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RESUMO

Compostos naturais sdo associados a reducdo da hiperglicemia pos-prandial
através do bloqueio de enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos, como
alfa-amilase e alfa-glicosidase. Estes podem representar alvos promissores no
tratamento da diabetes e suas complicagdes. Assim, o objetivo deste trabalho foi
buscar compostos naturais derivados da biodiversidade brasileira com potencial
farmacoldgico para inibir estas hidrolases por meio de triagem virtual, docking e
farmacocinética de compostos. A biblioteca de ligantes utilizada nesta pesquisa €
originada do banco de dados NuBBEdb. Para realizar a triagem virtual, a
biblioteca de ligantes foi preparada e foi gerado conformeros dos compostos.
Ap6s a validagdo dos modelos gerados, a biblioteca de conformeros foi submetida
ao modelo de forma e pontos farmacoféricos e os 200 principais ligantes de cada
um foram selecionados. Os ligantes de melhor pontuacdo em comum para as duas
enzimas foram utilizados para realizar um docking molecular contra alfa-amilase
e alfa-glicosidase, gerando potenciais inibidores que entdo foram indicados para
seus comportamentos de drogas com o servidor pkCSM. Gerando assim 5
principais compostos como promissores para o complemento do tratamento da
diabetes.

Palavras-chave: triagem virtual, biodiversidade brasileira e diabetes
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1. INTRODUCAO

Com cerca de 45000 espécies, correspondente a 20-22% do total existente no
planeta, o Brasil ¢ o pais com maior biodiversidade no mundo (DUTRA et al.,
2016). Sao seis biomas presentes no Brasil, sendo eles Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata atlantica, Pampa e Cerrado, que estao distribuidos em 8.516.0000
Km?, representando um grande conjunto de conhecimento acerca de interagdes
ecoldgicas, usos e aplicagdes de seus recursos naturais (ALEIXO et al., 2010).

Amplos sdao os usos dessa biodiversidade, com destaque o uso medicinal, que
vem evoluindo ao longo do tempo, devido ao potencial terapéutico aplicado tanto
em doengas tdpicas quanto em doengas cronicas (MARQUES et al., 2016). Com
base nesse conhecimento obtido das comunidades, ¢ possivel aprofundar estudos
referentes ao tratamento de doengas e disturbios que acometem a sociedade na
atualidade, utilizando de um produto natural comumente consumido (BARBOSA et
al., 2016).

Estas atividades farmacoldgicas e/ou terapéuticas das plantas sdo atribuidas
principalmente a presenga de compostos bioativos, chamados de metabdlitos
secundarios, que ndo estdo relacionados ao desenvolvimento e crescimento da
planta diretamente, mas a sua adaptacao e defesa (BENEVIDES BAHIENSE et al.,
2017). Estes compostos podem ser divididos em trés grandes grupos: compostos
fenolicos, terpenos e compostos nitrogenados, tais como os alcaloides (SOUSA,
2015).

Os alcaloides sdo compostos quimicos de ocorréncia natural que contém atomos
de nitrogénio basicos. A classificacdo dos alcaloides ¢ complexa, abrangendo um
conjunto de regras, tais como a estrutura e outras caracteristicas quimicas da
molécula, sua origem bioldgica, bem como a origem biogenética, quando
conhecida (SOUSA, 2015). Os grupos podem ser: piridina, pirrolidina, tropano,
indolizidina, quinolina, isoquinolina, fenantreno, feniletila, e grupos indol como
purina e terpenoide. Quando utilizados como drogas, tem como alvo
principalmente o sistema nervoso central (PAYNE et al., 2017).

Os compostos fenolicos sdo aqueles que contém pelo menos um anel em que o
hidrogénio ¢ substituido por uma hidroxila, podendo ser subdivididos em diversos
grupos como acidos fenodlicos, estilbenos, lignoides, derivados como acido elagico e os
flavonoides. (RASOULI et al., 2017). Este ainda mais diverso se divide em classes
como chalconas, flavan-3-ols, flavanonas, flavonas, flavondis e antocianinas (SOUSA,



2015). muito presente em frutos, e com atividades ja descritas como antioxidantes, anti-
inflamatérias (RAFFA et al., 2017; WANG et al., 2017).
Outra classe de grande relevancia sdo os terpenos, que sdo classificados de

acordo com o numero de unidades de isopreno que contém na sua estrutura, sendo
isopreno, monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno, triterpeno, tetraterpeno e
politerpeno a medida que se adiciona um isopreno na sua estrutura (SOUSA, 2015).
Possuem atividades relacionadas como anti-inflamatdrias, neuroprotetoras, entre
outras (CHO et al., 2017).

A aplicacdo destes metabdlitos contra o diabetes mellitus ¢ notoria (TANG et
al., 2017; TANVEER et al., 2017; XU et al.,, 2017). O diabetes uma doenga
metabolica multifatorial, em que a WHO (Organizagdo Mundial da Satde) estima
que em 2030 serd a 7% causa de mais mortes mundiais (ALWAN; GALEA;
STUCKLER, 2011). Podendo ser do tipo I em que a causa é genética na qual
ocorre uma reagao autoimune provocando a destruicao das células B-pancreaticas,
ou do tipo II em que ocorre uma resisténcia a insulina e hiperglicemia cronica que
pode desencadear complicagdes multifatoriais, tais como formagdo de produtos
finais de glicagdo avancada, estresse oxidativo, angiopatias, nefropatias,
retinopatias, doencas inflamatorias, dentre outras (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016). O alvo para o tratamento pode ser diverso, mas tem sido
descrito que esses produtos naturais podem aumentar a secre¢ao de insulina, reduzir
a apoptose e promover a proliferagdo de células- pancredticas, além de reduzir a
resisténcia a insulina, inflamacdo e estresse oxidativo no musculo e tecido adiposo
(BABU; LIU; GILBERT, 2013). Além disso, tais compostos também podem agir
como inibidores de enzimas chave do metabolismo de carboidratos, como a alfa-
amilase e alfa-glicosidase, interferindo na absor¢do e regulacdo da glicose e,
consequentemente, na hiperglicemia (TRINH; STAERK; JAGER, 2016).

A enzima alfa-amilase (E.C. 3.2.1.1) em humanos ¢ expressa como duas
isoformas, secretadas das glandulas salivares e do pancreas. Essas enzimas
desempenham um papel na digestdo de polissacarideos como o amido, a principal
fonte de glicose na dieta humana (QIN et al., 2011). A alfa-amilase salivar (HSA)
inicia a hidrolise de ligacdes a- (1,4) glicosidicas do amido em pequenos
oligossacarideos. Mas a digestdo de carboidratos ocorre no intestino sob controle
da alfa-amilase pancreatica (HPA). Assim, a hidrélise de amido polimérico por

HSA e HPA produz maltose, maltotriose e outros oligdmeros, que sdo entdo



degradados em glicose pela alfa-glicosidase (LORDAN et al., 2013).

A alfa-glicosidase (EC 3.2.1.20), situada na mucosa das células intestinais,
hidrolisa oligossacarideos em glicose, a partir da hidrdlise da ligacao glicosidica a-
(1,4) sendo hidrolisados a mondmeros como maltase, isomaltase, lactase (PENG et
al., 2016). Logo, as duas hidrolases glicosidicas cumprem um papel chave no
metabolismo de carboidratos e, a inibi¢do dessas enzimas pode ser uma abordagem
efetiva para a diminui¢do da hiperglicemia pds-prandial e suas complicagdes pela
diminuic¢do da glicose absorvida (GAMBOA-GOMEZ et al., 2017). Ao observar a
inibicdo dessas enzimas ¢ muito Util e compensativo o uso de técnicas
computacionais para alinhar as pesquisas, e direcionar os testes in vitro e in vivo,
economizando tempo e custos. (MEO et al., 2016)

A interagao proteina-inibidor pode ser analisada por métodos in silico baseado no
ligante/inibidor ou na proteina, sendo que o ligante a ser testado ¢ entdo comparado
com outros inibidores ja conhecidos, avaliando a forma do composto e até os
possiveis grupos de interagdo com a proteina buscando aqueles mais semelhantes
(HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007). Baseado na proteina ou receptor pode
ser citado o docking; o sistema de docking macromolecular proteina-inibidor consiste
de duas etapas: um algoritmo de busca conformacional que envolve todos os graus de
liberdade do ligante (translacional, rotacional e conformacional) e uma funcio de
pontuacdo que ranqueia as provaveis posi¢des espaciais para um composto ou varios
provenientes de uma biblioteca de compostos (TROTT; OLSON, 2010). Essa
abordagem in silico € importante para presumir quais metabodlitos podem interagir
com determinada proteina € como € essa interagdo. Assim, torna-se possivel o
ranqueamento dos compostos e a selecdo daqueles com maior pontuag¢do para testes

in vitro (LO PIPARO et al., 2008).

Essa area de bioinformatica ¢ uma ferramenta que contribui cada vez mais em
diversas areas, como na farmacologia, como por exemplo, ao predizer aqueles
compostos com maiores propriedades farmacocinéticas, propriedades de absorcao,
distribuicao, metabolismo, eliminacao e toxicidade (LEI et al., 2017). Analisando a
“druglikeness”, propriedade de droga do composto, estudos indicam como esse se
comportaria no organismo, ¢ podendo também direcionar alteragdes na molécula

para aumentar parametros de interesse. (NEMBRI et al., 2016)

Desse modo, o presente trabalho visa identificar metabodlitos secundarios



provenientes de plantas da biodiversidade brasileira como potenciais inibidores das
enzimas responsaveis pela digestdo de carboidratos, alfa-amilase e alfa-glicosidase,
por meio de uma triagem in silico baseado em ligante, pela forma e pontos de
interacdo dos compostos, e avaliagdo da inibicdo desses metabdlitos in silico
através de interagdes com as enzimas por docking, ¢ de propriedades drug-like.
Assim, o presente estudo propicia o direcionamento e a identificagdo de
metabolitos secundarios que podem ser utilizados em ensaios in vitro e in vivo para
o desenvolvimento de novos farmacos que atuem no controle e tratamento de

complicagdes relacionadas ao diabetes mellitus.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Fazer uma triagem virtual de compostos derivados de plantas da biodiversidade
brasileira capazes de inibir as enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase com

propriedade drug-like.

2.2 Objetivos especificos

J Construir uma biblioteca in silico com os compostos de interesse.

. Gerar modelos por meio de forma e pontos farmacoforicos para cada
enzima.

J Realizar uma triagem virtual da biblioteca de compostos contra os modelos
gerados.

. Realizar ensaio in silico de docking com os compostos selecionados da

primeira triagem.

. Analisar a farmacocinética in silico dos melhores compostos no ensaio de
docking.

3. METODOLOGIA

3.1 Geracio de banco de dados de conformeros de ligantes

A biblioteca de compostos que foi usada na triagem virtual ¢ originaria do
banco de dados NuBBEdb (PILON et al., 2017), banco de dados de compostos

derivados da biodiversidade brasileira, como animais, microrganismos mas que



foram selecionados somente aqueles derivados de plantas. Esta biblioteca,
totalizando 1744 compostos, foi submetida ao programa FILTER do OMEGA
2.5.1.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS et al., 2010). O
FILTER ¢ um programa de rapida filtragem e sele¢ao de compostos que usa uma
combinacdo de calculos de propriedade fisicas e o conhecimento de grupos
funcionais. Ele foi usado antes da andlise experimental para remover compostos
indesejaveis, como compostos com fungdes tdxicas, com baixa biodisponibilidade
oral, com alta probabilidade de formar ligagdes covalentes com o alvo proteico e de

compostos com probabilidade de interferéncia no ensaio experimental.

Os 1018 compostos da biblioteca filtrada por meio do FILTER foram
submetidos ao programa QUACPAC 1.6.3.1, OpenEye Scientific Software, Santa
Fe, NM (http://www.eyesopen.com) com o intuito de gerar compostos com cargas
precisas ou pelo menos representadas de forma consistente. Para tanto, o
QUACPAC enumera o pKa e os tautdmeros de cada composto, a fim de obter os
estados de protonagdo no estado em Ph 7 e os possiveis tautdmeros para cada

molécula.

Apos a enumeracao de pKa e tautdmeros a biblioteca de compostos foi submetida
a geragdo de conformeros por meio do programa OMEGA (HAWKINS et al., 2010). O
OMEGA gera bancos de dados de multi-conférmeros bioativos de compostos com
alta velocidade e confiabilidade. A geracdo de conformeros ¢ um passo essencial
para a triagem virtual utilizando modelos baseado em forma, pois estes dependem de

conformagdes bioativas para alcangar resultados satisfatorios.
3.2 Geracio do modelo baseado em forma

Visando a triagem virtual da biblioteca de ligantes, dois modelos foram gerados
baseado na forma e interacdes do ligante acarbose em complexo com a alfa-
amilase salivar humana (PDB id: 3BAJ) e a alfa-glicosidase humana (PDB id:
SNNS8). O programa ROCS 3.2.0.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM
(HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007). ROCs ¢ um programa baseado no
método de comparagdo de forma, com base na ideia de que as moléculas tém
forma semelhante se os seus volumes se sobrepoe adequadamente. Embora ROCS
seja primariamente um método baseado em forma, o usudrio pode definir para
regides especificas do modelo, caracteristicas quimicas descritas como: doadoras

de hidrogénio, aceptoras de hidrogénio, anions, cations, hidrofobicas e regides de



anéis aromaticos.
3.3 Triagem virtual em banco de dados de compostos e valida¢ao

O modelo baseado em forma previamente gerado por meio do ligante
acarbose serviu de base para triagem nas bibliotecas de ligantes. A triagem virtual
foi realizada pelo programa ROCs e consiste em utilizar baseado em forma e
pontos farmacoforicos, para a sobreposicdo de moléculas advindas do banco de
dados de conformeros. O ROCS ¢ uma técnica rapida e realiza a triagem virtual a

uma taxa de 600-800 conférmeros por segundo.

Para facilitar a compreensdo exata, interpretagdo e comparacao de triagem
virtual o ROCS contém métodos de validagdo estatistica dos resultados alcancados
na triagem. Foram utilizados nesta validagdo a curva ROC (caracteristica de
operagdo do receptor) e AUC (4area abaixo da curva). A curva ROC representa a
comparagdo de compostos ativos versus decoys (ligantes ndo relacionados com o
alvo proteico e potencialmente inativos) e a AUC, extraida do grafico da curva
ROC, ¢ simplesmente a probabilidade de que um composto ativo escolhido
aleatoriamente tenha uma pontuag¢do maior do que um composto inativo escolhido
aleatoriamente. Para a constru¢ao da curva ROCS e obtenc¢do do valor de AUC
foram utilizados ligantes biologicamente ativos obtidos a partir do banco PDB e
Chembl, contra as proteinas alfa-amilase (CHEMBL1233515, 1XCW, 1XCX,
1XDO0, 1XDI, 2QV4 e 21J9) e alfa-glicosidase (CHEMBL465360, 3L4T, 3L4U,
314V, 3L4X, 3L4Y e 3L4Z). Os decoys foram gerados na plataforma online DUD-
E (MYSINGER et al., 2012) que utiliza ligantes ativos para gerar um conjunto de
209 e 290 ligantes decoys respectivamente. Desta forma, foi possivel avaliar a
qualidade o modelo farmacoforico gerado a partir da acarbose, por meio da

sobreposicao e comparagdo dos resultados entre ligantes ativos e decoys.
3.4 Analise de docking molecular

As bibliotecas de compostos geradas a partir da busca pelos modelos
baseados em forma foram submetidas a técnica de ancoragem molecular ou
docking. O método de docking molecular requer técnicas computacionais com
potencial para investigar um grande numero de solugdes possiveis, com o intuito de
encontrar a solugdo 6tima, ou seja, aquela que melhor atende as necessidades do

sistema. Dentre os algoritmos utilizados para a constru¢do de modelos utilizando



docking destacam-se os algoritmos genéticos. Algoritmos genéticos sdo algoritmos
evolucionarios pertencentes a uma classe de métodos estocasticos de otimizacao
global, e sdo inspirados no processo bioldgico de evolucdo das espécies e na teoria
da sobrevivéncia do mais apto de Darwin.
O programa AutoDock vina (TROTT; OLSON, 2010), utilizado para esse trabalho
possui um algoritmo genético adicional chamado Lamarckiano, que ¢ um hibrido
com busca local. A cada geracdo uma por¢ao da populacido ¢ escolhida ao acaso
para a busca local, assim o individuo escolhido substitui o anterior.

Entdo as duas proteinas alfa-amilase (PDB id: 3BAJ) e alfa-glicosidase (PDB
id: SNN8) foram previamente preparadas no Discovery Studio 4.5 em que foram
removidos os ligantes, e moléculas de agua, depois com o autodocktools (TROTT;
OLSON, 2010) foi adicionado hidrogénios polares e geradas as proteinas em
PDBQT. Os compostos foram preparados pelo software PyRx (DALLAKYAN;
OLSON, 2014), em que foram otimizadas suas energias ¢ geradas na forma de
PDBQT. O docking utilizando o autodock VINA foi estabelecido com uma grid
Box de dimensdes 34x31x35 para a alfa-amilase e para a alfa-glicosidase
34x34x35, e ambos com exaustividade igual a 8. Apds o docking foram analisadas
as interagdes dos compostos com os residuos dos sitios ativos de ambas enzimas, a
partir do Server PoseView (FRICKER; GASTREICH; RAREY, 2004;
STIERAND; MAAS; RAREY, 2006).

3.5 Analise de Propriedades drug-like in silico

Propriedades biologicas dos compostos selecionados apds a ancoragem foram
avaliadas com auxilio do programa pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER,
2015). Uma plataforma integrada para prever resultados farmacocinéticos e
toxicologicos usando assinaturas baseadas em grafos, uma representagdo
matematica de entidades quimicas, das quais diferentes descritores abrangendo
tanto a estrutura da molécula como a quimica podem ser extraidos. Juntamente com
dados experimentais sobre propriedades particulares de interesse, esses descritores
podem entdo ser usados como evidéncias para treinar modelos preditivos altamente
precisos através de métodos de aprendizado de maquina. Essas assinaturas foram
usadas para avaliar treze compostos, de acordo com para 14 modelos de regressao
quantitativa e 16 modelos de classificacdo preditiva para prever uma ampla

disposi¢do das propriedades ADMET.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem virtual por modelo baseado em forma

Ap0s a geracdo da biblioteca com um total de mais de 100 mil conférmeros, os
modelos gerados conforme a figura 1, para a alfa-amilase (A) e para a alfa-glicosidase
(C), foram validados com a rocs curve obtendo um AUC de 0.825 para amilase (B) e
0.832 para glicosidase (D), considerados valores bons de validagdo. Sendo para a
amilase um modelo com 5 grupos aceptores e doadores, 1 grupo aceptor, 1 grupo
doador, 1 grupo cation doador e grupo hidrofobico; e para entdo alfa-glicosidase 3
grupos aceptores e doadores, 3 grupos aceptores, 2 grupos doadores e 1 grupo céation

doador.

Figura 1 — Modelo baseado em forma e pontos farmacoforicos para a alfa-amilase

(A) e para a alfa-glicosidase (C), com suas respectivas validagdes (B) e (D).

Ap6s a geracdo do modelo, foi feita entdo a triagem virtual da biblioteca de
compostos contra 0 modelo. Gerando assim uma pontuagdo TanimotoCombo para
cada modelo, que se baseia tanto na similaridade de estrutura, quanto grupos

funcionais. Foram ranqueados os 200 melhores resultados para cada, desses 200



melhores de cada modelo, selecionados aqueles em comum mostrados na tabela 1,

totalizando 67 compostos.

Tabela 1 — Triagem virtual por modelo baseado em forma e pontos farmacoforicos

para alfa-amilase e alfa-glicosidase utilizando a pontuagdo de TanimotoCombo.

Compostos TanimotoCombo TanimotoCombo
(Alfa-amilase) (Alfa-glicosidase)
NuBBE 2418 0,690 0,785
NuBBE_391 0,628 0,776
NuBBE 1169 0,542 0,762
NuBBE 1208 0,646 0,761
NuBBE_558 0,547 0,747
NuBBE 127 0,572 0739
NuBBE 412 0,555 0,735
NuBBE 579 0,597 0,727
NuBBE_ 2330 0,656 0,722
NuBBE_ 1664 0,570 0,710
NuBBE_980 0,539 0,710
NuBBE_ 557 0,640 0,709
NuBBE 981 0,558 0,708
NuBBE 581 0,570 0,706
NuBBE 1406 0,545 0,706
NuBBE_ 2446 0,544 0,704
NuBBE_1191 0,636 0,703
NuBBE_876 0,625 0,702
NuBBE 1482 0,563 0,698
NuBBE_985 0,575 0,698
NuBBE 2373 0,567 0,697
NuBBE 1184 0,571 0,696
NuBBE_1666 0,591 0,693

NuBBE_2473 0,570 0,690
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NuBBE_584
NuBBE_1399
NuBBE_927
NuBBE_583
NuBBE_538
NuBBE_537
NuBBE_2370
NuBBE_1050
NuBBE_385
NuBBE_1856
NuBBE_1419
NuBBE_212
NuBBE_554
NuBBE_2162
NuBBE_2329
NuBBE_536
NuBBE_1426
NuBBE_585
NuBBE_1983
NuBBE_2369
NuBBE_1186
NuBBE_104
NuBBE_1845
NuBBE_1858
NuBBE_2372
NuBBE_1279
NuBBE_351
NuBBE_1479
NuBBE_556
NuBBE_1049
NuBBE 2371
NuBBE_877
NuBBE_1861

0,565
0,542
0,562
0,681
0,607
0,553
0,606
0,544
0,635
0,561
0,568
0,544
0,619
0,611
0,706
0,576
0,569
0,582
0,559
0,546
0,554
0,561
0,539
0,570
0,629
0,577
0,574
0,560
0,544
0,540
0,555
0,581
0,567

0,689
0,687
0,687
0,686
0,686
0,686
0,686
0,684
0,683
0,681
0,680
0,680
0,678
0,676
0,675
0,670
0,670
0,669
0,668
0,666
0,666
0,665
0,664
0,657
0,655
0,650
0,650
0,649
0,648
0,647
0,647
0,645
0,644
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NuBBE_82 0,567 0,643

NuBBE_ 1324 0,570 0,643
NuBBE_1556 0,588 0.642
NuBBE_1304 0,569 0,640
NuBBE_2083 0,549 0,639
NuBBE 1029 0,540 0,637
NuBBE_1670 0,596 0,636
NuBBE_1051 0,541 0,635
NuBBE_1665 0,565 0,635
NuBBE 214 0,587 0,635
4.2 Docking Molecular

Depois da triagem virtual os 67 compostos em comum foram utilizados para o
docking molecular pelo AutoDock Vina, em que foi obtido valores de afinidade em
kcal/mol para cada composto predito. Destes, 13 obtiveram valores melhores que o
controle acarbose para as duas enzimas concomitantemente, como mostrado na tabela
2. Essas moléculas foram entdo avaliadas quanto as suas interagdes com as enzimas,
mostrada nas figuras 2 e 3, avaliados quais residuos entdo interagindo em cada
enzima, tabela 3 e 4.

Tabela 2 — Principais compostos do docking molecular com as enzimas alfa-amilase

e alfa-glicosidase

Codigo Classe Nome Score Score
NuBBE (kcal/mol) (kcal/mol)
Acarbose* 9.1 -6.8
Terpenos: Sitosterol-3-O-B-D-
NuBBE 391 Esterproi deé glicopiranosideo; 3-p-D- 9.4 -7.7
glicosilsitosterol; Daucosterol
5-[3"-(B-D-
NuBBE_412 Lignoides gl1cop1ranos1lgi((1¥)2(')_pll]-7-metox1- 93 71

metilenodioxifenil)benzofurano
Flavonoide: Kaempferol-3-O-a-L-(4"-E-p-

NuBBE_557 . . -9.5 -8.4
- Flavonol coumaroil)-rhamnosideo
NuBBE_558 Flavonoide: Kaempferol.—S—O—a—L—(érl -Z-p- 106 9
Flavonol coumaroil)-rhamnosideo
NuBBE 584 Derivados Criptopiranmoscatona B2 -9.5 -8.2

11



NuBBE_1029
NuBBE_1050

NuBBE_1184

NuBBE_1426

aromaticos:

Estiril
Pirona
1- (5,7-dihidroxi-2,2-
NuBBE_876 Chalconas dimetilcroman-6-il)-3-(2,2- -10.3 -8.4
dimetillcroman- 6-il)propan-1-ona
1-(5,7-dihidroxi-2,2-
dimetilcroman- 6-il)-3-[4-hidroxi-
NuBBE 877  Chalconas 3-(3-metilbut-2-en-1-il)- 9.5 -8
fenil]propan-1-ona
Flavonoides: Catequina-3-O-(3"-O-trans-
) . . . -9.9 -8.8
Flavonol cinamoil)-a-ramnopiranosideo
Terpenos: Odoratol 9.8 8.5
Triterpenos
Derivados  Acido elagico 3,4'-di-O-metil 4-O- 102 81
Aromaticos B-D-6"-O-acetilglicopiranosideo ' '
1-(5,7-dihidroxi-2,2-
dimetilcroman-6-il)-3-(1,1,4a-
NuBBE_1208  Chalconas trimetil-2,3,4,4a,9a-hexahidro-1H- -11.4 7.8
xantina-7-il)propan-1-ona
NuBBE 1419  Lignoides (+)-piperitol-y,y-dimetilalileter -9.5 -8.5
Terpenos: Melianodiol 105 8.4
Triterpenos

O docking da alfa-amilase com a acarbose gerou um valor score de -9,1
kcal/mol e os compostos da tabela 2 obtiveram valores de -9,3 a -11,4 kcal/mol os
principais. Quanto aos aminoacidos de interacdo, ja foi descrito que aqueles
cataliticos no sitio ativo da alfa-amilase sdo Aspl197, Glu233, Asp300(BRAYER;
LUO; WITHERS, 1995). A tabela 3 detalha quais sao esses residuos de interagdo e o
tipo de intera¢do para cada um dos compostos.

As interagdes, conforme a tabela 3, sugerem que no controle acarbose ocorre
oito ligagdes de hidrogénio, e interagdes com dois dos aminoacidos principais. Os
compostos NuBBE 412, NuBBE 557, NuBBE 558, NuBBE 877, NuBBE 1029,
NuBBE 1184, NuBBE 1419 tem a possibilidade de interagirem com alguns dos 3
aminodcidos cataliticos principais, € 0 NuBBE 584 ¢ NuBBE 1208 interagirem com
os 3 aminoacidos mostrando-se potenciais inibidores. Outros aminoacidos como
Trp59, Tyr62 e GIn63 mostram-se potenciais aminoacidos para interagdo (RASOULI
etal., 2017).
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Figura 2 — Interagdes com a alfa-amilase dos compostos: NuBBE 391 (A),

NuBBE 412 (B), NuBBE 557 (C), NuBBE 558 (D), NuBBE 584 (E), NuBBE 876
(F), NuBBE 877 (G), NuBBE 1029 (H), NuBBE 1050 (I), NuBBE 1184 (J),
NuBBE 1208 (K), NuBBE 1419 (L), NuBBE 1426 (M), Acarbose (N).

Tabela 3 — Treze melhores compostos do docking e os residuos de interacdo da

enzima alfa-amilase

Compostos Residuos de interaciao
Acarbose His201 (ligagdo de H); Thr163 (ligagdo de H); Arg195 (ligacao de H); His299

(ligagao de H); Asp300 (ligacdo de H); Lys200 (ligagao de H); Glu233 (ligacdo
de H); Leul65 (hidrofébica)

NuBBE_391 Trp59 (hidrofobica); Tyr62 (hidrofobica); His201 (ligagdo de H); Tyr151 (ligagdo
de H)

NuBBE 412 Tyr62 (hidrofobica); Trp59 (hidrofobica); TrpS9 (w- m interacao); Glu233 (ligacao
de H); GIn63 (ligagdo de H)

NuBBE_557 Trp59 (hidrofobica); Trp59 (x - m interacdo); His201 (ligagdo de H); [1e235
(hidrofdbica); Lys200 (ligacao de H); Asp197 (ligagdo de H)

NuBBE_558 His201 (ligagao de H); GIn63 (ligacdo de H); Glu233 (ligagao de H); Trp59
(ligacdo de H); Ala106 (ligacao de H); Thr163 (ligagéo de H); Leul62
(hidrofobica)

NuBBE_584 His201 (hidrofobica); [1e235 (hidrofébica); Thr163 (ligacdo de H); Asp197
(ligagdo de H); Asp300 (ligagdo de H); Glu233 (ligagao de H);

NuBBE_876 Trp59 (hidrofobica); Tyr62 (hidrofobica); Leul62 (hidrofobica); Leul65
(hidrofdbica); GIn63 (ligagao de H); Val107 (hidrofobica)

NuBBE_877 Trp59 (hidrofobica); Trp59 (n -  interagdo); Tyr62 (hidrofobica); Tyr62 (m - &
interacdo); Thr163 (ligacdo de H); Glu233 (ligacao de H); Argl95 (ligacao de H)

NuBBE 1029 Tyr62 (n -  interagdo); Thr163 (ligagdo de H); Asp197 (ligacdo de H); His299
(ligacdo de H); His305 (ligacdo de H); GIn63 (ligacdo de H); IleS1 (hidrofobica)

NuBBE 1050 Trp59 (hidrofobica); Tyr62 (hidrofobica); Leul62 (hidrofébica); 1le235
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NuBBE_1184

NuBBE_1208

NuBBE_1419

NuBBE_1426

(hidrofobica); Tyr151 (Ligacao de H)

Trp59 (hidrofébica); Trp59 (7 - & interagdo); His201 (ligagdo de H); GIn63
(ligagao de H); His299 (ligacao de H); Argl95 (ligacao de H); Asp300 (ligagao de
H); Glu233 (ligacao de H);

Tyr62 (hidrofobica); Leul65 (hidrofobica); Asp300 (ligacao de H); Asp197
(ligagdo de H); Try151 (hidrofobica); Glu233 (ligacdo de H); Lys200 (ligagdo de
H); le235 (hidrofobica);

Tyr62 (hidrofébica); Tyr62 (« -  interag@o); Trp59 (hidrofobica); Asp300
(ligacdo de H);

Trp59 (hidrofobica); His201 (ligagdo de H); GIn63 (ligagdo de H); 1le235
(hidrofébica); Leul 65 (hidrofobica); Thr163 (ligagdo de H)

Para a alfa-glicosidase, o controle positivo acarbose obteve -6,8 kcal/mol de

score enquanto que os compostos da tabela 2 sugerem melhor score com valores de -

7,1 a -9 kcal/mol. Quanto as interagdes e quais residuos de interacao, foi feita a

comparagdo com o controle, uma vez que a alfa-glicosidase humana foi publicada

recentemente

no PDB (ROIG-ZAMBONI et al., 2017). Trabalhos anteriores

realizaram docking e analises computacionais em modelos por homologia (LUTHRA

etal., 2017).

A acarbose teve possiveis interacdes de hidrogénio com os residuos Arg600,

Asp282, Asp616, Asp404 e His674, enquanto que os compostos que obtiveram pelo

menos uma interagdo com esses residuos sao Nubbe 391, Nubbe 1184, Nubbe 557,

Nubbe 558, Nubbe 1029, Nubbe 877, Nubbe 1426.
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Figura 2 — Interagdes com a alfa-amilase dos compostos: NuBBE 391 (A),

NuBBE 412 (B), NuBBE 557 (C), NuBBE 558 (D), NuBBE 584 (E), NuBBE 876
(F), NuBBE 877 (G), NuBBE 1029 (H), NuBBE 1050 (I), NuBBE 1184 (J),
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enzima alfa-glicosidase.

Tabela 4 — Treze melhores compostos do docking e os residuos de intera¢ao da

Compostos Residuos de interacgio
Acarbose Arg600 (ligacao de H); Asp282 (ligagdo de H); Asp616

(ligagao de H); Asp404 (ligacao de H); His674 (ligagao de
H)

NuBBE 391 Trp481 (hidrofébica); Leu678 (hidrofobica); Trp376
(hidrofobica); Phe525 (hidrofobica); Arg600 (ligacao de
H); Asp282 (ligagdo de H)

NuBBE 412 Trp481 (hidrofébica); Phe525 (hidrofobica); Phe525 (w - =
interagao)

NuBBE_ 557 Trp481 (hidrofébica); Asp282 (ligagdo de H); Arg281
(ligagao de H); Ala284 (ligacao de H); Asp518 (ligacao de
H); Leu677 (ligacao de H);

NuBBE_ 558 Phe525 (m- m interagdo); Asp282 (ligagdo de H); Asp616
(ligacdo de H); Gly651 (ligacao de H); Phe525
(hidrofdbica); Leu650 (hidrofobica); Ser676 (ligagao de H)

NuBBE_584 Arg281 (ligagio de H)

NuBBE_876 Asn524 (ligagdo de H)

NuBBE_877 Phe525 (m - & interacdo); Asp282 (ligagdo de H); Phe525
(hidrofobica); Trp481 (hidrofobica);

NuBBE 1029 Arg281 (ligacao de H); Asn524 (ligacao de H); Asp282
(ligagao de H); Ser523 (ligagao de H); Trp376
(hidrofobica);

NuBBE_1050 Phe525 (hidrofobica); Ala555 (ligagdo de H)

NuBBE 1184 Asp282 (ligacao de H); Asp616 (ligagao de H); Met519
(ligacdo de H)

NuBBE 1208 Phe525 (7 - © interacdo); Phe525 (hidrofobica); Trp481
(hidrofobica); Trp376 (hidrofobica); Leu678 (hidrofobica)

NuBBE_1419 Nenhuma interagdo
Trp481 (hidrofdbica); Trp376 (hidrofobica); Asp282

NuBBE 1426 (ligacdo de H)

4.3 Analise farmacocinética

Com os melhores compostos preditos no docking, foi avaliado a propriedade
de drogas, avaliando a farmacocinética como absorc¢do, distribuicdo, metabolismo,
eliminacdo e toxicidade de cada composto. Os resultados indicam quanto a absor¢ao,
uma absor¢ao intestinal mais que 60% sendo, uma boa absorcao.

Para o volume de distribuicdo (VDss) somente os valores de NuBBE 391,
NuBBE 412 ¢ NuBBE 1426 foram considerados baixos, log L/kg < -0,15, e os
compostos NuBBE 558, NuBBE 1029, e NuBBE 1208 foram considerados altos
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com valores de log L/’kg > 0,45 indicando uma maior afinidade pelo tecido desses
compostos.

Quanto ao metabolismo, foi avaliada a inibi¢do do citocromo p (CIP)
sugerindo que nenhum dos compostos ¢ provavel de inibir 2 familias de CIP. E para a
eliminagdo total que pode ser utilizada para determinar a dosagem a ser aplicada e
concentragdo da droga.

A toxicidade foi mensurada através dos parametros AMES e de
hepatotoxicidade, e indicou que apenas o composto NuBBE 584 foi toxico para
AMES, sendo possivel de ser carcinogénico, e o composto NuBBE 1050 foi predito

como hepatotoxico.

Tabela 5 — Propriedades farmacocinéticas, como absor¢ao intestinal, volume de
distribuicao (VDss), inibi¢do de citocromo P, eliminagdo total, avaliagdo de

carcinogénese pelo método AMES e hepatotoxicidade.

Absorc¢ao VDss Eliminacao

§3nggE intestinal (log ini(lj)IidPor Total(log tolyiilzgg:de Hepatotoxicidade
(%absorvida) L/kg) ml/min/Kg)
NuBBE 391 79,677 -1,163 Nao 0,689 Nao Nao
NuBBE 412 67,816 -0,462 Nao -0,053 Nao Nao
NuBBE_557 76,973 -0,03 Nao 0,225 Nao Nao
NuBBE_558 70,04 1,085 Nao -0,396 Nao Nao
NuBBE_584 91,987 0,037 Nao 1,448 Sim Nao
NuBBE_876 91,777 0,406 Nao 0,111 Nao Nao
NuBBE_877 89,164 0,444 Nao 0,432 Nao Nao
NuBBE_1029 71,08 0,901 Nao 0,189 Nao Nao
NuBBE_1050 93,448 0,004 Nao 0,371 Nao Sim
NuBBE 1184 97,522 0,159 Nao 0,765 Nao Nao
NuBBE_1208 92,09 0,594 Nao -0,187 Nao Nao
NuBBE 1419 96,262 -0,031 Nao 0,06 Nao Nao
NuBBE_1426 97,661 -0,293 Nao 0,228 Nao Nao

Os principais compostos sao classificados principalmente como polifendis, o
que inclui flavonois, chalconas, dentro de flavonoides, lignoides, € outros fenolicos

como os derivados aromaticos, os polifendis tem uma importancia muito grande na
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atuacdo contra a diabetes, como ja foi descrita a sua atuagdo modelos in vitro e in
vivo (WILLIAMSON et al., 2017).

Comegando com o Kaempferol-3-O-a-L-(4"-E-p-coumaroil)-ramnosideo,
Kaempferol-3-O-a-L-(4"-Z-p-coumaroil)-ramnosideo e Catequina-3-O-(3"-O-trans-
cinamoil)-o-ramnopiranosideo, que em suas formas simples ja foram bem descritas
suas atividades individuais antioxidante (ZHU; ZHANG, 2014), anti-inflamatoria
(GRIFFITHS et al., 2016), bem como atividade hepatoprotetora (JUSTINO et al.,
2017) e inibigdo das hidrolases glicosidicas, (SATOH et al., 2015). De acordo com o
NuBBEdb, mostrado na tabela 6, estes compostos sdo oriundos da planta Qualea
grandiflora (familia Vochysiaceae). Familia que também ja foi descrito no laboratério
para a espécie Vochysia rufa resultados importantes na atenuagcdo do estresse
oxidativo em ensaios in vivo de modelo de indugdo diabética por estreptozotocina
(DE GOUVEIA et al., 2017).

Também outros flavonoides, as chalconas 1- (5,7-dihidroxi-2,2-dimetilcroman-
6-il)-3-(2,2-dimetillcroman-6-il)propan-1-ona, 1-(5,7-dihidroxi-2,2-dimetilcroman- 6-
il)-3-[4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)-fenil]propan-1-ona e 1-(5,7-dihidroxi-2,2-
dimetilcroman-6-il)-3-(1,1,4a-trimetil-2,3,4,4a,9a-hexahidro-1H-xantina-7-il)propan-
l-ona mostraram o6timos resultados no docking um recente estudo descreveu
atividades inibitorias da classe das chalconas contra as enzimas alfa-amilase e alfa-
glicosidase (SUN et al., 2017). No banco de dados todas as chalconas descritas neste
trabalho sdo de origem da Metrodorea stipularis (familia Rutaceae), mostrando o
potencial dessas atividades para esta espécie, que pode ainda ser explorado.

Outros polifendis sdo os lignoides 5-[3"-(B-D-glicopiranosiloxi)propil]-7-
metoxi-2-(3',4"-metilenodioxifenil)benzofurano e (+)-piperitol-y,y-dimetilalileter, no
qual os lignoides j& foram descritos para a inibicdo da alfa-glicosidase (NGUYEN et
al., 2017) e derivados aromaticos criptopiranmoscatona B2 e Acido elagico 3,4'-di-O-
metil-4-O-B-D-6"-O-acetilglicopiranosideo que um analogo ja foi descrito para
inibi¢do da alfa-glicosidase (MUTHENNA; AKILESHWARI; REDDY, 2012).

Além dos polifendis outros compostos que também podem ter atividade foram
os terpenos. Os resultados revelaram dois triterpenos € um esteroide. Odoratol e
Melianodiol, os triterpenos incluidos, em que a classe de triterpenos ja foi
demonstrada a inibicdo das duas enzimas (ZHANG et al.,, 2017). Esteroide
daucosterol tem sido descrito como inibidor da glicosidase (SHENG et al., 2014), o

daucosterol estd presente em diversas plantas da diversidade brasileira, de acordo com
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o banco de dados, como Qualea grandiflora (Vochysiaceae), Cupania vernalis
(Sapindaceae) e Cedrela fissilis (Meliaceae).

No presente estudo observou-se diferentes compostos da flora brasileira tém
potencial para a inibi¢do das hidrolases glicosidicas. Destaca-se também compostos
ainda nao referidos como inibidores para a alfa-amilase, como derivados de acido
galico, lignoides, flavonoides glicosilados aciladosacilados diastereoisomericos,
chalconas (RASOULI et al., 2017, JHONG et al., 2015).

Os resultados revelam cinco compostos principais com os melhores valores de
afinidade no docking, interagdo com os principais residuos das duas enzimas, e
singularmente resultados favoraveis nos parametros farmacocinéticos e de toxicidade
preditos, estes compostos foram os seguintes: Acido elagico 3,4'-di-O-metil 4-O-B-D-
6"-O-acetilglicopiranosideo (NuBBE 1184), Kaempferol-3-O-a-L-(4"-E-p-
coumaroil)-rhamnosideo (NuBBE 557), Kaempferol-3-O-a-L-(4"-Z-p-coumaroil)-
rhamnosideo (NuBBE _558), Catequina-3-0O-(3"-O-trans-cinamoil)-a-
ramnopiranosideo (NuBBE 1029) e 1-(5,7-dihidroxi-2,2-dimetilcroman- 6-il)-3-[4-
hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)- fenil|propan-1-ona (NuBBE 877).

Portanto, o estudo de docking e dragabilidade de compostos da biodiversidade
depositados no banco NuBBEdb, que apresentaram os melhores resultados estdo
referenciados no NUBBEdb como pertencentes a espécies de sete familias como

descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Treze melhores compostos e sua respectiva origem vegetal da

biodiversidade brasileira.

Codigo

NuBBE Classe Nome Origem (NuBBEdb)

Siphoneugena
densiflora(Myrtaceae),;
Khaya
senegalensis(Meliaceae);
Qualea
grandiflora(Vochysiaceae
), Trichilia claussenii
(Meliaceae); Esenbeckia
grandiflora (Rutaceae);
Spathelia excelsa
(Rutaceae); Khaya
anthotheca (Meliaceae),

Sitosterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo; 3-B-D-
glicosilsitosterol; Daucosterol

Terpenos:

NuBBE_391 Esteroides
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NuBBE_412

NuBBE_557

NuBBE_558

NuBBE_584

NuBBE_876

NuBBE_877

NuBBE_102¢

NuBBE_105(

NuBBE_1184

NuBBE_120§

NuBBE_141¢

NuBBE_142¢

Lignoides

Flavonoide:
Flavonol

Flavonoide:
Flavonol
Derivados

aromaticos:

Stiril Pirona

Chalconas

Chalconas

Flavonoides
: Flavonol

Terpenos:
Triterpenos

Derivados
Aromaticos

Chalconas

Lignoides

Terpenos:
Triterpenos

5-[3"-(B-D-
glicopiranosiloxi)propil]-7-
metoxi-2-(3',4'-

coumaroil)-rhamnosideo

Kaempferol-3-O-a-L-(4"-Z-p-

coumaroil)-rhamnosideo

Criptopiranmoscatona B2

1- (5,7-dihidroxi-2,2-
dimetilcroman-6-il)-3-(2,2-

metilenodioxifenil)benzofurano
Kaempferol-3-O-a-L-(4"-E-p-

dimetillcroman- 6-il)propan-1-

ona
1-(5,7-dihidroxi-2,2-

3-(3-metilbut-2-en-1-il)-
fenil Jpropan-1-ona
Catequina-3-O-(3"-O-trans-

cinamoil)-a-ramnopiranosideo

Odoratol

Acido elagico 3,4'-di-O-metil 4

0-B-D-6"-O-
acetilglicopiranosideo
1-(5,7-dihidroxi-2,2-

dimetilcroman-6-il)-3-(1,1,4a-
trimetil-2,3,4,4a,9a-hexahidro-
1H-xantina-7-il)propan-1-ona

dimetilcroman- 6-il)-3-[4-hidroxi-

(+)-piperitol-y,y-dimetilalileter

Melianodiol

Toona ciliata
(Meliaceae); Cedrela
fissilis (Meliaceae);

Cupania vernalis
(Sapindaceae),
Dilodendron bipinnatum
(Sapindaceae)

Styrax ferrugineus
(Styracaceae)

Qualea grandiflora
(Vochysiaceae)
Qualea grandiflora
(Vochysiaceae)

Cryptocarya moschata
(Lauraceae)

Metrodorea stipularis
(Rutaceae)

Metrodorea stipularis
(Rutaceae)

Vochysia thyrsoidea
(Vochysiaceae)
Cedrela odorata
(Meliaceae)

Siphoneugena densiflora
(Myrtaceae)

Metrodorea stipularis
(Rutaceae)

Raulinoa echinata
(Rutaceae); Zanthoxylum
petiolare (Rutaceae)
Raulinoa echinata
(Rutaceae);
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5. CONCLUSAO

A triagem virtual e posteriormente o docking, indicaram polifenois principalmente
flavonoides, como os mais promissores compostos para a inibicao das duas enzimas.
Destacam-se os compostos Acido elagico 3,4'-di-O-metil 4-O-B-D-6"-O-
acetilglicopiranosideo (NuBBE 1184), Kaempferol-3-O-a-L-(4"-E-p-coumaroil)-
rhamnosideo (NuBBE 557), Kaempferol-3-O-a-L-(4"-Z-p-coumaroil)-rhamnosideo
(NuBBE _558), Catequina-3-0-(3"-O-trans-cinamoil )-a-ramnopiranosideo
(NuBBE 1029) e 1-(5,7-dihidroxi-2,2-dimetilcroman-6-il)-3-[4-hidroxi-3-(3-
metilbut-2-en-1-il)-fenil[propan-1-ona (NuBBE 877). Estes compostos encontrados
nas espécies da flora brasileira além de poderem ser bons inibidores das duas
hidrolases glicosidicas, podem também ser potenciais drogas como indicado pela
predicdo de farmacocinética indicando parametros ADMET favoraveis. Como
perspectivas este estudo indica que acesso aos compostos aqui revelados podera
possibilitar a confirmacdo biologica de suas atividades de inibicdo das alfa-amilases
e alfa-glicosidases, e a possivel utilizacdo dos mesmos como modelos para

descoberta de novos farmacos.
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