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Resumo

A técnica In Silico seleciona e otimiza a escolha dos melhores processos em uma matriz de interesse, ja o estudo In
Vitro é realizado em placas de Petri com culturas celulares. O estudo In Vivo proporciona mensurar os efeitos da
espécie a ser estudada. Neste caso, o alcal6ide sera injetado tanto nas culturas celulares como nos estudos in vivo,
para indicar toxicidade, eficiéncia e seus efeitos posteriores. Serdo analisados alcaléides ou outros tipos de compostos
que geram farmacos. Os alcal6ides sdo metabdlitos secundarios que se caracterizam por serem uma estrutura ciclica
com nitrogénio e par de elétrons livres, sendo muito reativos e apresentando aplicacfes nas areas farmacéuticas e
medicinais. A Giérdia Lamblia é um protozoario patogénico cuja transmissao € por intermédio de agua e alimentos
contaminados, sendo responsavel pela doenca giardiase, que apresenta alguns sintomas como dores abdominais,
diarreia e causa milhfes de mortes por ano em todo 0 mundo.
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Abstract

The In Silico technique selects and optimizes the choice of the best processes in a matrix of interest, while the In Vitro
study is performed in Petri dishes with cell cultures. The In Vivo study provides the measurement of the effects of the
species to be studied. In this case, the alkaloid will be injected both in cell cultures and in in vivo studies, to indicate
toxicity, efficiency and its subsequent effects. Alkaloids or other types of compounds that generate drugs will be
analyzed. Alkaloids are secondary metabolites that are characterized by being a cyclic structure with nitrogen and free
electrons, being very reactive and presenting applications in the pharmaceutical and medicinal areas. Giardia Lamblia
is a pathogenic protozoan whose transmission is through contaminated water and food, being responsible for the
disease giardiasis, which has some symptoms such as abdominal pain, diarrhea and causes millions of deaths per year
worldwide.

Keywords: In silico; In vivo; In vitro; Alkaloid; Giardia lamblia.

Resumen

La técnica In Silico selecciona y optimiza la eleccion de los mejores procesos en una matriz de interés, mientras que el
estudio In Vitro se realiza en placas Petri con cultivos celulares. El estudio In Vivo proporciona la medicion de los
efectos de las especies a estudiar. En este caso, el alcaloide se inyectara tanto en cultivos celulares como en estudios
in vivo, para indicar toxicidad, eficacia y sus efectos posteriores. Se analizaran alcaloides u otro tipo de compuestos
que generen drogas. Los alcaloides son metabolitos secundarios que se caracterizan por ser una estructura ciclica con
nitrdgeno y electrones libres, siendo muy reactivos y presentando aplicaciones en las areas farmacéutica y medicinal.
Giardia Lamblia es un protozoario patégeno cuya transmision es a través de agua y alimentos contaminados, siendo el
responsable de la enfermedad giardiasis, que presenta algunos sintomas como dolor abdominal, diarrea y causa
millones de muertes al afio en todo el mundo.

Palabras clave: In silico; In vivo; In vitro; Alcaloide; Giardia lamblia.

1. Introducgéo

Os alcaloides sdo compostos ciclicos, que possuem nitrogénio e pares de elétrons livres, apresentam basicidade.

Encontrado principalmente em plantas, € muito utilizado no meio medicinal.
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Os alcaloides podem ser encontrados em micro-organismos, organismos marinhos, animais e plantas, que exibem os
mesmos em sua composicao, utilizados por muitas décadas (Naidoo et al., 2021; Nett et al., 2020; Porto et al., 2020).

Podem ser divididos em 25 subgrupos, com 1850 estruturas quimicas conhecidas até 0 momento, por sua variedade de
estruturas, complexidade e basicidade, forma sais que sdo muito soliveis em agua e pouco sollveis em solventes organicos
(Acosta-Virgen et al., 2018; Kornpointner et al., 2020; Naidoo et al., 2021).

Estas propriedades facilitam alguns processos como a extracdo, fracionamento e alguns fatores podem provocar a
decomposicdo do alcal6ide sdo estes: aquecimento, pH e luz (Castilhos et al., 2007; Jarrad et al., 2016).

A Giardia Lamblia é um protozodrio patogénico, encontrado principalmente em agua e alimentos contaminados, como
também, em regides com pouco ou nenhum tipo de saneamento basico, a mesma causa a doenga Giardiase, que provoca
milhdes de mortes por ano no mundo (Kornpointner et al., 2020; Xu et al., 2019).

O estudo in silico € justificado porque através dele é realizada uma triagem dos alcaldides com objetivo de
posteriormente obter um banco de dados, onde sera realizado calculo dos descritores moleculares e estudos de similaridade
para estudar a inibicéo da atividade da Giardia Lamblia (Kornpointner et al., 2020; Xu et al., 2019).

Os estudos in vitro e in vivo possuem importancia devido ao estudo in vitro, primeiramente obter a extragdo dos
alcaldides e sua caracterizagdo, o estudo in vivo se constitui na testagem em animais para visualizar os efeitos dos alcaléides

nos mesmos (Deyon-Jung et al., 2016; Muratov et al., 2020).

1.1 Exemplos de alcal6ides
Alguns dos principais alcaléides utilizados sdo (Jarrad et al., 2016):
« Taxol que é empregado para o cancer.
« Lycopodium e seus derivados sdo aplicados no tratamento de Alzheimer.
« Cinchona é empregado contra a malaria
» A morfina é utilizada como analgésico.
Alcalbides marinhos tém sido empregados como agente anticancer e seus derivados exibem a mesma aplicagéo (Toro-
Uribe et al., 2018).
Vinte e cinco por cento dos alcaloides séo utilizados nas areas medicinais e farmacéuticas, estas substancias naturais
sdo isoladas de plantas, tem maltiplas aplicagfes como na biotecnologia, na industria alimenticia, cosméticos, é empregado na

citotoxicidade de células cancerigenas e atividades antivirais (Kutchan, 1996; Naidoo et al., 2021; Nett et al., 2020).

1.2 Classificagédo dos alcaldides

Os alcaldides derivados de sua origem botanica (Jarrad et al., 2016; Kornpointner et al., 2020; Muratov et al., 2020;
Xu et al., 2019):

* Rubiaceae que exibe 0 género Psychotria, compreende varias espécies distribuidas nos trépicos.

« Indol, 0 mesmo exibe propriedades farmacolégicas e sdo distribuidos em Loganiaceae, Apocynaceae e Rubiaceae
Juss, subdivididos em mondmero indole e triptamina indole, monoterpenoide indole.

« A Portulacaceae que exibe diversas aplicagdes medicinais, sdo estas: antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria,
analgésica e neuroprotetora.

* Os alcal6ides isoquinolina séo distribuidos em subespécies que séo as Papaveraceae, Berberidaceae, Ranunculaceae,
e Menispermaceae.

« A piridina pode ser subdividida em quinolina e indolizidine, sdo distribuidos em subespécies, sdo elas: Palmaceae,
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Leguminosae, Zingiberaceae e Solanaceae.
« Os esteroides sdo encontrados nas plantas Solanaceae, Liliaceae, Apocynaceae e Buxaceae.

1.3Aplicacao dos alcaléides e métodos de caracterizagdo
Empregados na area farmacéutica, para o emprego e desenvolvimento de novos farmacos, como também em sinteses

comerciais, como é o caso da morfina e da codeina (Acosta-Virgen et al., 2018; Castilhos et al., 2007; Nishiyama et al., 2020).

1.4 Técnicas de Caracterizacao

Algumas técnicas de caracterizagdo sdo utilizadas para a elucidagao de suas estruturas, dentre elas (Nishiyama et al.,
2020):

1. O Infravermelho

2. UV-VIS(Ultravioleta-Visivel), cuja banda caracteristica esta na regido de comprimento de onda entre 254 e 259

nandmetros, caracteristicos de alcaldides aromaticos.

1.5 Giardiase
1.5.1 Caracteristicas e Disseminacéo (Gargantini et al., 2016)

A giardiase é causada por um protozodrio patogénico, é uma das mais frequentes infecges parasitarias, esta presente
no ciclo da vida em duas distintas formas: tropzoite proliferativo e um cisto resistente infeccioso denominado Giardia
(Gargantini et al., 2016).

Os primeiros sintomas da Giardiase ocorre de uma a duas semanas ap6s a contaminagdo, exibe algumas sequelas posteriores,
sdo elas (Rodrigues et al., 2012):

* Dores abdominais

* Desnutricéo

» Nausea

* Fadiga

» Mal- estar

* Perda de Peso

* Podendo chegar a morte

Giardia Lamblia, também conhecida por Giardia intestinalis, € um microrganismo unicelular eucaridtico, que afeta o
intestino, é uma das causas mais comuns da diarreia e contamina milhdes de pessoas por ano no mundo (Gargantini et al.,
2016).

A sua contaminacdo ocorre via trato fecal-oral, pela ingestao de cisto através de gua e alimentos contaminados, onde
posteriormente ataca a mucosa do intestino, em paises desenvolvidos, a estimativa de contaminacéo é de 2 a 7%, ja em paises
menos desenvolvidos hd um aumento de casos para 30% (Bendaif et al., 2018).

A origem da contaminac&o pelo protozoario Giardia Lamblia que provoca a doenca giardiase pode ser por meio

antropogénico, infectando humanos e algumas espécies de animais como gatos e cachorros (Rognan, 2017).

2. Metodologia

2.1 Representacdo das estruturas das moléculas

Para a representacdo das moléculas na forma computacional, era necessario, desenvolver um método inovador, pois a
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representacdo grafica, ndo era possivel na quimica computacional.
Destaca-se 0 método estrutural de linhas denominado de Wiswesser Line Notation (WLN), o mesmo é empregado na

triagem de subestruturas e apresenta como desvantagem a ndo formagéao do cédigo candnico (Acosta-Virgen et al., 2018).

2.2 Representacdo das estruturas das moléculas

Em 1960, Harry Morgan desenvolveu um algoritmo que representava estruturas quimicas numeéricas para cada espécie
quimica (Xu et al., 2019).

David Weininger desenvolveu a primeira versdo do SMILES (Simplified Molecular-Input Line-Entry System),
considerou a teoria dos grafos para a proposta de suas estruturas, no SMILES ha informagdes isotopicas das estruturas, assim

como configuracdes sobre ligagdes duplas e quiralidade (Xu et al., 2019).

2.3 Descritores Moleculares

E definido como uma sequéncia numérica que representa estruturas quimicas, sua origem é por meio de um
procedimento matematico que atraves de representagdes simbdlicas da molécula, em informagdes codificadas, o descritor pode
ser representado de duas formas: como matriz e na forma de bits (Muratov et al., 2020).
A classificacdo dos descritores é dada abaixo (Nett et al., 2020):

Quanto a sua dimensdo em:

1. Unidimensional

2. Bidimensional

3. Tridimensional.
Quanto a sua natureza podem ser (Muratov et al., 2020):

1. Constitucionais

2. Topologicos,

3. Geométricos, Eletrostaticos

4. Mecanicos Quanticos.

2.4-Similaridade quimica

Segundo conceito, quanto mais similares as estruturas forem, mais provaveis sdo de apresentarem propriedades
guimicas e bioldgicas semelhantes e pode ser determinado o cliff de atividade, nada mais é que um par de estruturas quimicas
semelhantes, mas que apresentam propriedades diferentes (Youssef & Singab, 2021).

A partir da similaridade quimica é possivel determinar erros nos experimentos e os cliffs de atividades que séo
caracterizados por serem pares de estruturas quimicas semelhantes, porém com propriedades quimicas diferentes. O célculo da
similaridade quimica em uma molécula é realizado aplicando o coeficiente de similaridade aos descritores moleculares,

destacando-se o coeficiente de Tanimoto e a distancia Euclidiana.

2.5 Histérico do estudo QSAR
Hansch e Fujita desenvolveram a base dos estudos QSAR demonstrando que a atividade biologica tem relagdo com
outras propriedades das moléculas estudadas, enquanto Free e Wilson estudaram como descrever a atividade bioldgica através

de equaces congéneres (Rognan, 2017).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.24393

Research, Society and Development, v. 11, n. 3, 57811324393, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.24393

Em 1980, com o estudo das estruturas 3D, foi aprimorado o desenvolvimento e aplicacdo de estruturas QSARS e
Hopfinger e sua equipe desenvolveu um método com base em sua formula molecular denominado analise da férmula
molecular (MAS) que emprega a analise conformacional. Posteriormente em 1988 Kramer e colaboradores desenvolveram a
analise comparativa de campos moleculares (COMFA), utiliza descritores 3D estéricos e empregando o método dos minimos
quadrados (Rognan, 2017).

Posteriormente foi implantada a Analise comparativa de indices de similaridade molecular. Existem também outros
modelos QSAR, como o 4D, os modelos sdo calculados ap6s a obtencdo de uma simulacdo de dindmica molecular. O descritor
5D permite uma variedade de conformages de suas estruturas.

A aplicagdo dos modelos QSAR vai desde a otimizagdo dos compostos até a descoberta e avaliagdo dos mesmos.

2.6 Modelos QSAR
Estes modelos podem ser representados por uma equacdo matematica que relaciona as propriedades quimicas e
bioldgicas (Kutchan, 1996).
A atividade bioldgica € calculada de forma experimental, a representacdo matematica é dada a seguir (Toro-Uribe et
al., 2018):
P=K’(D1+D2+D3)
No qual
1. Representacdo dos dados
2. Otimizacdo da hipdtese é a atividade bioldgica e D sdo os descritores e K é um peso definido para o célculo do
algoritmo.
Podem ser divididos em (Kutchan, 1996; Nett et al., 2020):
* Globais, emprega umaClassificacdo dos modelos QSAR
« Conjunto de moléculas, onde podem haver subgrupos que possuem similaridade em suas estruturas

« Locais séo 0 subconjunto de um conjunto maior como 0s modelos globais.

2.7 Método de aprendizado de maquina

E desenvolvido em trés etapas:

Generalizacéo

A hipotese é desenvolvida para a obtencdo de uma relacéo entre os descritores e sua atividade bioldgica, é otimizada a
depender de qual algoritmo sera selecionado e é utilizado e posteriormente, a hipdtese é testada avaliando um conjunto teste
(Porto et al., 2020).

Identificacdo de padrdes de um conjunto de dados, baseado nos descritores, algumas de suas aplicacdes sao:

Determinacdo da variedade de estruturas do conjunto de dados, da consisténcia dos dados obtidos experimentalmente

e identificacdo de possiveis interferéncias que influenciam na atividade (Rognan, 2017).

3. Resultados e Discussao

Técnicas estudadas: In silico, In vitro e In vivo Caracteristicas e Origem.

As técnicas in silico, também denominada computacionais, tém sido desenvolvidas para a descoberta de novos
farmacos, com o auxilio da quimioinformatica, realiza o estudo das propriedades estruturais, fisico quimicas, bioquimicas,

farmacoldgicas e toxicoldgicas para a predicao e desenvolvimento de um novo farmaco (Xu et al., 2019).
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Os descritores moleculares sao propriedades caracteristicas de cada molécula, é estudado no método in silico.

O termo quimioinformatica foi criado por Frank Brown, em 1998, é engloba os seguintes itens: representacéo,
visualizagdo, manipulagdo com posterior processamento dos dados das estruturas quimicas, gerando uma base de dados. Em
uma segunda etapa, tem-se a organizacdo da base de dados das estruturas quimicas e por fim o estudo da relagdo quantitativa

entre a estrutura e atividade da molécula, cuja sigla em inglés é QSAR (Kutchan, 1996).

3.1 Estudos in vitro

Primeiramente extrai-se os alcaléides numa solucdo acido e base, obtendo-se uma fracdo de diclorometano e os
alcaléides presentes na solugdo e ap6s passar por cromatografia liquida a vacuo obtém-se o alcaldide isolado desejado.O
alcaléide Nuciferina é obtido da sequoia e dissolvido em DMSO(Dimetilsulféxido) em 10 mM ou em uma solugéo 0,9% salina
com 85% de &cido latico para cada 50 mL, outros alcal6ides sdo empregados neste estudo in vitro, sdo eles Clozapina que é
dissolvido em 0,2% de &cido acético.Liu e colaboradores coletaram amostras em tubos de 0,5 e 1,5 cm, os tubos séo lavados e
a epiderme das plantas sdo removidas, é esterilizada por etanol e em seguida por cloreto de mercurio durante 15 minutos, 3%
da espécie presente é sacarose e 0,7% ¢ de agar (Deyon-Jung et al., 2016).

Medellin e colaboradores investigaram a inibicdo da polimerizagdo do tubulin obtido do Citoesqueleto, a cada 12,5%
de DMSO é preparado usando agua ultra pura. A reacdo de tubulin é preparada utilizando 243 microlitros de buffer, 0,5
microlitros de etilenoglicol, 112 microlitros de tubulin glicerol, 2 mM de MgCI2 e 0,5 mM de etilenoglico (Bendaif et al.,
2018; Muratov et al., 2020).

Apos isso, esta solucdo é misturada.

O grupo de Bauermeister empregou a técnica em vitro em modelos biomecanicos, desenvolvidos pela investigacdo do

metabolismo usando microorganismos ou biocatalisadores (Xu et al., 2019).

3.2 Estudos in vivo

Os estudos in vivo sdo realizados em organismos vivos, animais que sdo testados em laborat6rios, como ratos e
camundongos e é observada a resposta de cada alcaldide nos animais para posteriores estudos (Deyon-Jung et al., 2016;
Rodrigues et al., 2012).

4. Concluséao

A partir dos estudos realizados é possivel determinar a importancia das técnicas in silico, in vitro e in vivo dos
alcaloides, que todos estes métodos serdo empregados para a pesquisa e posterior aplicacdo dos métodos para inibicdo da

atividade da Giardia Lamblia frente aos alcal6ides testados.
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