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Resumo

Objetivo: Realizar um estudo de modelagem molecular para avaliar o potencial anti-inflamatério de metabdlitos
secundarios provenientes nas sementes da espécie botanica Couroupita guianensis. Metodologia: Realizou-se um
estudo do tipo quantitativo descritivo, com carater experimental. A fim de se confirmar a capacidade preditiva da
metodologia durante o acoplamento molecular, realizou-se um redocking. Utilizou-se a Nimesulida, por conta da sua
capacidade ja elucidada de interagir com aminoacidos da COX-1, como comparativo para as interages entre 0s
alcaloides escolhidos para acoplamento. A obtengdo das estruturas dos alcaloides ocorreu por meio da plataforma
PubChem, e seu desenho foi realizado através do programa ChemDraw. Os alcaloides foram ainda submetidos a testes
computacionais para avaliacdo de suas propriedades moleculares. Resultados: Constatou-se o potencial de atividade
anti-inflamatoria presente nos alcaloides estudados, aléem da identificagdo das interacfes dos compostos com
aminodacidos. Conclusdo: Pode-se concluir que que os alcaloides identificados possuem promissora atividade anti-
inflamatdria, sendo esta, decorrente de sua capacidade de interacdo com o sitio ativo da COX-1.

Palavras-chave: Alcaloides; Couroupita guianensis; In silico; Acoplamento molecular; Anti-inflamatério.

Abstract

Obijective: To carry out a molecular modeling study to assess the anti-inflammatory potential of secondary metabolites
from seeds of the botanical species Couroupita guianensis. Methodology: A quantitative, descriptive study with an
experimental character was carried out. In order to confirm the predictive capacity of the methodology during molecular
coupling, a redocking was performed. Nimesulide was used, due to its already elucidated ability to interact with COX-
1 amino acids, as a comparison for the interactions between the alkaloids chosen for coupling. The alkaloids structures
were obtained using the PubChem platform, and their design was carried out using the ChemDraw program. The
alkaloids were also subjected to computational tests to assess their molecular properties. Results: The potential of anti-
inflammatory activity present in the studied alkaloids was verified, in addition to the identification of the interactions
of the compounds with amino acids. Conclusion: It can be concluded that the alkaloids identified have promising anti-
inflammatory activity, which is due to their ability to interact with the active site of COX-1.

Keywords: Alkaloids; Couroupita guianensis; In silico; Molecular coupling; Anti-inflammatory.

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 27810212514, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

Resumen

Objetivo: Realizar un estudio de modelizacion molecular para evaluar el potencial antiinflamatorio de metabolitos
secundarios de semillas de la especie botanica Couroupita guianensis. Metodologia: Se realiz6 un estudio descriptivo
cuantitativo de caracter experimental. Para confirmar la capacidad predictiva de la metodologia durante el acoplamiento
molecular, se realizé un re-acoplamiento. Se utilizé nimesulida, debido a su capacidad ya aclarada para interactuar con
los aminoacidos COX-1, como comparacion de las interacciones entre los alcaloides elegidos para el acoplamiento. Las
estructuras de alcaloides se obtuvieron mediante la plataforma PubChem y su disefio se realiz6 mediante el programa
ChemDraw. Los alcaloides también se sometieron a pruebas computacionales para evaluar sus propiedades moleculares.
Resultados: Se verificd el potencial de actividad antiinflamatoria presente en los alcaloides estudiados, ademas de la
identificacion de las interacciones de los compuestos con los aminoacidos. Conclusion: Se puede concluir que los
alcaloides identificados tienen una actividad antiinflamatoria prometedora, lo que se debe a su capacidad para
interactuar con el sitio activo de la COX-1.

Palabras-clave: Alcaloides; Couroupita guianensis; In silico; Acoplamiento molecular; Antiinflamatorio.

1. Introducéo

A grande quantidade de ecossistemas € o que torna possivel haver biodiversidade, principalmente do reino vegetal. Os
produtos oriundos de fontes naturais constituem a maior parte das substancias organicas conhecidas e estudadas pelo homem,
promovendo uma grande diversidade quimica. Esses produtos obtidos através de fontes vegetais podem atuar como novos
padrdes moleculares Uteis para utilizacdo no campo da farmacologia (Silva, et al., 2015).

As plantas sdo uma das mais valiosas fontes para o desenvolvimento de novos produtos como medicamentos.
Praticamente em todas suas partes, folhas, flores, frutos, caule e raiz, pode-se encontrar compostos bioativos que sdo utilizados
para fins terapéuticos. Dessa forma, as plantas medicinais garantem um extenso fornecimento de antibiéticos, analgésicos, anti-
inflamatorios, antiflngicos, além de outras diversas classes de medicamentos utilizados pela medicina (Barcelos, et al., 2017).

Grande parte dos principios ativos utilizados nos mais diversos medicamentos e produtos afins é obtida a partir de fontes
vegetais, esses ativos por sua vez sdo provenientes de metabdlitos secundarios (Silva, et al., 2015). Esses compostos produzidos
pelas plantas como forma de defesa contra outras plantas e predadores possuem um grande valor agregado tanto para a ciéncia
como para a industria. Eles sdo amplamente utilizados para a producdo de medicamentos, produtos cosméticos, alimentos e
agroquimicos (Marques & Lopes, 2015).

A Couroupita guianensis € uma espécie amplamente utilizada na tradi¢do chinesa, trata-se uma arvore tropical
pertencente a familia botanica Lecythidaceae, uma grande caducifélia e que no Brasil pode ser encontrada na regido da
Amazonia. Por ter uma aparéncia peculiar referem-se a essa planta como “arvore bala de canhdo”, devido a presenca de seus
frutos capsulares que se assemelham a uma bala de canh&o. Tradicionalmente, suas folhas sdo muito utilizadas para o tratamento
de doencas de pele, mas, especificamente no Brasil, 0s povos nativos da Amazonia utilizam o ché feito a partir das folhas, flores
e cascas para tratar problemas como hipertensao, tumores, dor e processos inflamatérios (Pandurangan, Sahadeven, Sunkar &
Dhana, 2018).

A érvore de C. guianensis como um todo é constituida por diversos fitoquimicos como flavonoides, saponinas,
quercetinas, alcaloides e compostos volateis. Devido a presenca desses metabolitos, a C. guianensis despertou grande interesse,
e muitos estudos experimentais comegaram a ser realizados com a finalidade de elucidar as possiveis atividades bioldgicas e
acOes farmacoldgicas que ela possui. Dessa forma, ja pode ser encontrado muitos relatos na literatura que mencionam sobre suas
acOes como agente antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatorio e citotéxico (Akther, Khan & Hemalatha, 2017).

A destacar os alcaloides presentes nessa planta, observa-se a presenta de uma classe especifica: os Alcaloides Indélicos.
Essa classe de metabélitos é comumente encontrada em espécies botanicas brasileiras e sdo dotados de uma grande diversidade
estrutural. Esses compostos sdo assim denominados devido sua estrutura quimica onde é possivel observar a presenca de um
nacleo indol ou mesmo derivados de sua estrutura, além disso, grande maioria sdo compostos derivados do triptofano (Junior,
2018).
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Em particular, sua atividade como agente anti-inflamatério chama muita atengdo dos pesquisadores, visto que alguns
estudos in vitro e in vivo implicam o papel da C. guianensis na neutralizacdo da inflamagdo. Como exemplo, em um estudo in
vitro, um extrato metanélico da flor consegue estabilizar a membrana das células vermelhas humanas em uma dose de 500 pg/
mL em comparagdo com o extrato etanélico e o medicamento padrdo, diclofenaco. Estes achados sugerem, a principio, uma
potente atividade anti-inflamatdria que esse composto possui (Sheba & Anuradha, 2019).

Sabe-se que o processo inflamatdrio é algo primordial para a manutencao e protecdo do organismo, sendo (til e benéfico.
Contudo, em algumas situacfes, esses eventos podem acabar se tornando exacerbados, o que pode levar a danos e tendo uma
repercussdo sistémica, o que leva a necessidade de serem combatidos. Para isso, algumas intervengGes, como utilizacdo de
medicamentos com agéo anti-inflamatéria, séo necessérias (Liu, et al.,2017).

Porém, por serem medicamentos de facil acesso ao paciente, € comum deparar-se com situacfes de uso abusivo e
imprudente desses medicamentos, acarretando em sérios problemas de salde devido principalmente aos efeitos adversos que
esses farmacos possuem. Além disso, mesmo utilizados sob orientacao e de forma correta, essas terapias ainda apresentam muitos
problemas para quem os utiliza, e assim, necessitam estarem em constante melhoramento. Os AINES e o Glicocorticoides sdo
as principais classes dos agentes anti-inflamatorios, e ambas possuem diversas problematicas e limitagdes a respeito de seus
representantes (Yen, Chen, Wu, Wang & Wu, 2018).

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas computacionais e algoritmos que atualmente sdo
utilizados em toda a comunidade de biociéncia. Esses métodos visam elucidar fenbmenos relacionados as interagdes
intermoleculares, e suas dependéncias conformacionais e energéticas. Dessa forma, € comum deparar-se com indmeros estudos
publicados e altamente elaborados que envolvem os estudos de simulagdo de modelagem molecular. A maior parte das técnicas
experimentais sdo limitadas para fornecer uma resolugéo detalhada de alvos e moléculas e poder elucidar os recursos relacionados
as propriedades conformacionais. Para isso, os estudos in silico utilizando essas ferramentas computacionais, tornaram-se a
melhor alternativa para pesquisar possiveis novos candidatos a farmacos, sendo uma etapa preliminar aos estudos in vitro e in
vivo por ser uma alternativa pratica e rentavel. (Quevedo & Zoppi, 2017).

A base de toda pesquisa cientifica é sustentada por um bom delineamento de estudos e observacfes de carater
experimental. Para que o pesquisador tenha sucesso em seus experimentos ele deve seguir uma linha de raciocinio onde,
primeiramente, deve enquadrar seus objetivos ao seu tipo de pesquisa. Dessa forma, varios tipos de estudos foram estabelecidos
e cada um possui sua relevancia no meio cientifico (Estrela, 2018). A citar, por exemplo, os estudos in vitro e in vivo, sdo estudos
laboratoriais e também denominados de pré-clinicos, onde podem mensurar a possivel acdo, eficécia e toxicidade de farmacos
ou novas substancias a tornarem-se candidatos. S8o0 uma alternativa para evitar que haja perdas na indlstria ao desenvolver
algum novo medicamento e que possa ser toxicos ou mesmo ineficaz (Bednarczuk, Verdam, Miguel & Miguel, 2015).

Por se tratar de plantas que sdo encontradas em solo brasileiro, sdo muito consumidas tanto na alimentacdo quanto para
uso medicinal pela populagdo em geral. Portanto, € importante que seja incentivado o estudo e pesquisa desses vegetais com a
intencdo de conhecé-las melhor e se seu uso é realmente seguro e eficaz (Lopes, 2015). Além disso, devido algumas limitagdes
que as terapias atuais apresentam, € necessario que haja estudos voltados a identificar e elucidar novos compostos na intencao
de torna-los candidatos a novos farmacos e assim permitindo um aprimoramento dessas terapias.

Portanto, diante do que foi relatado, o presente estudo teve como objetivo realizar um estudo de modelagem molecular
para avaliar o potencial anti-inflamatorio de um metabdlito secundario proveniente da espécie botanica Couroupita guianensis.
Os fitoquimicos de escolha para a realizagdo dos testes computacionais foram os alcaloides inddlicos: Indigo, Indirubina e
Triptantrina. E para avaliagdo do potencial anti-inflamatorio foi observada a interagdo dos compostos de escolha com a COX-1
e posteriormente foram comparados com o farmaco padrdo de escolha: Nimesulida. Ao final, as pesquisas realizadas tiveram

como finalidade propor novas alternativas para o tratamento de processos inflamatdrios.

3


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 27810212514, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

2. Metodologia
2.1 Tipo de estudo

O presente estudo caracteriza-se como do tipo quantitativo descritivo de carater experimental. Booth, Colomb e
Williams (2005), descrevem estudos quantitativos como a traducao de todos os dados obtidos, em nimeros e/ou porcentagem, a
fim de se obter respostas conclusivas a respeito de diversos temas. No geral, as amostras quantitativas sdo grandes, o que envolve
um elevado ndmero de respondentes. Além disso, os resultados que forem obtidos séo, por sua vez, uma representacao real de
todo um recorte da populacéo alvo da pesquisa (Marconi & Lakatos, 2017).

Os estudos do tipo descritivo buscam determinar status, opinides ou projec@es futuras nos resultados obtidos. Baseiam-
se na premissa de que os problemas podem ser solucionados, e os métodos podem ser aperfeicoados a partir da descricdo e
analise de observacdes objetivas e diretas. A pesquisa experimental é uma préatica de verificacdo na qual se tenta situar relacdes
de causa-efeito nas varidveis que estdo sendo investigadas. Essa relagdo causa-efeito se estabelece somente pela aplicagdo do

pensamento I6gico no contexto de experimentos ja bem determinados (Severino, 2007).

2.2 Partes da Couroupita guianensis
Sendo membro das angiospermas, a C. guianensis possui suas sementes dentro dos frutos. A Figura 1 representa

algumas partes da planta, identificada na cidade de Piripiri, Piaui, Brasil (coordenadas geograficas: 4°16'07.7"S 41°46'26.1"W).

Figura 1 — Partes da planta.

f\\nn\w
2

FLOR FRUTO SEMENTES

Fonte: Autores (2021). Adaptado de Franco (2011).

2.3 Procedimentos experimentais

Para a realizacao do acoplamento, definiu-se como alvo o sitio ativo da enzima COX-1, tendo por identificagdo na
plataforma Protein Data Bank o cddigo 3N8X. A estrutura quaternaria da proteina foi obtida na plataforma, sendo posteriormente
submetida ao programa Biovia Discovery Studio (BDS), para preparacgdo inicial, onde foram removidas moléculas de &dgua e
grupos ligantes que ndo fizessem parte da estrutura proteica. O farmaco ligante presente na estrutura serviu como base para
comparacao com os acoplamentos realizados e sua localizacdo foi definida como o centro ativo da proteina. As coordenadas para

sua localizagdo podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura cristalina da Ciclooxigenase 1.
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Fonte: Autores (2021).

Apbs o preparo no BDS, a estrutura proteica foi submetida aos programas AutoDock e AutoDock Vina, para o
acoplamento definitivo. A representac¢do final dos complexos formados foi feita através do BDS.

Para se confirmar a capacidade preditiva da metodologia empregue no acoplamento molecular, realizou-se o redocking,
técnica que consiste em submeter o ligante cristalografado nativamente ao acoplamento, afim de se obter um desvio médio
quadratico (RMSD) (do inglés, root-mean-square-deviation) de menor valor possivel. Gomes (2019), descreve que valores de
RMSD abaixo de 2 angstrons comprovam a capacidade preditiva do experimento.

Sendo a Nimesulida um farmaco ja conhecido cujos efeitos terapéuticos encontram-se cientificamente bem
documentados, suas interagfes demonstradas com os aminoacidos da COX-1 serviram como comparativo para as interagfes
entre os alcaloides selecionados para acoplamento.

A obtencdo das estruturas bidimensionais e tridimensionais dos alcaloides foi realizada por meio da busca na plataforma
PubChem, sendo seu desenho realizado posteriormente por meio do programa ChemDraw. As estruturas tridimensionais dos
alcaloides foram ainda otimizadas para suas conformagdes de menor energia através do programa Avogadro.

Os alcaloides foram ainda submetidos a testes computacionais para avaliacdo de suas propriedades moleculares de
acordo com a regra de Lipinski, por meio da plataforma Mollnspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties),

com o intuito de analisar o potencial das moléculas de serem bons candidatos a novos farmacos.

3. Resultados e Discusséo

Sheba e Anuradha (2020), descreve que os alcaloides indolicos encontrados nas sementes da C. guianensis, sdo o Indigo,
Indirubina e Triptantrina. Seus cédigos de identificagdo no PubChem, bem como suas nomenclaturas de acordo com a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada, além de suas estruturas bidimensionais podem ser observadas na Tabela 1 e Figura 3

respectivamente.
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Tabela 1 — Alcaloides ind6licos presentes nas sementes da C. guianensis.

PUBCHEM ID NOMENCLATURA IUPAC NOMENCLATURA USUAL
10215 2-(3-hidroxi-1H-indol-2-il)indol-3-ona Indigo
10177 2-(2-hidroxi-1H-indol-3-il)indol-3-ona Indirubina
73549 indolo[2,1-b]quinazolina-6,12-diona Triptantrina

Fonte: Autores (2021).

Figura 3 — Representagdo bidimensional dos compostos selecionados para acoplamento.
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Fonte: Autores (2021).

As interaces da Nimesulida com a enzima COX-1 encontram-se representadas na Figura 4.
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Figura 4 — Interaces da Nimesulida com a COX-1.
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Fonte: Autores (2021).

Nota-se que as principais interagcdes da Nimesulida com a enzima ocorrem nos aminoacidos ALA B: 527, ARG B: 120,
ILE B: 523 e HIS B: 90, sendo do tipo Pi-Alquil, Ligacdo de Hidrogénio, Pi-Sigma e ligacdo Carbono-Hidrogénio
respectivamente. As demais interacdes sdo do tipo van der Waals, com os aminoacidos MET B: 522, LEU B: 352, PHE B: 518,
SER B: 353, ILE B: 517, LEU B: 359, TYR B: 355, VAL B: 116, LEU B: 531, VAL B: 349, TYR B: 385, SER B: 530, TRP B:

387, LEU B: 384 e GLY B: 526.
Por meio da técnica de redocking, obteve-se um RMSD de 1.114 angstrons, comprovando a validade da metodologia

empregue. As poses obtidas do ligante nativo nesta etapa podem ser evidenciadas na Figura 5.

Figura 5 — Poses do acoplamento nativo (verde) e no redocking (violeta) da Nimesulida com a COX-1.

Fonte: Autores (2021).

Apos a realizagdo do acoplamento, os valores e as poses de maior afinidade entre os alcaloides com a COX-1 foram

registrados, conforme pode-se observar na tabela abaixo.
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Tabela 2 — Valores de afinidade entre as moléculas e a COX-1.

MOLECULA AFINIDADE (kcal/mol)
Indigo -7.3
Indirubina -8.5
Triptantrina -8.4

Fonte: Autores (2021).

Sendo os valores obtidos negativos, as interagfes ocorrem de maneira favoravel, havendo gasto minimo de energia.
Indirubina e Triptantrina apresentam os valores mais satisfatorios.

Quanto a regra de Lipinski, os resultados obtidos pelos alcaloides encontram-se representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros da Regra de Lipinski aplicada aos alcaloides.

MOLECULA LogP (=5) MASSA ACEPTORES DE DOADORES DE
MOLECULAR LIGACOES DE LIGACOES DE
HIDROGENIO HIDROGENIO
(<500) (g/mol)
(=10 =9

Indigo 2.90 262.27 2 2

Indirubina 2.90 262.27 2 2

Triptantrina 2.61 248.24 3 0

Fonte: Autores (2021).

Nota-se inicialmente que todos os alcaloides violaram o pardmetro de LogP. Todos 0s demais pardmetros demonstram-

se satisfatorios para cada alcaloide. A regra de Lipinski descreve que para um composto ser considerado bom candidato a

farmaco, permite-se apenas uma violag&o a regra, onde observa-se que todas as moléculas estudadas obedecem a esta excecao.
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Figura 6 — Intera¢des do Indigo com a COX-1.
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Fonte: Autores (2021).

De forma semelhante a Nimesulida, o Indigo interage com os aminoacidos ALA B: 527, ARG B: 120 e ILE B: 523.
Ocorrem ainda interagdes com os residuos GLY B: 526, VAL B: 349, TYR B: 355, LEU B: 531, MET B: 113, LEU B: 359 e
VAL B: 116. As demais intera¢@es que ocorrem sdo do tipo ligagdes de van der Waals. Nota-se ainda que apenas uma interagdo

é desfavoravel neste complexo, sendo com o aminoécido ARG B: 120, do tipo doador-doador.

Figura 7 — Intera¢des da Indirubina com a COX-1.
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Fonte: Autores (2021).

A Indirubina interage com os aminoacidos ALA B: 527, ARG B: 120, ILE B: 523, GLY B: 526, TYR B: 355, VAL B:

116, VAL B: 349 e LEU B: 531. As demais interaces, como pode-se observar na figura acima, sdo do tipo van der Waals.
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Os alcaloides Indigo e Indirubina apresentam isomeria de posi¢do, onde a variagdo de posicdo de um atomo de
nitrogénio no Indigo, origina a Indirubina. Tal variacdo afeta diretamente a estabilidade das moléculas. O Indigo, possuindo
isomeria do tipo trans, obtém um maior equilibrio entre seus grupos atdmicos em termos de massa e eletronegatividade, sendo
portando uma molécula mais rigida, o que influencia nas suas interages com a COX-1, onde ndo sendo capaz de assumir
conformac@es mais flexiveis, apresenta interacdo desfavoravel.

A Indirubina, por outro lado, apresenta isomeria do tipo do tipo cis, sendo menos estavel e mais flexivel, podendo
assumir conformacdes de maior ajuste a COX-1, gerando uma afinidade superior em relacdo ao Indigo. Sua flexibilidade
estrutural influencia ainda nas suas interagdes com os aminoacidos, onde o arranjo molecular apresentado ndo demonstra

interages desfavoraveis, com maiores interacdes com a enzima em comparagao ao Indigo.

Figura 8 — InteracBes da Triptantrina com a COX-1.
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Fonte: Autores (2021).

Com a COX-1, a Triptantrina interage com os aminoacidos GLY B: 526, ILE B: 523, ALA B: 527, TYR B: 355, ARG
B: 120, VAL B: 349, SER B: 353, VAL B: 116, LEU B: 531 e LEU B: 359. As demais interagdes presentes sdo do tipo van der
Waals.

Realizando-se um consenso entre as interacBes observadas, nota-se que em comparagdo a Nimesulida, todos os
alcaloides testados realizam interagdes com os aminoacidos ALA B: 527, ARG B: 120 e ILE B: 523, com tipos de interagdes
variadas. Apenas o alcaloide Indirubina apresentou interagdo com o residuo HIS B: 90, assim como o farmaco nativo, sendo

também a molécula de maior afinidade coma COX-1.

4. Concluséo

Com o estudo realizado, por meio da avaliagdo in silico, foi possivel analisar o potencial anti-inflamatério de alcaloides
inddlicos presentes nas sementes de C. guianense. Mediante a utilizagdo da Nimesulida e sua interagdo com a COX-1 como
parametro, identificou-se que os compostos Indigo, Indirubina e Triptantrina, apresentaram interagdes com gastos minimos de

energia, consequentemente, com valores aceitaveis de afinidade.

10


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 27810212514, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12514

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que os alcaloides identificados possuem promissora atividade anti-
inflamatoria, mediante a este estudo inicial, em decorréncia da capacidade de interagdo com o sitio ativo da COX-1. Dessa forma,
considera-se a obtencdo dos resultados satisfatorios e promissores para estudos posteriores especificos relacionados a sua

atividade anti-inflamatdria, sejam estes através de métodos in vivo ou in vitro.
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