetina a molécula que
estabelece uma interacdo com energia mais favoravel. Estudos prévios ja
descreveram o potencial antidiarreico in vivo da quercetina (ROHINI e DAS, 2010;
RAJEEV et al.,, 2010), apontando diversos mecanismos de atuacdo. De fato, o
flavonoide quercetina foi descrito como principal responsavel pelo efeito antiarreico in
vivo da espécie Psidium guajava (goiaba) (EZEKWESILI et al., 2010), pertencente ao
mesmo género da espécie Psidium guineense Sw. (araca). Entretanto, esse é o
primeiro estudo sobre possiveis efeitos farmacolégicos para a molécula aracaina,

isolada em 2019 da espécie P. guineense.
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5. CONCLUSOES

Através do presente estudo foi possivel observar a afinidade dos metabdlitos
de P. guineense (quercetina e aracaina) com a proteina receptora 4U14. A energia
livre de ligacdo obtida nos procedimentos de docking molecular foi favoravel,
indicando afinidade com a proteina receptora.

Foi possivel avaliar as interagcdes no sitio de ligacdo entre o receptor e 0s
ligantes avaliados, podendo-se a partir disto, identificar aminoécidos que foram chave
para a interacdo com o sitio ativo.

Os dados obtidos no estudo indicam a provavel ligacdo entre os metabdlitos
estudados e a proteina 4U14 intestinal, indicando o possivel mecanismo pelo qual a
quercetina e a aracaina podem desenvolver atividade antidiarreica, dando suporte ao
uso popular de frutos e infusdes de araca para o tratamento a diarreia.
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