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RESUMO

Os produtos naturais sdo constituintes da vida dos seres humanos ao longo do seu
desenvolvimento historico, sendo presentes em diversos setores do cotidiano como meio de
alimentacdo, remédios, entre outros. A espécie Psidium guineense Sw, € conhecida como
aracd, aragazeiro, aragd-comum e araga-mirim, em estudos anteriores demonstrou atividade
antimicrobiana diante da Klebsiella pneumoniae. O objetivo deste trabalho foi avaliar
interacbes de metabdlitos secundarios biosintetizados pela P. guineense em enzimas que
conferem atividade antimicrobiana frente a espécie Klebsiella pneumoniae. Realizou-se uma
metodologia computacional direcionada a afinidade de ligagéo dos flavonoides de Psidium
guineense Sw no sitio ativo da proteina ligadora de penicilina (PBP1b) 5HLA.O procedimento
de calculo de docking realizado apds as otimizag6es no receptor e nos ligantes foi realizado
atraveés da utilizagéo do programa Autodock Vina acoplado ao software PyRx. As dimensdes
do gridbox foram na ordem de x: 39.6372 A, y: 25.0000 A e z: 24.8371 A, nas coordenadas
X: 4.2680 y: 17.9934 e z: -21.0331. Todas as trés moléculas de flavonoides, quercetina,
kaempferol e rutina, apresentaram energia de ligagdo negativas,expressando afinidade de
ligagdo com a macromolécula, sendo determinada atravésdas interagdes que envolvem os
ligantes testados com a macromolécula avaliada. Sabendo que a inibi¢do da enzima PBP1b
pode acarretar a degradacdo da parede celular bacteriana, pode-se justificar a utilizagéo da
Psidium guineense com finalidadeantibacteriana. Os resultados abordam um campo teorico
por meios dos célculos in silico, sugerem e embasam estudo referente a essa espécie com
finalidade antibacteriana agindo na parede celular da bactéria.

Palavras-chave flavonoide; docking molecular; produtos naturais; Psidium guineense;

Klebsiella pneumoniae.



ABSTRACT

Natural products are constituents of human life throughout their historical development, being
present in various sectors of daily life as a means of food, medicine, among others. The species
Psidium guineense Sw, is known as araca, aragd, common aragé and ara¢d-mirim, in previous
studies it demonstrated antimicrobial activity against Klebsiella pneumoniae. The objective of
this work was to evaluate interactions of secondary metabolites biosynthesized by P.
guineense in enzymes that confer antimicrobial activity against the Klebsiella pneumoniae
species. A computational methodology was carried out aimed at the binding affinity of
flavonoids from Psidium guineense Sw in the active site of penicillin binding protein (PBP1b)
5HLA. The docking calculation procedure performed after the optimizations in the receptor and
in the ligands was performed using the Autodock Vina program coupled to the PyRx software.
The dimensions of the gridbox were in the order of x: 39.6372 A, y: 25.0000 A and z: 24.8371
A, in coordinates x: 4.2680 y: 17.9934 and z: -21.0331. All three flavonoid molecules,
guercetin, kaempferol and rutin, showed negative binding energy, expressing binding affinity
with the macromolecule, being determined through interactions involving the tested ligands
with the evaluated macromolecule. Knowing that the inhibition of the PBP1b enzyme can lead
to the degradation of the bacterial cell wall, the use of Psidium guineense for antibacterial
purposes can be justified. The results address a theoretical field by means of in silico
calculations, suggest and support a study regarding this species with an antibacterial purpose
acting on the bacterial cell wall.

Keywords: flavonoid; molecular docking; natural products; Psidium guineense; Klebsiella
pneumoniae.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais fazem parte da vida dos seres humanos ao longo do seu
desenvolvimento historico, sendo presentes em diversos setores do cotidiano como
meio de alimentagcdo, moradia, remédios, entre outros. Neste sentido, os produtos
naturais sdo formados, fundamentalmente, por substancias advindas de seres vivos,
sejam eles vegetais ou animais (ROCHA et al.,2021).

Os produtos naturais estdo presentes na vida de diversas culturas existentes
por geragdes milenares, seja como fonte de alimentagdo ou de matéria-prima para
vestimentas, moradia ou utilidades domésticas, na fabricacido de meios de transporte,
na utilizagao para diversas formas de artes culturais ou religiosas, e ainda como meio
restaurador da saude. Eles representam uma das alternativas entre as diversas fontes
de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o
fato de serem uma fonte renovavel (SILVA et al., 2018).

Do ponto de vista histérico, os produtos naturais tém importancia no
desenvolvimento social e cientifico, uma vez que representam delineamentos técnicos
de pesquisa, tal qual foi fundamental para se elaborar uma série de substancias que
se direcionam para a area da saude. A convivéncia e o aprendizado com os mais
distintos grupos étnicos proporcionaram valiosos subsidios para o desenvolvimento
da pesquisa em produtos naturais, do conhecimento da relagado intima entre a
estrutura quimica de certos compostos e suas propriedades biologicas (LIMA et al.,
2022).

As plantas possuem adaptacéo a condigdes de estresses bidticos e abidticos,
como, por exemplo, microrganismos, temperatura, irradiacao e deficiéncia hidrica.
Deste modo, para estabelecer sua protecédo frente a esses estresses, as plantas
dispdem de um complexo mecanismo de defesa (MEDINA et al., 2011).

Os produtos naturais consistem na composicdo que se originam
majoritariamente de ingredientes de origem natural, obtidos a partir de plantas,
animais, minerais ou microrganismos (LIMA et al.,2022). Os metabdlitos primarios séo
compostos imprescindiveis ao desenvolvimento do vegetal, como as proteinas e a
clorofila. Os metabdlitos secundarios podem ou nao estar presentes ou nos vegetais
dependendo das variaveis ecoldgicas (LOMBARDI; MOORI; SATIKO SATO, 2022).

O produto natural ndo se restringe a uma planta ou alimento que continua da

mesma forma que foi extraido da natureza. Além disso, eles tém fungéo relevante na
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medicina, nas praticas alternativas de ayurveda, yoga, aromaterapia, shiatsu,
homeopatia e acupuntura. Todas elas centram-se no principio de utilizagao técnicas
de cura, atreladas aos beneficios que plantas e elementos da natureza podem
produzir (LOMBARDI; MOORI; SATIKO SATO, 2022).

Dentro da realidade brasileira, no tocante a tematica das plantas medicinais
mais utilizadas no Brasil e que ja tem uma aprovagao pela ciéncia, demonstra-se o
quanto os produtos naturais advindo de tais plantas tem incidéncia positiva em
diversas areas da saude. Alguns estudos cientificos tém comprovado a eficiéncia
terapéutica de inumeras espécies (LIMA et al., 2022).

O Brasil apresenta uma enorme vegetacao dentro do seu espago geografico
distribuida nas cinco regides, o que lhe da o titulo de detentor da maior floresta
equatorial e tropical umida do mundo, a qual tem uma grande capacidade para
producado dos produtos naturais. Por outro lado, a Quimica de Produtos Naturais
(QPN) é, dentro da Quimica brasileira, a area de maior periodo histérico e a que, na
atualidade, contém o maior numero de pesquisadores. Encontra-se nesse aspecto os
motivos pelos quais tem surgido uma expressiva parcela de pesquisadores dedicados
a essa area, passando a ter maior notoriedade cientifica por conta de
sistematicamente terem sido realizadas intensas discussdes sobre o contexto em
Produtos Naturais (SILVA et al., 2018).

Eles sao importantes para a obtencao e o desenvolvimento de farmacos, seus
estudos desde o século passado foram de extrema relevancia para a obtencdo de um
grande avancgo na pesquisa de diversas plantas que eram utilizadas na medicina
popular, tendo sido possivel isolar e identificar varios compostos bioativos.

Apesar da ocorréncia desses estudos desde o século passado, ainda existem
diversos recursos que podem ser explorados na pesquisa atual dos produtos naturais.
Ha uma enorme variedade de organismos que ainda nao foram adentrados em um
processo racional de desenvolvimento de novos farmacos, necessitando de urgéncia
de pesquisas e estudos nesse setor (SILVA et al., 2018).

A familia Myrtaceae é considerada mundialmente uma das maiores familias
botanicas e, de acordo com Proenga et al. (2018), ela agrupa mais de 3.600 espécies
em cerca de 140 géneros, distribuidos em todo o mundo. Na flora brasileira,
representa umas das maiores familias, a qual engloba 23 géneros e aproximadamente
1000 espécies (SCHIMIDT, 2018).
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Reconhecida pela populagdo como araga, aragazeiro, araga-comum e araga —
mirim, este tem o nome cientifico Psidium guineense Sw. O aragazeiro € de ampla
disseminagao no pais, na regido da Zona da Mata nordestina, e floresce com picos
coincidentes com a época de menor indice de pluviosidade. A frutificacao
normalmente ocorre no periodo de janeiro a julho, com pico nos meses de margo a
abril (FRANZON et al., 2009).

Conforme relatado por Francisco e Mendonga (2014), araga apresenta
composicao fendlica, com alto potencial antioxidante, sendo estes responsaveis na
estabilizacdo dos radicais livres gerados pelo organismo. Os flavonoides em sua
atividade sao capazes de formar complexos com proteinas extracelulares bacterianas.
Eles sdo uma classe de compostos naturais de relevante interesse cientifico, sendo
substancias naturais com estrutura fendlica variavel.

Dentre os flavonoides relatados na literatura, a quercetina e o kaempferol estao
presentes nos estudos mais recentes e sdo bem conhecidos por suas atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antivirais (MACAUBAS-SILVA et al., 2019).

Ha possibilidade flavonoides do araga possuirem agao antibacteriana, inibindo
a acao da bactéria Klebsiella pneumoniae, visto que sao responsaveis pela agao
antibacteriana do extrato da espécie (MACAUBAS-SILVA et al., 2019).

Diante disto, o presente trabalho avaliara a possivel interacdo de flavonoides
de Psidium guineense na proteina ligadora de penicilina (PBP1b), responsavel pela

manutencao da parede celular bacteriana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBETIVO GERAL

Avaliar possiveis interagdes de flavonoides da P. guineense em enzimas que

desenvolvem atividade antibacteriana frente a espécie Klebsiella pneumoniae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver pesquisas bibliograficas sobre os flavonoides do araca com
énfase em suas propriedades medicinais;

e Avaliar as intera¢des das estruturas dos flavonoides do araca mediante o uso
do docking molecular;

e [Estudar a enzima e seu sitio ativo, direcionados a interacdo dos seus ligantes.

e Descrever energia de ligacao para as interacdes entre os ligantes e a enzima;

« Investigar os amino&cidos chave nas intera¢des dos ligantes com a enzima.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos acerca do araca vém sendo desenvolvidos através da iniciacao
cientifica no CCA/UFPB, buscando o entendimento de suas propriedades e
caracteristicas medicinais aplicadas a diversas doencas. Uma investigacao
realizadapor Macaubas et al. (2019), demonstrou a atividade antimicrobiana do
extrato de P. guineense diante da Klebsiella pneumoniae, foco a ser desenvolvido
e aprofundado nesta pesquisa.

O docking molecular tornou-se relevante pois presume a melhor posicéo e
orientacdo de um ligante em ancoragem a outra molécula, configurando um
complexoestavel. Na maioria das vezes ele € empregado para proteinas como
receptores e enzimas, mas pode ser usada para complexos com acidos nucléicos
ou carboidratos(SANTOS; FERREIRA; CAFFARENA, 2019).

Na atualidade, a investigacdo do potencial farmacolégico de moléculas
contempla uma etapa inicial de avaliag&o in silico da interagdo da molécula com seu
presumivel alvo biolégico. O docking molecular consiste em ser um método que
prediza melhor orienta¢do de uma molécula que se conecta a uma segunda molécula
(alvo),no sentido de constituir um complexo que pode desenvolver uma atividade
biolégica (FAN; FU; ZHANG, 2019).

O emprego de métodos computacionais para reconhecer em nivel molecular
ainteracao proteina-ligante € um instrumento relevante para descoberta de novos
farmacos, uma vez que viabiliza analisar moléculas capazes de se ligar a
determinados sitios receptores, propiciando a reducédo de tempo e custo que estédo
intercalados no processo de desenvolvimento de novos medicamentos (SANTOS;
FERREIRA; CAFFARENA, 2019).
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 CARACTERIZACAO DA FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é considerada uma das maiores familias botanicas e, de
acordo com Marqgues et al. (2018), ela agrupa mais de 3.600 espécies em cerca de
140 géneros, distribuidos em todo o mundo. No Brasil, ela representa umas das
maiores familias, englobando 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies
(TRINDADE; ROSARIO; SANTOS, 2018).

Adentrando todos os géneros dessa familia, englobando as frutiferas,
atualmente quatro tém importancia econémica: Myrciaria e Psidium. As plantas estéo
adaptadas a condicbes de estresse abibdtico, uma vez que suas folhas tém
acumulado os metabdlitos, possuindo diversas propriedades funcionais. Sendo
assim, sao espécies ricas, como, por exemplo, a goiabeira — Psidium guajava;
Jabuticabeira — Myrciaria cauliflora; pitangueira — Eugenia uniflora.

Sendo assim, a familia Myrtaceae € representante de uma fonte potencial em
metabdlitos secundarios das classes terpenoides, taninos e flavonoides, pois muitos
de seus representantes possuem frutos altamente apreciados, aplicagdes medicinais
validadas por pesquisas cientificas e sdo grandes produtores de 6leos essenciais
(FARIAS et al., 2020).

A familia Myrtaceae tem sido o centro de inumeros trabalhos cientificos que
expuseram o grande potencial tanto biolégico por novas moléculas bioativas, quanto
econdmico sendo de enorme valia para a sustentabilidade da agricultura familiar, por
exemplo (AMORIM; SILVA; BARBEDO, 2020).

Entre os géneros pertencentes a essa familia, deve ser destacado o género
Syzygium, o qual tem grande distribuicdo pelo planeta, com o uso das suas espécies
pela populagdo mediante o conhecimento da medicina, fazendo-se uso sobretudo
para o combate e controle de diabetes mellitus e inflamacdo (AMORIM; SILVA,
BARBEDO, 2020).

Geograficamente, partindo-se de uma perspectiva regional, a familia em
guestao é um arbusto que esta distribuido no Brasil, sobretudo na regido da Zona da
Mata do Nordeste, florescendo praticamente por todo o ano. Suas folhas séo
tradicionalmente utilizadas para tratar problemas digestivos e diarreia (AMORIM,;
SILVA; BARBEDO, 2020).
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Historicamente, por cerca de 150 anos, a classificacdo da familia Myrtaceae
foi pautada em De Candolle, fazendo-se o devido reconhecimento das tribos
Myrteae, Leptospermeae e Chamelaucieae para agrupar géneros com frutos
carnosos, capsulas e secos (mas indeiscentes). Essas tribos levavam em conta a
inclusdo de alguns géneros ainda atualmente considerados como membros de
Myrtaceae (AMORIM; SILVA; BARBEDO, 2020).

4.2 CARACTERIZACAO DA ESPECIE P. GUINEENSE SW.

A espécie Psidium guineense Sw, pertencente a familia Myrtaceae, é
usualmente conhecida como arac¢d, aragd comum, araca azedo, araca do campo,
araca mirim ou aracazeiro. Possui ampla disseminac&o no Brasil, principalmente na
Zona da mata nordestina. Essa espécie floresce praticamente durante todo o ano
(FRANZON et al., 2009; CALDEIRA et al., 2004).

Fe: rores, 202

Segundo Caldeira e colaboradores (2004), o aracazeiro (Figura 1) é um
arbusto grande com cerca de 1 a 4 metros de altura, sendo semelhante a goiabeira,
podendo fornecer frutos comestiveis o ano todo e perder quase todas as folhas na
seca. Ha um recente interesse para o aproveitamento industrial das bagas devido ao
sabor exético, potencial antioxidante e boa aceitacdo pelos consumidores (MELO;
SELEGUINI, 2013).
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Suas folhas (Figura 2) sdo simples e opostas com caracteristica venacao
broquidédroma, possuindo abundancia de compostos fendlicos e 6leos essenciais,
sendo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diarreia, dentre outras
enfermidades (CAMPQOS, 2010).

Figura 2 — Folhas e frutos da Psidium guineense Swartz

Fonte: Arvores do Brasil (2022)

Além disso, demonstrou-se que o araga tem atividade antibacteriana em
relacdo a Klebsiella pneumoniae. Pode-se ainda destacar que o araga fortalece a
imunidade, uma vez que é rica em antioxidantes e em vitamina C, trabalhando para
fortalecer a imunidade e prevenir doencas diversas, especialmente aquelas
provocadas por processos inflamatérios. Além do mais, é uma fruta de acao
antimicrobiana. Assim, beneficia o sistema imunol6gico (Macaubas et al, 2019).

Por sua vez, os beneficios medicinais apresentados acima denotam a sua
importancia, isto, vale lembrar, ao ponto de ser utilizadas para fins cientificos e ter
maior e melhor aproveitamento dele.

Esses efeitos podem ser atribuidos a presenca de compostos fendlicos,
flavonoides, chalconas, fitoesteroides, derivados de tirosol e feoforbideo isolados do
extrato de folhas de P. guineense (LIMA et al.,, 2020). Um estudo realizado por

Macaubas (2019) isolou e identificou alguns dos compostos naturais presentes no
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extrato de folhas de P. guineense (Figura 3), dentre eles esteroides sitosterol,

amplamente relatado em plantas (RAJPUT et al., 2012).

Figura 3 — Estruturas de metabdlitos secundarios presentes nas folhas do araca
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Fonte: Elaboragao propria (2023)
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O kaempferol e a quercetina sao flavonoides presentes e com ampla
quantidade nos vegetais, inclusive nas folhas do araga. Portanto, serdo explorados
com maior afinco. No araca, por exemplo, estdo presentes flavonoides, como o
kaempferol, quercetina e cianidina, que sao reconhecidos pela atividade
antibacteriana (MEDINA et al., 2011).

O kaempferol (KPF, 3,5,7-tri-hidroxi-2-(4hydroxyphenyl) -4H-1- benzopiran-4-
ona, € um flavonoide com baixo peso molecular (286,24 g/mol) e &€ amplamente
distribuido no reino vegetal. Ele pode ser encontrado facilmente em diversas frutas e
legumes presentes na alimentagdo humana, como, por exemplo, na cebola, cenoura,
brécolis, feijao, tomate, morango, uva, entre outros (CALDERON- MONTANO et al.,
2011; IMRAN et al., 2018).

A molécula do kaempferol € composta por uma estrutura de difenilpropano (C6-
C3-C6), assim como os demais flavonoides. A sua sintese acontece através da
condensagao de trés moléculas de malonil-CoA (C6) com uma molécula de 4-cumairil-
CoA (C3-C6). Uma explicagdo para este flavonoide ser amplamente distribuido no
reino vegetal esta na grande frequéncia com que s&do encontradas as enzimas
envolvidas na sua biossintese no vegetal (MELCHIADES, 2019).

O Kaempferol também pode se apresentar na forma glicosidica e entre os
agucares, que normalmente sao utilizados para esta ligacdo, onde pode-se destacar
a glicose, ramnose, galactose e rutinose. Na natureza, sdo comumente encontrados
glicosideos do KPF como o kaempferol-3-O-glicosideo, também chamado de
astragalina, pois para que ocorra sua biossintese apenas mais uma enzima, que &
bem difundida na natureza, se faz necessaria, o flavonol-3-O-glicosiltransferase. Uma
enorme variedade de espécies de plantas ja foi identificada com a presenga do KPF
ou KPF- glicosidico (CALDERON; MONTANO et al. 2011).

Por outro lado, o Kaempferol € um flavonol natural, encontrado em diversas
plantas e esta presente em inumeros alimentos derivados de vegetais e frutos.
Apresenta propriedades farmacolégicas que sdo fundamentais, como, por exemplo,
atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral, antifungica,
antiapoptética e neuroprotetora (MELQUIADES, 2019).

O kaempferol e seus derivados glicosilados comprovaram ser cardioprotetores,
neuroprotetores, anti-inflamatérios, antidiabéticos, antioxidantes, antimicrobianos,

antitumorais e tém atividades anticancerigenas (Ren et al., 2019).
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Pesquisas epidemioldégicas demonstraram que uma elevada ingestdo de
kaempferol esta atrelada a redugdo da incidéncia de distintos tipos de cancer, entre
0S quais cancer em orgaos como pele, figado, colon, ovario, pancreas, estbmago e
bexiga. Conforme esse contexto, a ingestao de kaempferol e a aplicag&o relacionada
na terapia do cancer estao obtendo grande destaque entre a comunidade de pesquisa
(SANTOS et al., 2021).

A quercetina (3,3,4°,5,7 — penta hidroxi-flavona) consiste em um flavonol, da
classe dos flavonoides e do Kaempferol, tendo uma distribuicdo vasta nos vegetais.
Costa (2005) afirma que a substancia se apresenta como um p6 amarelo-alaranjado,
com férmula molecular C15H207 e massa molecular equivalente a 302,24 g/mol na
forma anidra e 338,24 g/mol em sua forma diidratada, forma em que se encontra
cristalizada.

A quercetina pode proporcionar beneficios para o manejo de varias
enfermidades, com vasto numero de propriedades farmacoldgicas, sendo a maior
destas propriedades sua capacidade antioxidante. Podemos exemplificar a sua
atividade contra radicais livres como, por exemplo, peréxido de hidrogénio, superéxido
e radicais hidroxila; serve também para tratamento da diabetes, uma vez que através
de suas atividades antioxidantes, anti-inflamatérias, hipoglicemiantes e

hipolipidémicas.

4.3 CARACTERIZACAO DA KLEBSIELLA PNEUMONIAE

A Klebsiella pneumoniae consiste em um bacilo gram negativo que pertence a
familia das Enterobacteriaceae, uma bactéria anaerdbia bastante comum em hospitais
e setores de saude coletiva. De acordo com Silva et al (2017), considera-se um
microrganismo que se manifesta quando ha deficiéncia da imunidade, permitindo-se
o desenvolvimento de uma enzima de resisténcia, o que a deixa multirresistente a
farmacos carbapenémicos, alguns beta-lactdmicos e monobactamicos, o que
restringe altamente suas medidas de controle.

Os mecanismos de resisténcia sdo amplos, podendo agir mediadas pelos
plasmideos associadas a perda de porinas, através da hidrolise dos anéis
betalactamicos dos antibidticos, pela hiper expressao de bomba de efluxo da

membrana interna, fazendo bombeamento do meio intracelular para o meio



21

extracelular, bem como pela modificagcdo da conformagao de proteinas da membrana
do microrganismo (SILVA et al., 2017).

Apesar de néo ter sido elucidada a totalidade de mecanismos expressos pela
Klebsiella pneumoniae, alguns fatores sao detalhados na literatura como por exemplo
a capsula, lipopolissacarideo, os sideroforos, fimbrias e a secre¢ao de urease. Sendo
a K. pneumoniae uma espécie formadora de biofilmes, que possuem impacto direto
no quadro de infecgdo (PIPERAKI et al., 2017).

Para que ocorra uma infecgao por um microrganismo, ele deve transpor as suas
barreiras defensivas, o que promove uma invaséao tecidual e sobrevivéncia a agdo do
sistema imunoldgico, causando danos diretos ao hospedeiro. Isto é caracteristico de
uma bactéria patogénica (BROWN; CORNFORTH; MIDEO, 2012; CLEGG, MURPHY,
2017).

A K. pneumoniae tem uma fina camada de peptideoglicano e uma camada
externa de membrana lipoprotéica com polissacarideos. Para a manutencédo da
parede celular, existem proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) responsaveis pela
manutengdo da camada de peptidoglicano, que atuam na ligagdo das cadeias
peptidicas adjacentes de unidades peptidoglicanas tornando a parede celular mais
forte. Essas enzimas sdo alvo de muitas drogas antibacterianas, especialmente (-
lactamicos, como a penicilina (CORDEIRO et al., 2020). Portanto, moléculas que
atuam na inibicao da sintese da parede celular sdo importantes no desenvolvimento

de novos farmacos no tratamento de doencas causadas por essas bactérias.

4.4 DOCKING MOLECULAR

Ancoragem molecular (A.M), denominada ainda de atracamento ou docagem,
consiste em uma metodologia in silico que fornece a estimativa dos modos de ligacao
de micromoléculas ou macromoléculas quando interagirem com um sitio receptor. As
conformacgdes e orientagbes, sendo estas as poses do ligante sdo encontradas
através de algoritmos de busca, enquanto a classificagdes destas solucdes é
coordenada em termos de afinidade pelo sitio de ligacdo via fungbes de
pontuagao/score. A energia envolvida na ligagao entre o ligante e o sitio ativo proteico
€ calculada a partir de ligagées néo covalentes entre grupos funcionais presentes na
molécula bioativa e no receptor, gerando estimativas de energias de ligagao entre o
ligante e a proteina alvo (BATISTA, Victor S. et al, 2021)
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De acordo com Santos (2021) esses valores numéricos conseguidos através
dessas fungbes de pontuagdo sao provenientes da modelagem matematica das
interagdes, que acontecem durante a formagao de complexos estaveis. Para analisar
detalhes energéticos das interagbes/ligacbes do sistema receptor-ligante, outros
métodos computacionais podem ser combinados. Uma pratica muito utilizada e
confiavel consiste na jungao entre a A.M. e a Dindmica Molecular (D.M.), aplicada ao
complexo exportado.

Diversos alvos terapéuticos biomoleculares sao presentes nos depdsitos de
suas coordenadas cartesianas atdbmicas, em bancos de dados com acesso publico,
como, por exemplo, o Protein Data Bank. Em consequéncia, o uso de rotinas in silico
nos estagios iniciais da descoberta de farmacos, estruturalmente especificos, tem
recebido maxima relevancia.

Segundo Batista (2021) esses complexos oferecem detalhes sobre as variaveis
que governam o processo de reconhecimento molecular nos sitios de ligagao das
biomacromoléculas receptoras. Além disso, quando predigdes computacionais
complementam dados experimentais, obtém-se caminhos mais sustentaveis no
processo de descoberta de farmacos, tendo em vista a redugédo do uso de recursos,
assim como a economia de tempo na triagem e identificagcdo de compostos lideres.

Em docking utilizando o ligante flexivel é realizada a avaliacdo de diferentes
conformacgdes espaciais do ligante escolhido, podendo haver a identificacédo de qual
€ a mais provavel conformagéao do ligante ao acoplar no sitio ativo da proteina alvo.

Para cada conformacao se obtém as respectivas energias livres de ligagao
entre o ligante e o alvo, de forma que a menor energia sera considerada a mais
provavel para justificar a conformacao da interacao (KITCHEN et al.,2004).

As enzimas consistem em alvos bioldgicos importantes e fundamentais para o
planejamento de novos farmacos, devido a sua essencialidade em vias bioquimicas
associadas a doencas e disfungdes em humanos e em microrganismos, como € o
caso do presente estudo.

As moléculas bioativas (ou ligantes) podem ser identificadas como reais
(bioloégicas, bioquimicas, entre outras) ou virtuais (computacionais) de produtos
naturais, compostos sintéticos ou colegbes combinatérias, ou, ainda, mediante
planejamento racional.

Segundo Guido e Andricopulo (2010), nas fases iniciais de planejamento, sdo

identificadas as moléculas de baixa poténcia e afinidade que devem ser otimizadas
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em relagao a uma série de propriedades farmacodindmicas como poténcia, afinidade,
seletividade, e farmacocinéticas como absorgédo, metabolismo, biodisponibilidade.

Através de métodos que partem da quimica medicinal, é possivel explorar a
identificacdo, selecdo e otimizagdo das moléculas capazes de interagir com alta
afinidade e seletividade com o alvo molecular a ser selecionado e estudado (uma
enzima, receptor, por exemplo) que representa o espaco bioldgico.

Diversas estratégias podem ser empregadas para a analise do espago quimico-
bioldgico, tais como: a organizagdo de bases de dados, a aplicagdo de filtros
moleculares, o0 emprego de triagens bioldgicas automatizadas em alta escala (HTS,
do inglés high-throughputscreening) e o uso da triagem virtual (VS, do inglés virtual
screening).

A docagem molecular (do inglés molecular docking) € uma das estratégias mais
importantes de SBDD (structure-baseddrug design), que consiste na predigdo da
conformacao bioativa de uma pequena molécula (ligante) no sitio de ligagao de uma
macromolécula (proteina-alvo), seguido da avaliagdo (pontuagao) e classificagado do
modo de ligagao proposto.

A triagem virtual baseada na estrutura do receptor emprega métodos de
docagem molecular na analise de grandes bases de dados de compostos com o
objetivo de caracterizagdo de um espago quimico-bioldgico privilegiado e, também,
permite a selecdo de compostos para testes bioquimicos e/ou bioldgicos (GUIDO et
al., 2010; ANDRICOPULO et al., 2010).
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5 METODOLOGIA

A presente pesquisa foi desenvolvida mediante a composigédo de referencial
tedrico, tendo uma revisdo de literatura pertencente a area de quimica medicinal,
quimica dos produtos naturais e fitoquimica.

Adicionalmente, realizou-se uma metodologia computacional direcionada a
afinidade de ligagdo dos flavonoides de Psidium guineense Sw. no sitio ativo da
proteina ligadora de penicilina (PBP1b) 5HLA (Figura 3).

5.1 TRATAMENTO DO RECEPTOR

Obteve-se o receptor do banco de dados Protein data Bank (PDB). Selecionou-
se a proteina ligadora de penicilina sob o codigo 5HLA, com resolucdo 2.36 A. Ele

possui um ligante co-cristalizado moenomicina (MOE) no sitio ativo.

Figura 3 — Estrutura da macromolécula SHLA

Fonte: Elaboragao propria (2023)

O tratamento do receptor se deu através da retirada das moléculas de agua e
dos artefatos existentes na proteina, além do ligante co-cristalizado utilizando o
programa Chimera, retirada do receptor foi salva em formato pdb. Além disso, no

mesmo programa, foi adicionado a estrutura cristalografica os hidrogénios polares.
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5.2 TRATAMENTO DOS LIGANTES

Foram selecionadas 3 moléculas de flavonoides (Quercetina, Kaempferol e
Rutina) biossintetizados pela Psidium guineense Sw. As moléculas foram desenhadas
por meio do programa MarvinSketch, sendo adicionados os hidrogénios explicitos,
convertidas em 3D (trés dimensdes) e otimizadas para a conformagdo de menor
energia, utilizando o campo de forca MMFF94. Depois desse procedimento as

moléculas foram salvas no formato .pdb.

5.3 DOCKING MOLECULAR

O procedimento de calculo de docking realizado apds as otimizagdes no receptor
e nos ligantes foi realizado através da utilizagdo do programa AutodockVina acoplado
ao software PyRx. As dimensdes do gridbox foram na ordem de x: 39.6372 A, y:
25.0000 A e z: 24.8371 A, nas coordenadas x: 4.2680 y: 17.9934 e z: -21.0331.

5.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Apos a realizagdao do docking molecular os flavonoides foram complexados
individualmente ao receptor 5HLA tratado. Os arquivos dos complexos foram salvos
no formato .pdb. e as interagdes foram avaliadas mediante o programa Discovery
Studio.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O docking molecular incide em presumir a melhor posigéo e orientagdo de um
ligante quando comparado a outro sitio ativo de outra molécula, constituindo um
complexo estavel, uma vez que ele possibilita a ancoragem molecular. Portanto,
consiste em ser um experimento in silico (computacional) que tem como finalidade
simular a interatividade entre duas moléculas, produzindo complexos de proteina-
ligante, ou, ainda, proteina-proteina.

O desenvolvimento da presente pesquisa teve no seu intercurso a utilizagéo do
docking molecular, o qual foi capaz de proporcionar estimativas comportamento
molecular dentro do sitio ativo de uma proteina, permitindo caracterizar a adequacéao
e orientagao do ligante no sitio ativo, o que viabilizou, de acordo com os dados de
pesquisa obtidos, a estimativa da afinidade de ligagao.

Mediante os estudos de docking foi possivel obter distintas conformagdes das
formas de ligagao do ligante dentro sitio ativo do receptor, bem como na quantificagéo
da energia de ligagao compreendida na relacédo entre o complexo receptor-ligante.

Para o caso da pesquisa desenvolvida, o Docking Molecular realizou-se através
das moléculas de flavonoide da Psidium Guineense Sw. Elas apresentaram energias
de ligacédo favoraveis ao sitio ativo da proteina SHLA da Klebsiella pneumoniae,

conforme apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Energias de ligacao entre os flavonoides da P. guineense Sw. E a macromolécula 5HLA

Energia de ligagao

Flavonoides Origem Proteina Keal/mol
Rutina Folhas 5HLA -7,6
Quercetina Folhas 5HLA -6,7
Kaempferol Folhas S5HLA -6,7

Fonte: Elaboragao propria (2023)

Energia de ligagdo negativa expressa afinidade de ligagdo com a
macromolécula, ela é determinada através das interagdes que envolvem os ligantes
testados com a macromolécula avaliada, como pbéde ser averiguada na tabela
supracitada. Todos os flavonoides descritos na tabela apresentaram energia de

ligagao negativa.
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6.1 INTERACOES ENTRE A MACROMOLECULA E OS FLAVONOIDES

6.1.1 Avaliacao das interagoes entre o kaempferol e a macromolécula SHLA

O flavonoide Kaempferol apresentou uma energia de ligacéo de -6,7 Kcal/mol.
Essa energia de ligagdo demonstrou que essa molécula possui afinidade de ligagéao
com o sitio ativo da macromolécula SHLA. A afinidade entre esse complexo € gerada
por meio de ligagdes intermoleculares existentes entre os residuos de aminoacido do

sitio ativo com o flavonoide kaempferol, conforme mostrado na figura 4.

Figura 4 — Interagdes entre o Kampferol a macromolécula 5HLA
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Fonte: Elaboragao propria (2023)

Diante do exposto na Figura 4 e com base no que foi exposto acima, nota-se
que esse complexo apresenta algumas interacdes de Van der Waals que estao
presentes entre os residuos GLY 356, TYR 315, LYS 355, GLN 271, LYS 274, VAL
314. Essas interacdes fracas sao importantes no reconhecimento dos substratos com
a macromolécula, ajudando a reduzir a energia e, consequentemente, gerando uma
afinidade maior ao sitio de ligagéo.

Além dessas interagdes, também foram apresentadas liga¢des de hidrogénio,
que sao consideradas ligagbes importantes referentes a interacdo ligante
macromolécula. Elas estao presentes entre os residuos ALA 357, SER 358, ASN 275,
TYR 310 e o Kaempferol.

Aligacao de hidrogénio € uma forma de interacao intermolecular que se realiza

entre atomos de hidrogénio de uma molécula com atomos de elementos altamente
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eletronegativos, isto de modo que o hidrogénio apresente utilidade como um aspecto
de interligacéo entre os atomos com os quais mantém, configurando interagao o tipo
de forga intermolecular com maior intensidade (SILVA et al., 2021).

Este padrao de interagdo acontece quando a molécula tem um hidrogénio (polo
positivo) ligado ao fluor, nitrogénio ou oxigénio, ou seja, elementos muito
eletronegativos (polos negativos). Sao produzidos dipolos muito acentuados, fazendo
com que seja preciso uma energia elevada para causar ruptura dessas interagoes.

Outras ligagdes que estdo evidenciadas na figura acima sdo as do tipo
hidrofébicas. Como as de Van der Waals, as ligagdes hidrofdbicas sao ligagdes fracas,
mas que apresentam extrema relevancia no reconhecimento da macromolécula ao
substrato. Por sua vez, elas perturbam o sistema, provocando uma alteragao entropica
no sistema, favorecendo a ligagado e fazendo evoluir a afinidade entre o complexo.

Essa interagao esta presente no residuo de aminoacido VAL 354.

6.1.2 Avaliacao das interagcoes entre a rutina e a macromolécula SHLA

A Rutina é um flavonol glicosidico que pertence a uma relevante classe de
Flavonoides, sendo amplamente encontrados na natureza, como, por exemplo, em
frutas, vegetais e bebidas como cha e vinho. A Rutina tem demonstrado grande
notoriedade no campo terapéutico por conta de melhorar a resisténcia e
permeabilidade dos vasos capilares, atividades antioxidante, anti-inflamatéria,
anticarcinogénica. Portanto, este € um flavonoide que tem sido amplamente
pesquisado e os resultados estdo interessando de modo constante as industrias
farmacéuticas.

De acordo com a pesquisa realizada, o flavonoide rutina apresentou uma
energia de ligacao de -7,6 Kcal/mol. Essa energia demonstrou afinidade de ligacao
entre o flavonoide e a macromolécula 5HLA. Neste sentido, existe a devida soma das
interacoes entre os residuos de aminoacido do sitio ativo com o substrato, como esta

exposto na figura abaixo (Figura 5).
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Figura 5 — Interagdes entre a Rutina e a macromolécula SHLA
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Fonte: Elaboragéo propria (2023)

A rutina apresentou uma alta afinidade de ligagdo com a macromolécula SHLA
em comparagdo aos outros flavonoides, com -7,6 Kcal/mol. Os residuos de
aminoacido que geraram interagdo com o ligante apresentaram ligagdes do tipo Van
der Waals, Ligacdes de Hidrogénio e ligacdes hidrofdbicas.

As importantes interagbes de Van der Waals estiveram presentes nos
aminoacidos GLN 271, GLN 318, GLU 323 e ALA 357.

Também € possivel notar a TYR 315 fazendo dois tipos de interacbes
hidrofébicas com a rutina, sendo uma do tipo desfavoravel doador-doador e duas do
tipo empilhnamento de elétrons T1r-11. Importantes ligagdes de hidrogénio estao
presentes nesse complexo, sendo elas através dos residuos ASN 275 e ARG 325.

A somatodria das energias dessas interagbes favoreceu a ligagao entre a rutina
e a proteina 5HLA. Apesar da quantidade de interagdes fracas como as de Van der
Waals, a estabilidade que essas ligacbes trouxeram para o complexo foi

imprescindivel para a afinidade de ligagao.
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6.1.3 Avaliacao das interagoes entre a quercetina e a macromolécula 5SHLA

Quercetina € um flavonoide natural, contendo propriedades farmacoldégicas,
como, por exemplo, anti-inflamatéria, anticarcinogénica, antiviral, incidindo na inibicao
de cataratas em diabéticos, anti-histaminicas, cardiovascular. Inimeras propriedades
terapéuticas dos flavonoides, sobretudo da quercetina, tém sido estudadas nas
Ultimas décadas, cabendo destacar a potencialidade antioxidante, anticarcinogénico
e seus éxitos protetores aos sistemas renal, cardiovascular e hepatico (MATEUS,
2017).

A quercetina apresentou energia de ligacdo semelhante ao Kaempferol,
entretanto, as interacdes foram diferentes. A afinidade de ligag&o entre o flavonoide
quercetina e a macromolécula 5HLA, evidenciados na figura 6, apresentaram uma
fixacdo mais forte devido a trés ligacBes de hidrogénio envolvendo os residuos de
aminodcido LEU 278, LYS 274 e MET 353.

Figura 6 — Quercetina e residuos de aminoacido do sitio ativo da 5SHLA
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Fonte: Elaboragao propria (2023)

O residuo LEU 278 além da ligagado de hidrogénio interagem com o ligante
através de uma interacao desfavoravel do tipo aceitador-aceitador. Outras interagdes
desfavoraveis estao presentes nos aminoacidos VAL 354 e ALA 357, com interagdes
do tipo doador-doador. Também ¢é possivel notar a interagado do tipo hidrofébica por
meio do residuo TYR 315.
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A atividade enzimatica da 5HLA leva a formacéao de ligagdes entre as cadeias
peptidicas das estruturas, conferindo a parede celular uma estrutura rigida importante
para proteger a ceélula bacteriana contra diversas variagdes osmoticas do meio
(Guimaraes, Momesso, Pupo, 2010). Moléculas que atuam inibindo essa atuacao
podem levar a mudancas na forma e tamanho da célula, levando a indugdo de
respostas ao estresse celular e, finalmente, a lise celular bacteriana (CORDEIRO, et
al., 2020).

Sendo assim, se a afinidade de ligacdo indicada pelos flavonoides rutina,
quercetina e kaempferol se configurarem em inibicdo dessa enzima, reverberando na
possibilidade de a célula bacteriana possuir a sua membrana plasmatica rompida,

conforme os resultados das testagens in silico deste estudo.
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7 CONCLUSAO

Diante do trabalho académico desenvolvido, foi possivel fazer a avaliagéo in
silico do potencial antibacteriano de metabdlitos secundarios das folhas do araca (P.
guineense) com a proteina ligadora de penicilina PBP1b presente no banco de dados
Protein Data Bank sob o codigo SHLA. A energia de ligagao obtida nos procedimentos
de docking molecular foi favoravel, ou seja, indicou uma afinidade de ligagao entre os
flavonoides com a macromolécula.

Os resultados apresentaram a quercetina e o kaempferol com energia de
ligacdo de -6,7 Kcal/mol enquanto a rutina obteve uma afinidade de ligagdo maior com
uma energia de ligacdo de -7,6 Kcal/mol. Esse resultado demonstra que estruturas
maiores possuem maior afinidade com a macromolécula 5HLA, apesar de energias
favoraveis, o kaempferol e a quercetina ndo apresentou um resultado melhor que a
rutina, que € um flavonoide glicosilado.

Entretanto, os dados obtidos através desse estudo indicaram uma provavel
ligacao desses flavonoides avaliados, sendo todos os ligantes complexados na regiao
do sitio ativo da S5HLA. Portando, pode-se estimar os principais aminoacidos
envolvidos nessas interagdes através de ligacdes de hidrogénio, interagdes de Van
der Waals e algumas interag¢des hidrofdbicas.

Sabendo que a inibigdo da enzima PBP1b pode acarretar a degradagao da
parede celular bacteriana, pode-se justificar a utilizacdo da Psidium guineense com
essa finalidade antibacteriana. Os resultados abordam um campo teérico por meios
dos calculos in silico, eles sugerem e embasam estudo referente a essa espécie com
finalidade antibacteriana agindo na parede celular da bactéria. Ainda sugerem a

realizacao de estudos farmacocinéticos, farmacodinamicos além de um estudo in vitro.
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