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RESUMO

As plantas sdo alvo de diversos estudos cientificos devido ao seu potencial biol6gico e pela busca por
novas moléculas bioativas. A grande aplicabilidade das plantas é justificada pela diversidade de
moléculas produzidas pelo metabolismo celular. As espécies da familia Myrtaceae, s&o comumente
empregadas em casos de disturbios gastrointestinais, hemorragicos e doencas infecciosas. A espécie
foco do presente estudo, Psidium araca Raddi, é utilizada na alimentacdo e na medicina tradicional
para tratamento de diarreia e como diurético. Apesar do seu uso, sao escassos 0s estudos fitoquimicos
da espécie. Considerando a vasta aplicacdo de espécies da familia Myrtaceae, o presente estudo teve
como objetivo isolar metabdlitos de P. araca e avaliar seu potencial farmacoldgico in silico por meio
de docking molecular. Para tanto foram utilizadas técnicas cromatograficas e espectroscépicas. Com o
estudo, foi possivel isolar e identificar a quercetina, um flavondide que apresenta diversas
atividades bioldgicas. O flavonoide isolado também apresentou energia de ligagdo com o receptor
com valor comparavel ao de farmacos com atividade antidiarreica, indicando seu possivel mecanismo
de acdo que pode justificar o uso popular de preparacdes a base de extratos de araca para tratar casos
de diarreia.
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INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas historicamente para diversos fins, principalmente
devido a presenca de metabdlitos secundarios em sua composicdo. Esses metabdlitos séo
geralmente bioativos e podem ser utilizados como medicamentos, pesticidas, fragrancias,
agroquimicos, entre outros (JAMSHIDI-KIA et al., 2018).
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Nas ultimas décadas tem se observado um grande avanco cientifico no estudo dos

vegetais e seus metabolitos, com a identificacdo de véarias molécluas 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 terapéutica (SILVA;
MIRANDA; CONCEICAO, 2010).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo analisar a presenca de constituintes quimicos
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 biolégicas importantes, tais como antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antifingica, entre outras (SIMOES et al.,
2017).

A familia Myrtaceae, alvo do estudo, esta amplamente distribuida pelo hemisfério sul
e compreende aproximadamente 4.630 espécies e 144 géneros. No Brasil ja foram relatadas
1.034 espécies e 23 géneros (SILVA e MAZINE, 2016). Muitas mirtaceas apresentam
elevado valor econémico, como o eucalipto (Eucalyptus spp.), utilizado na producédo 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).

No que tange o uso na medicina tradicional, mirtaceas sdo empregadas principalmente
em casos de distarbios gastrointestinais, hemorragicos, diabetes e doencas infecciosas. As
partes mais usadas sdo as folhas, cascas e 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, das quais cerca de

50% foram relatadas pela populacdo com indicacdo para tratamento de diarreia ou disenteria.

Psidium araca Raddi é popularmente conhecido como aracé, aracazeiro, araca-comum
e araca-mirim. E um arbusto bem distribuido no Brasil, principalmente na regido da Zona da
Mata Nordeste e floresce quase o ano todo. Suas folhas séo tradicionalmente usadas para
tratar problemas digestivos, diarreia e como diurético. As cascas sdo utilizadas em fabricas de

curtumes devido ao alto teor de taninos, no entanto, ha poucos estudos fitoquimicos sobre esta

espécie.
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Na atualidade, uma das técnicas mais utilizadas para realizar avaliacdo preliminar da

interacdo de produtos naturais com seus alvos biolégicos é a técnica de docking molecular. A
docagem molecular, acoplamento molecular ou “docking”, como ¢ rotineiramente conhecido,
é um método que prediz a melhor orientacdo de uma molécula que se acopla a uma molécula-
alvo, para formar um complexo que normalmente desenvolve uma atividade biologica. O
docking é utilizado como ferramenta in silico para avaliacdo preliminar de um candidato a
farmaco e sua interagdo com o possivel seu alvo biolégico, que na maioria das vezes € uma
proteina (LENGAUER e RAREY, 1996).

A energia envolvida na ligacdo entre o ligante (farmaco) e o sitio ativo proteico é
calculada a partir das ligages ndo covalentes entre 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 ligacdo entre o ligante e a proteina alvo
(RODRIGUES et al., 2012). No “docking” utilizando o ligante flexivel se avalia diferentes
conformacgbes espaciais do ligante, sendo possivel identificar qual é a mais provavel
conformacéo do ligante ao acoplar no sitio ativo da proteina alvo. Para cada conformacéao 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 conformacéo da interacdo (KITCHEN et al.,
2004).

O calculo da energia livre de ligacdo ndo covalente entre o ligante e a proteina é obtido
pela seguinte equacéo:

AGLigagio = Gproteina-Ligante —[ Gproteina —GLigante]

A contribuicdo da energia livre € 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., 2007).

Considerando os relatos de uso de espécies de Myrtaceae na medicina popular para
tratamento de diarreia, o presente estudo visa o isolamento de substdncias de P. araca e

avaliacdo do seu potencial farmacoldgico in silico por docking molecular.

METODOLOGIA

As folhas da espécie P. araga foram coletadas no municipio de Areia-PB e

identificadas pelo Prof. Dr. Leonardo P. Félix, do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
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Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Sisgen ACD1EAD). Uma excicata foi depositada
no Herbario Jayme Coelho de Moraes, CCA - UFPB (cddigo 11827).
O material boténico foi seco em estufa e triturado. O p6 obtido foi submetido a

maceracdo com hexano, acetato de etila e metanol, separadamente. As solugdes extrativas
obtidas de cada extracdo foram concentradas em um evaporador rotatorio, obtendo-se 0s
extratos hexano, acetato de etila e metandlico.

Uma amostra do extrato metandlico (2g) foi cromatografada em coluna Sephadex
usando metanol como eluente.

A partir do procedimento, foram coletadas 30 fragcdes. As fracgbes obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) sobre placas de silica
(Merk) para serem combinadas e recromatografadas. Os CCDA foram lidos sob uma luz
UV/VIS (254 e 365 nm).

As fragdes 10 a 27 foram combinadas e submetidas a uma nova coluna Sephadex
usando a mesma metodologia. A partir deste procedimento as frac¢des 11 a 23 das fraccdes
foram combinadas e recromatografadas para purificar as frac¢des 16-19 (Pa-1).

Para a identificacdo estrutural, os compostos purificados foram submetidos a analise
por Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C (RMN - Bruker Avance AV500), utilizando
solventes deuterados.

Para realizacdo do docking molecular, as proteinas alvo com seus respectivos ligantes
inibidores foram baixados do Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

As moléculas a serem testadas (ligantes) foram desenhadas e submetidas a acoplagem
“proteina rigida-ligante flexivel” utilizando o sistema gratuito autodock VINA no software
Pyrx.

Para procedimento de docking (ligante — proteina) foi utilizada uma grade de
aproximadamente 15 A de raio e 0,30 de resolucdo que cobre o local do sitio de ligagéo,
definido através de um ligante conhecido para cada enzima.

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 conformacdo se obtém as respectivas energias livres de ligacao entre o ligante
e 0 alvo, onde a menor energia serd considerada a mais provavel para justificar a conformagéo
da interagdo (KITCHEN et al., 2004).
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Ap06s o docking, a molécula em conformacgdo mais estavel na ligacdo com o sitio ativo

foi selecionada para se analisar as interacbes ndo covalentes e aminoéacidos responsaveis pela

interacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto Pa-1 foi purificado como um p6 amarelo. Os espectros de *H RMN
mostraram um proton desprotegido em 6 12,47 indicando um préton quelado, comum em
flavonoides. Um conjunto de 3 prétons acoplando ortho e meta com deslocamento quimico &
7,60 (dd, J = 8,5 and 2,2 Hz), 7.56 (d, J = 2,2 Hz) e 6,80 (d, J = 8,5 Hz) indicaram a presenca
de um anel aromatico com sistema ABX para a molécula. Dois dupletos em 6 6,17 e 6 6,37
acoplando meta com J = 2,1 Hz, sugeriram a presenca de um anel A de flavonoides 5,7 di-

substituidos.

A proposta foi reforcada pela visualizacdo de sinais para 15 carbonos no espectro de
13C RMN, com destaque para a carbonila da posi¢do 3 do ntcleo flavonoidico. A analise dos
dados de RMN e comparacdes com dados da literatura permitiram identificar a substancia
como sendo o flavonoide quercetina, de ocorréncia natural amplamente produzido por plantas
(NAPOLITANO et al., 2012).

OH
OH

HO @)

OH
OH O

Figura 1. Estrutura molecular do flavonoide quercetina.

A quercetina € um que apresenta diversas atividades bioldgicas, como atividades
antimicrobiana, antioxidante, antidiarréica e antiinflamatéria. Assim, a producdo desse

composto pelo metabolismo secundario do vegetal pode justificar o uso medicinal das folhas

de P. araca.
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Tendo em vista os relatos do uso popular do araca para tratar casos de diarreia, a

substancia isolada, quercetina, foi avaliada in silico por meio de docking molecular, quanto a
sua interacdo com a proteina 4U14, que tem papel importante na motilidade intestinal.

Os resultados obtidos a partir do docking da molécula quercetina com a proteina alvo
receptor intestinal da acetilcolina (PDBID: 4U14), indicaram uma energia de ligacdo para a
quercetina e o alvo de -8,0 kcal/mol. Na Figura 1 é possivel visualizar a estrutura do
complexo ligante-proteina alvo, formado pela proteina 4U14 (maior parte em vermelho) e

pela quercetina (em amarelo).

Figura 2. Complexo ligante-proteina alvo, formado pela proteina 4U14 (maior parte em

vermelho) e pela quercetina (em amarelo).

A proteina 4U14 estd envolvida no aumento da motilidade intestinal ocasionando
diarreia. Portanto, a proteina configura-se como um alvo promissor para inibidores, que
podem ser utilizados como candidatos a farmacos anti-diarreicos, que podem se ligar a sua
estrutura e inibir sua acdo, levando ao efeito desejado antidiarreico. Esta proteina é um dos
alvos de atuacdo dos farmacos comerciais com efeitos antidiarreicos Lorapamida (—7.32
kcal/mol) e Triotopium (-9.2 kcal/mol) (Adnan et al., 2019).

Conforme os resultados obtidos, a quercetina apresentou energia de ligagdo com o

receptor com valor comparavel ao de farmacos com atividade antidiarreica, indicando seu
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possivel mecanismo de acdo que pode justificar o uso popular de preparacdes a base de

extratos de aracé para tratar casos de diarreia.

Como pode ser visualizado na Figura 2, os aminoacidos chave para interagdo com a
quercetina foram a tirosina (148), serina (151), alanina (235), tirosina (529) e cisteina (532).
Interessante observar a existéncia de interagdes polares, tais como as ligagdes de hidrogénio
para a tirosina (529) e a serina (151), e apolares ocorrendo com 0s demais aminoacidos.
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Figura 3. Quercetina interagindo com os aminoacidos do sitio ativo da proteina 4U14.

Outros estudos ja descreveram o potencial antidiarreico in vivo da quercetina
(ROHINI e DAS, 2010; RAJEEV et al., 2010), apontando diversos mecanismos de atuacdo. O
flavonoide quercetina foi descrito como principal responsavel pelo efeito antiarreico in vivo
da espécie Psidium guajava (goiaba) (EZEKWESILI et al., 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo levou ao isolamento de um flavonoide das folhas de P. araga,

identificado como quercetina, relatada pela primeira vez para a espécie estudada. Este

flavonoide tém sido relacionado a atividade antidiarréica e o docking molecular realizado no
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presente trabalho contribuiu para ratificar o possivel alvo de ligacdo do flavonoide quercetina

para o desenvolvimento da sua agao antidiarreica.
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