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RESUMO

Os recursos naturais sao usados desde as antigas civilizacdes e com o desenvolvimento tecnologico
esses recursos se tornaram a principal fonte de pesquisa para a produgao de bioprodutos. A fitoquimica
¢ a area responsavel por isolar e identificar os metabolitos secundarios presentes nas plantas através de
técnicas analiticas. Nesse contexto, o docking molecular € utilizado para se avaliar as interagdes entre
um candidato a farmaco e o seu alvo biologico. A familia Malvaceae ocorre em todo o territorio
brasileiro e possui espécies utilizadas na medicina tradicional como anti-inflamatorias e
hipoglicemiantes. O alvo do presente estudo é a Pavonia varians, que apesar de ser utilizada para
tratar problemas do sistema digestivo, ainda ndo foi objeto de estudos fitoquimicos. O objetivo da
pesquisa foi investigar a composi¢do fitoquimica do extrato obtido das partes aéreas de P. varians,
identificar substancias e avaliar in silico as interagdes entre compostos identificados e provaveis alvos
biologicos. Para tanto, utilizou-se reacdes de triagem fitoquimica, técnicas cromatograficas e
espectroscopicas, bem como o software Autodock Vina para realizacdo do docking molecular. As
analises fitoquimicas mostraram a presenca de flavonoides e alcaloides no extrato de P. varians. O
flavonoide tilirosideo, identificado no extrato, foi a substancia utilizada na avaliagdo por docking
molecular utilizando a proteina a-amilase (PDB id: 3BAJ) como alvo. Os resultados obtidos indicaram
energia de ligagdo para o tilirosideo e o alvo de —9,4 kcal/mol, corroborando com as evidéncias da sua
acao hipoglicemiante bem como de outras espécies da familia Malvaceae, também produtoras dessa
substancia.

Palavras-chave: Malvaceae, Pavonia, Tilirosideo, Docking molecular.

INTRODUCAO

Ao longo do desenvolvimento das civilizagdes, o ser humano faz uso de plantas para
diferentes finalidades, dentre eles os fins medicinais (PINTO et al., 2006). Registros
histéricos revelam exemplos da utilizagdo dos produtos naturais pelas civilizagdes Oriental e
Ocidental na alimenta¢do, na medicina, no controle de pragas, em rituais religiosos etc.

(HIKAL et al., 2017; JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Ainda hoje, para muitas comunidades, o
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uso de plantas medicinais € visto como a principal alternativa para a manutengdo da saude

(ALVES et al., 2015).

Os vegetais produzem uma diversidade de biomoléculas, justificando assim a sua
grande aplicabilidade, pois as moléculas produzidas pelo metabolismo celular sdo capazes de
interagir em diferentes sistemas biologicos. Podemos citar como exemplo de produtos
naturais utilizados ao longo da histdria: o acido salicilico (Salix alba), a morfina (Papaver
somniferum), a quinina (Cinchona) (TELES et al., 2014) e o 6leo de citronela (Cymbopogon
citratus), sendo este ultimo utilizado como inseticida e repelente (COLPO et al., 2014).

Para o desenvolvimento de bioprodutos tecnologicamente preparados com eficacia,
seguran¢a e qualidade comprovadas, ¢ indispensavel a realizagdo de pesquisas envolvendo
areas do conhecimento como quimica de produtos naturais, quimica analitica,
quimiotaxonomia, atividade biologica, ecologia, biotecnologia, entre outras areas (BOLZANI,
2016).

A fitoquimica, subdrea da quimica de produtos naturais, tem como foco o estudo das
substancias do metabolismo secundario vegetal, por meio do isolamento, determinacdo das
suas estruturas quimicas e quantificacdo, fazendo uso de métodos cromatograficos,
espectroscopicos e espectrométricos (PEREIRA, 2011). Estes metabolitos apresentam
estruturas complexas e se destacam nas espécies vegetais por serem substincias que
apresentam fung¢des relacionadas a protecao contra predadores, agentes infecciosos e outras
fungdes, que favorecem o desenvolvimento vegetal. Realizando pesquisas em parceria com a
area bioldgica, busca-se a aplicacdo dessas substancias bioativas como farmacos, fragrancias,
inseticidas, agroquimicos, etc (BOLZANI, 2016).

A docagem molecular, acoplamento molecular ou “docking”, como ¢ rotineiramente
conhecido, ¢ um método que prediz a melhor orientagdo de uma molécula que se acopla a
uma segunda molécula (alvo), para formar um complexo que normalmente desenvolve uma
atividade biologica. O docking ¢ atualmente utilizado como ferramenta para avaliagdo
preliminar de um candidato a fAirmaco e o seu alvo bioldgico, que na maioria das vezes ¢ uma
proteina (LENGAUER e RAREY, 1996).

A energia envolvida na ligacdo entre o ligante (candidato a farmaco) e o sitio ativo
proteico ¢ calculada a partir das ligagdes 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 liga¢do entre o ligante e a proteina alvo

(RODRIGUES et al., 2012).
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No docking, sdo avaliadas diferentes conformacdes espaciais do ligante, sendo

possivel identificar qual ¢ a mais provavel conformacao do ligante ao acoplar no sitio ativo da
proteina alvo. Para cada conformacao, obtém-se as respectivas energias livres de ligagdo entre
o ligante e o alvo, onde a menor energia sera considerada a mais provavel para justificar a
conformagdo da interacdo (KITCHEN et al., 2004).

O célculo da variagdo de energia livre de ligacdo ndo covalente entre o ligante e a

proteina ¢ obtido pela seguinte equagao:

A GLigagﬁo = G

(GProtefna_ GLigantej (1)

em que G prpema—riganee € @ energia livre de do sistema ligado, G proeimq @ energia livre da proteina

Proteina — Ligante -

(ou alvo) e Gy a energia livre do ligante. Essas contribuigdes para as energias livres sdo
expressas como

G=U-TS Q)

em que U ¢ a energia interna, T a temperatura e S a entropia da molécula estudada (SMITH et
al., 2007).
O Brasil tem um grande potencial para as pesquisas na area de produtos naturais, pois

apresenta a mais ampla diversidade em espécies vegetais do mundo, com aproximadamente
60.000 espécies, correspondendo a cerca de 20% de toda a flora mundial (SILVA, 2012;
CARNEIRO et al., 2014).

A familia Malvaceae se encontra distribuida em todo o mundo, sdo varias as
utilizagdes das plantas pertencentes a esta familia, tais como ornamentagdo, alimentagdo, na
industria téxtil e para o alivio e cura de doencas (PUCKHABER et al., 2002). Entre os seus
géneros mais numerosos, destacam-se: Hibiscus (300), Sida (200), Pavonia (150), Abutilon
(100), Nototriche (100), Cristaria (75) e Gossypiun (40). No Brasil, a familia esta
representada por 68 géneros e 735 espécies distribuidas por todo territorio (GRINGS e
BOLDRINI, 2011).

O género Pavonia estd amplamente distribuido nas Américas, principalmente no Sul
dos Estados Unidos com mais de 200 espécies. No Brasil, existem 224 espécies distribuidas
no Nordeste e na regido Sudeste (ESTEVES, 2006). Algumas espécies do género possuem
utilizagdo medicinal comprovada. A Pavonia odorata, por exemplo, apresentou atividade
citotoxica e antitumoral contra células do carcinoma de Erlich (SELVAN et al., 2007). A
espécie Pavonia urens possui atividade antimicrobiana contra Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Fusarium culmorum, Staphylococcus aureus, Pseudomonas syringae e Erwinia

amylovora (DE BOER et al., 2005).
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No que diz respeito aos metabolitos secundarios do género Pavonia, pode-se citar a

presenga de Oleos essenciais, saponinas, esteroides, triterpenos e flavonoides (DUBE e
PUROHIT, 1973; TIWARI ¢ MINOCHA, 1980; GARCIA, 2007; FERNANDES, 2013;
CHAVES et al., 2013; MAZZOTT]I et al., 2015).

A espécie alvo do presente estudo, Pavonia varians Moric (sinonimia: Pavonia
cardiosepala Turcz), ¢ uma espécie subarbustiva perene que se desenvolve na regido nordeste
do Brasil, ocupando areas de pastagens e lavouras, ¢ conhecida popularmente por malva,
cabeca-de-boi, malva-grossa, malva-cabega-de-veado, malva-folha-de-figo e malva-peluda.
(LEAL et al., 2013; MOREIRA e BRAGANCA, 2011)

As folhas da P. varians sao utilizadas na medicina popular para combater infec¢des do
aparelho digestivo, bem como inflamagdes de boca e garganta (LEAL et al., 2013). Porém, os
estudos sobre sua eficacia e seus metabolitos secundarios ainda sdo escassos (MATOS, 1997;
ROCHA et al., 2015)

Considerando a auséncia de estudos sobre a espécie Pavonia varians, o presente
trabalho visa o estudo fitoquimico pioneiro desta espécie, bem como a identificagdo de

metabolitos secundarios e avaliacdao de suas interacdes com provaveis alvos biologicos.

METODOLOGIA

O material botanico foi coletado na regido de Areia-PB e identificado pelo Prof. Dr.
Leonardo P. Félix do CCA/UFPB. Uma exsicata foi depositada no Herbario Jayme Coelho de
Moraes, CCA/UFPB.

O material (7 kg de folhas) foi seco em estufa a 42°C e triturado, sendo o p6 obtido
das partes aéreas submetido a maceracdo com Etanol absoluto. A solugdo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sobre pressao reduzida, obtendo-se assim o extrato etandlico
bruto (EEB) (155 g).

Uma amostra do EEB foi utilizada para realiza¢do de reagdes de analises fitoquimicas
para detec¢do de metabolitos secundarios. Foram realizadas reacdes especificas para
flavonoides, alcaloides, quinonas, esteroides, triterpenos, saponinas, taninos € cumarinas,
segundo metodologia descrita por Matos (1997).

Para isolamento de substancias do EEB, este foi submetido a parti¢ao liquido-liquido

utilizando o solvente orginico n-hexano, com finalidade de eliminar substincias de baixa

polaridade como pigmentos e lipideos. A fase n-hexanica foi armazenada e a fase polar foi
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utilizada para a purificagdo de compostos. Para tanto, foi realizada coluna cromatografica

utilizando o Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase movel. Depois de
preparar a coluna, foram pesados 5,15 g do extrato da P. varians e solubilizados com um
pouco metanol, sendo esse material adicionado na coluna. Ao final da separacdo, foram
obtidas 43 fragdes de aproximadamente 10 mL.

As fracdes obtidas foram secas e analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica comparativa (CCDA), utilizando padrdes dos flavonoides quercetina, tilirosideo e
rutina para identificacdo da presenca destas substancias no extrato de P. varians. Apds essa
etapa, as placas foram eluidas com uma solu¢ao de metanol e cloroféormio (1:1). As placas
foram expostas a luz UV ou a vapores de iodo para a visualizacao do resultado.

Apobs a andlise da presenga dos flavonoides, foi selecionada a proteina alvo para
realizagdo do docking molecular. A proteina alvo foi selecionada a partir de dados da
literatura que apontam para a atividade hipoglicemiante de flavonoides (NINOMIYA et al.,
2007; QIAO et al., 2011; YOUSUF et al., 2018). A proteina a-amilase (PDB id: 3BAJ) com
seus respectivo ligante (farmaco acarbose) foi obtida do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). A molécula a ser testada (ligante) foi desenhada e
submetida ao docking usando o sistema proteina rigida — ligante flexivel. Foi utilizado o
software Autodock Vina. Para realizacao do docking (ligante—proteina, foi construido um grid
no sitio de ligagdo, definido através de um ligante conhecido para a proteina. Apods o docking,
as interacdes nao covalentes entre o ligante e os aminodcidos do sitio ativo foram analisadas e

comparadas com o farmaco padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da realizacdo da triagem fitoquimica podem ser
observados na Tabela 1.

Apoés os resultados obtidos na triagem, observou-se que os metabolitos de maior
prevaléncia no extrato sdao os flavonoides e alcaloides. Nao foram detectadas saponinas e
quinonas nas partes aéreas da P. varians.

Apods a cromatografia em coluna, as fragdes obtidas foram analisadas por CCDA e
compradas com flavonoides conhecidos. Apds a andlise, foi confirmada presenga do

flavonoide tilirosideo no extrato de P. varians, através da comparagao dos fatores de retengao.
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Tabela 1. Resultado da triagem fitoquimica do extrato etandlico bruto de Pavonia varians.

Metabolitos Secundarios Extrato etanolico
Flavonoides +++
Alcaloides ++
Esteroides e Triterpenos +

Saponinas -
Taninos

Cumarinas

Quinonas -

O tilirosideo (Figura 1) ¢ um glicosideo flavonoidico de ocorréncia natural amplamente

distribuido na familia Malvaceae.

Figura 1. Estrutura quimica do Tilirosideo.

Dentre varias atividades farmacologicas, a capacidade de diminuir a digestdo de
carboidratos e absor¢ao de glicose tem sido descrita para o tilirosideo, o que justificaria a
utilizagdo de varias espécies da familia Malvaceae, incluindo espécies de Pavonia, como
emagrecedoras e hipoglicemiantes (GOTO et al., 2012). Estudos prévios também relatam a
utilizagao de espécies do género Pavonia para tratamento de diabetes (CETTO et al., 2005).
Além das atividades citadas, o tilirosideo possui efeito protetor da formacao de ateroma nos
vasos sanguineos (SCHINELLA et al., 2007).

Tendo em vista os relatos cientificos do potencial hipoglicemiante do Tilirosideo
(NINOMIYA et al., 2007; ZHU et al., 2010; QIAO et al., 2011; YOUSUF et al., 2018), este
composto foi avaliado in silico por meio de docking molecular, visando avaliar a sua interagao
com a enzima o-amilase pancredtica humana (PDB id: 3BAJ).

A o-amilase ¢ uma enzima digestiva que atua na digestdo de carboidratos, sendo

produzida no pancreas e langada na forma de suco pancreatico no duodeno para agir sobre o
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quimo. O substrato da enzima € composto por polissacarideos, mais especificamente aqueles

formados por ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—4), como o amido. Os polissacarideos sdo
hidrolisados pela a-amilase e outras enzimas que atuam na digestdo de carboidratos, como as
a-glicosidases, para gerar as unidades monossacaridicas que serdo absorvidas para o sangue
(PRAKASH e JAISWAL, 2010).

Substancias como, por exemplo, o farmaco comercial Acarbose, capazes de interagir
com essas enzimas digestivas inibindo sua agdo, serdo capazes de retardar a chegada da
glicose no sangue, produzindo efeitos hipoglicemiantes (YOUSUF et al., 2018).

Os resultados obtidos a partir do docking molecular indicaram energia de ligacao para
o tilirosideo e o alvo de —9,4 kcal/mol. Nas Figuras 2 e 3, ¢ possivel visualizar a estrutura do
complexo ligante-proteina alvo formado pela proteina 3BAJ e pelo tilirosideo.

A proteina a-amilase ¢ um dos alvos de ligacdo do farmaco acarbose, que se liga no
sitio ativo da enzima e inibe a sua atividade. A acarbose também foi submetida ao docking
molecular (Figuras 4 e 5) apresentando energia de ligacdo com a proteina alvo de —7,6
kcal/mol, evidenciando que o tilirosideo, por apresentar menor energia de ligagao, liga-se com

maior estabilidade com o sitio ativo do que o farmaco comercial.

Figura 2. Complexo ligante-proteina alvo, formado pela proteina 3BAJ e o tilirosideo.

Como pode ser visualizado na Figura 3, os aminoéacidos chave para interacdo com o

tilirosideo no sitio ativo foram o acido aspartico (197), leucina (165), triptofano (59), treonina

(163), histidina (201), tirosina (151) e isoleucina (235). As interagcdes observadas foram dos
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tipos: ligacao de hidrogénio convencional (entre X—H'*X’, em que X ¢ um heteroatomo);

empilhamento Pi—Pi; interacdo Pi — grupo alquil, sendo principalmente interagdes do tipo
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio. Destaca-se o aparecimento de interagdes aceitador-
aceitador classificadas como ndo favoraveis. O aparecimento desse tipo de interagdao
possivelmente se deve ao fato de o docking ter sido feito do tipo proteina rigida — ligante
flexivel. Essa classe de docking impede que a proteina se adapte no processo de ancoragem do

ligante. Uma consequéncia disso € que a energia de interagdo pode estar sendo superestimada.

3=
B
U|.=‘
x
L]
]

TRP / \, HE
ASE L THRE= . -‘:3#1532

b - | A:235
F \

/ ) TVR 3
/ - : I )“‘?F( [
S W g
T L { I
: . . \
- ¥ - =]
: " - fid 7/
= N . GLU
= . Lvs 2 g s
" HISY a200 A240 P’“‘"ﬂ‘i
TRP 4
@ A3 201
LELNES
Interactions

I:l van der Waals :l Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bord E Pi-Bi Stacked
[ ] carbon Hydrogen Bond [ Pi-akd

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

Figura 3. Tilirosideo interagindo com os aminoécidos do sitio ativo da proteina 3BAJ.

As Figuras 4 e 5 mostram os resultados obtidos no docking da acarbose com a proteina
3BAJ. Para esta molécula teste, os aminoacidos relevantes nas interacdes ocorridas foram
acido aspartico (197), tirosina (151), leucina (162), acido glutdmico (233), histidina (201),
isoleucina (235), acido glutamico (240) e acido aspartico (300). De acordo com os resultados
obtidos, os aminoacidos acido aspartico (197), tirosina (151) e isoleucina (235)

demonstraram-se cruciais para a interacao de ambos os ligantes no sitio ativo.
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Figura 4. Complexo ligante-proteina alvo, formado pela proteina 3BAJ e a acarbose.

De acordo com os testes realizados in silico, ¢ possivel sugerir que a proteina 3BAJ
constitui um provavel alvo farmacologico do tilirosideo, no desenvolvimento do seu efeito
YOUSUF et al., 2018).

hipoglicemiante ja relatado na literatura (NINOMIYA et al., 2007; QIAO et al., 2011;
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Figura 5. Interacdes entre Acarbose com os aminoacidos do sitio ativo da proteina 3BAJ.

Os resultados obtidos corroboram com as evidéncias da agdo hipoglicemiante do
tilirosideo e de espécies da familia Malvaceae, uma vez que os resultados da interagdo do
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tilirosideo e acarbose com a proteina 3BAJ indicaram valores de energia de interacdo

similares.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nas analises fitoquimicas foi possivel verificar a
presenga de flavonoides como principais metabolitos secunddrios da espécie P. varians. O
potencial farmacologico do tilirosideo in silico foi avaliado e a proteina 3BAJ, que pode ser
sugerida como provavel alvo farmacolédgico do tilirosideo, no desenvolvimento do seu efeito

hipoglicemiante ja relatado na literatura.
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