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RESUMO

A maléria é considerada como uma doenga infecciosa, ndo contagiosa de evolucdo cronica
com manifestacdes episodicas de carater agudo, a qual aflige milhdes de pessoas nas zonas
tropicais e subtropicais do globo. Os vegetais representam fonte de moléculas ativas para
diversas enfermidades, incluindo a malaria. Através de procedimentos fitoquimicos, pode-se
estudar o metabolismo secundario desses vegetais onde se esperam encontrar novas fontes de
tratamento para a malaria. O presente estudo teve como objetivo geral identificar moléculas
oriundas de fontes naturais capazes de inibir a proteina ATPase-Ca*? do Plasmodium
falciparum (PfATP6). O alvo molecular foi o modelo do receptor PfATP6, obtido por
modelagem comparativa. Foi realizado através do programa AutoDock Vina 1.1.2. uma
triagem em bancos de dados com o objetivo de selecionar os 10 ligantes mais promissores,
com determinagédo das energias de afinidade. Posteriormente, foram realizados testes com 0s
extratos hidrometandlico e cloroférmico da espécie de Cenostigma macrophyllum Tul. Os
padrdes dos biflavonoides agatisflavona e amentoflavona foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia por Deteccdo de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) para
identificacdo da presenca destes metabdlitos na espécie. A validagdo do método
cromatografico levou em consideracdo os parametros seletividade, linearidade, precisdo,
exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Os resultados de acoplamento
molecular apresentaram variacao energética proxima entre os 10 compostos selecionados (1
kcal/mol). De posse dos resultados do acoplamento molecular foram estudadas as interagdes
intermoleculares da agatisflavona e amentoflavona com o receptor PFATP6 comparando-os
com os valores obtidos para a tapsigargina. Dado os valores de energia de afinidade, os
compostos amentoflavona -10,0 Kcal/mol e agatisflavona -9,7 Kcal/mol apresentaram
afinidade com o sitio ortostérico do receptor PFATP6, sendo essas interagdes sustentadas pela
natureza das interacOes intermoleculares identificadas. Através da comparagdo dos tempos de
retencdo e espectros de Ultra Violeta (UV) dos padrdes e amostras foi possivel identificar os
biflavonoides agatisflavona e amentoflavona nas folhas e casca do caule de C. macrophyllum.
A quantificacdo do biflavonoide agatisflavona variou de 22,25 a 0,012 pg de agatisflavona/g
de planta seca e da amentoflavona variou de 20,63 a 0,02 ug de amentoflavona/g de planta
seca. A analise dos parametros avaliados demonstrou que o método foi adequado para a
analise da agatisflavona e amentoflavona, apresentando-se em consonancia com as
especificacbes da legislacdo vigente. Percebe-se que 0s compostos amentoflavona e
agatisflavona podem atuar no receptor PFATP6, direcionando novos estudos de interacGes
nesse alvo bioldgico na perspectiva de controle da malaria. Desta forma € possivel sugerir que
existem compostos naturais presente no semiarido com possivel atividade antimalérica, no
qual a ferramenta da modelagem molecular associada as analises fitoquimicas pode guiar na
identificacdo de compostos bioativos e, por conseguinte no desenvolvimento de novos
farmacos.

Palavras-chave: PfATP6. Triagem virtual. Quantificacdo. Cenostigma macrophyllum.
Biflavonoides.



ABSTRACT

Malaria is considered a non-contagious chronic evolution with episodic manifestations of
acute character infectious disease, which afflicts millions of people in tropical and subtropical
areas of the world. Vegetables represent a source of active molecules for various diseases,
including malaria. Through phytochemical procedures, one can study the secondary
metabolism of these plants where they hope to find new sources of treatment for malaria. The
present study had as main objective to identify molecules derived from natural sources can
inhibit the ATPase-Ca 2 + protein of Plasmodium falciparum (PfATP6). The molecular target
was the model PFATP6 receiver, obtained by comparative modeling. Was performed using the
program AutoDock Vina 1.1.2. screening in databases with the aim of selecting the 10 most
promising ligands, with determination of the energies of affinity. Subsequently, tests with
hydromethanolic and chloroform extracts of the species of Tul Cenostigma macrophyllum
were performed. The patterns of agatisflavona and amentoflavone biflavonoids were analyzed
by High Performance Liquid Chromatography for Detection Arrangement Diodes (HPLC-
DAD) to identify the presence of these metabolites in the species. Validation of the
chromatographic method took into account the parameters selectivity, linearity, precision,
accuracy, limit of detection and limit of quantification. The results showed molecular next
coupling energy variation among the 10 selected compounds (1 kcal / mol). With the results
of the molecular coupling of the intermolecular interactions were studied and agatisflavona
amentoflavone with PfATP6 receiver comparing them with the values obtained for
thapsigargin. Since the energy values affinity the compounds amentoflavone -10.0 kcal / mol
and agatisflavona -9.7 kcal / mol ortostérico showed affinity for the receptor site of PFATPS,
these interactions being supported by the nature of intermolecular interactions identified. By
comparing the retention times and ultraviolet spectra (UV) of the standards and samples could
be identified agatisflavona amentoflavone and biflavonoids the leaves and stem bark of C.
macrophyllum. Quantification of agatisflavona biflavonoide ranged from 22.25 to 0.012 mg
of agatisflavona / g dry plant and amentoflavone ranged from 20.63 to 0.02 mg of
amentoflavone / g dry plant. The analysis of the parameters evaluated showed that the method
was suitable for the analysis of agatisflavona and amentoflavone, performing in line with the
specifications of the current legislation. It is noticed that the amentoflavone agatisflavona
compounds and can act in PFATP6 receiver, directing further studies of interactions in
biological target in perspective for malaria control. Thus, it is possible to suggest that there
are natural compounds present in semiarid with possible antimalarial activity, wherein the
molecular modeling tool associated with the phytochemical analysis can guide the
identification of bioactive compounds, and therefore the development of new drugs.

Keywords: PfATP6. Virtual screening. Quantification. Cenostigma macrophyllum.

Biflavonoids.
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1 INTRODUCAO

O nome maléria tem origem latina e literalmente significa “ar ruim”, pois acreditava-
se que a doenca resultasse de emanagdes de pantanos. Nomes alternativos, como paludismo e
impaludismo, sdo de origem francesa e ttm o mesmo significado. Outros sinGnimos, menos
comuns sdo: batedeira, carneirada, febre intermitente e febre palustre (CAMARGO, 2003). A
maldria é caracterizada como uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolugédo cronica,
com manifestacBes episodicas de carater agudo, a qual aflige milhGes de pessoas nas zonas
tropicais e subtropicais do globo (GARCIA, 2010).

Aproximadamente metade da populacdo mundial vive em areas que tem algum risco
de transmissdo de maldria e um quinto vive em areas consideradas de alto risco de
transmisséo da doenca (AREGWAI et al., 2008). Especula-se que 50% da mortalidade entre a
populacdo indigena no Brasil devem-se a maléria causada por Plasmodium falciparum
(CAMARGO, 2003; FRANCA et al., 2008).

O tratamento da malaria é complexo, longo e muitas vezes ineficaz devido a
reinfeccdo do paciente, fendmeno muito comum em regiGes endémicas. Em varios paises,
incluindo o Brasil, a quimioterapia da malaria é feita empregando-se uma combinacdo de
derivados quinolinicos e artemisininicos (ex.: artesunato + mefloquina, ASMQ) como
tratamento padrdo em casos ndo complicados partindo da evidéncia de resisténcia aos
farmacos quinolinicos atuais em monoterapia (BALINT, 2001; MILLER, L. H. et al., 2013).

Na tentativa de combater a maléria, estudos tém demonstrado que outros compostos
naturais podem agir na inibicdo da proteina PFATP6. Esta proteina é uma ATPase-Ca*? do
reticulo sarcoplasmatico do P. falciparum (ECKSTEIN-LUDWING et al., 2003), envolvida
na homeostase do Ca*? controlando uma variedade de funcdes celulares, como também o
transporte de célcio para o reticulo sarcoplasmético do parasito (PULCINI et al., 2013). A
sequéncia dos aminoacidos dessa proteina é conhecida, no entanto a estrutura tridimensional
ainda ndo esta disponivel. Nesse sentido foi desenvolvido por Leite, (2008) a construgédo de
um modelo da estrutura tridimensional (3D) do PfATP6 por modelagem comparativa.

Devido a diversidade estrutural de seus metabolitos secundarios, as plantas séo
reconhecidas desde os primordios da humanidade na medicina popular e, atualmente, séo
muito utilizadas como fonte de compostos protétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos (CRAGG et al., 1999; GOBO-NETO; LOPES, 2007). Estudos fitoquimicos

possibilitam a identificacdo dos metabdlitos secundarios existentes em determinadas partes
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das plantas, permitindo assim a realizacdo de analise do perfil quimico, bem como avaliagdo
das variagbes das especies vegetais, colaborando para obtencdo ou desenvolvimento de
farmacos. Como exemplo tem-se a artemisinina, utilizada no tratamento para a malaria
(KLAYMAN, 1985; SIMOES, 2001; CAROLLO, 2008).

Levando em consideracdo o grande numero de alvos bioldgicos promissores ao
desenvolvimento de novos farmacos, técnicas de selecdo biologica, como triagem virtual, tem
ganhado destaque no processo de identificacdo e selecdo de novas moléculas bioativas. Esta
ferramenta tem sido utilizada para examinar, ndo apenas uma molécula em sua
individualidade, mas também compostos presentes em uma biblioteca virtual e, desta forma,
eliminar as estruturas indesejadas com a utilizacdo dos filtros moleculares previamente
determinados (SCHNEIDER; HANS-JOACHIM, 2002).

A busca de novos farmacos antimalaricos a partir de produtos naturais é necessaria
para que se tenha uma terapéutica complementar a crescente resisténcia adquirida pelo
parasito (DONDORP et al., 2009; TRAVASSOS; LAUFER, 2009). Alguns modelos
estatisticos apontam que em 2080, o numero de individuos infectados por Plasmodium
falciparum serd de aproximadamente 330 milhdes de pessoas (LIESHOUT et al., 2004).
Existem compostos oriundos da flora do semiarido baiano identificados por modelagem
molecular que demonstraram serem promissores agentes antimalaricos (LEITE et al., 2010).
Nesse sentido, 0 presente estudo visa identificar novos inibidores da proteina PFATP6, através
das técnicas de triagem virtual e analises fitoquimicas, objetivando reduzir o tempo e 0s
custos envolvidos no planejamento de novos farmacos.

Nesta perspectiva, a presente dissertacdo objetivou identificar moléculas oriundas de
fontes naturais capazes de inibir a proteina PFATP6. Como objetivos especificos destacaram-
se: identificacdo de moléculas oriundas de fontes naturais capazes de inibir o receptor PfATP6
por triagem virtual; estudar as interaces intermoleculares entre as moléculas selecionadas e a
proteina-alvo; analisar a espécie vegetal por CLAE-DAD quantitativamente apés a
investigacdo de acoplamento molecular; validar o método CLAE-DAD desenvolvido para a
andlise da espécie vegetal selecionada por meio de avaliagcBes dos pardmetros: seletividade,

linearidade, preciséo, exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MALARIA

A maléria é caracterizada como uma doenga sistémica que provoca alteragdes na
maioria dos 6rgdos, apresentando variacdes desde as formas benignas até as muito graves e
fatais. A gravidade dessas infec¢des depende quase que exclusivamente de fatores pessoais,
tal como a resisténcia ou a imunidade do paciente, bem como da influéncia das caracteristicas
genéticas presentes em determinadas cepas dos parasitos envolvidos, diferindo também com
as regides geograficas, entre outros fatores (REY, 2001).

A doenca manifesta-se por episodios de calafrios, seguidos de febre alta que duram de
3 a 4 horas. Esses eventos sdo, em geral, acompanhados de profundo mal-estar, nduseas,
cefaléias, vomitos, anorexia, fadiga, diarréia, anemia e dores articulares, sendo que o quadro
clinico é passivel de profundas modificagdes. A leucopenia também pode ser evidenciada nos
casos de maldria, assim como pode acontecer uma eventual elevacdo da contagem de células
brancas do sangue. Outras alteracdes clinicas, como eosinofilia e trombocitopenia, podem
ocorrer, embora muito menos frequentes (CAMARGO, 2003; FRANCA et al., 2008;
GARCIA, 2010).

Posteriormente aos efeitos decorrentes da doenca, o paciente retorna a sua vida
habitual. Assim, depois de um ou dois dias, o quadro calafrio/febre retorna por semanas até
que o paciente, ndo tratado adequadamente, melhore espontaneamente ou venha a ébito
decorrente de complicacdes renais, pulmonares, ou coma cerebral no caso da malaria cerebral.
Tratado a tempo, s6 excepcionalmente morre-se de malaria (CAMARGO, 2003; FRANCA et
al., 2008; GARCIA, 2010).

Essa doenca € causada por uma ou mais espécies do género Plasmodium (P.
falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae). Assim, a mesma continua a ser um problema
global devastador, com 350-500 milhdes de casos registrados e uma estimativa de dois
milhdes de mortes anualmente, em que 80% delas estdo na Africa subsaariana.
Aproximadamente metade da populacdo mundial vive em areas de risco de transmissao da
doenca (WORLD MALARIA REPORT, 2013).

A ocorréncia de malaria no mundo é apresentada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), que registra as areas endémicas ou de transmissdo, bem como as areas com riscos
limitados e as areas sem ocorréncia da malaria, como pode ser visualizado na figura 1. Assim,

88 paises foram classificados pela OMS em 2004 como éareas naturais de transmissao pelo
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mosquito, sendo que a maioria desses paises esta localizada na faixa tropical do planeta
(FIOCRUZ, 2013).

Figura 1- Distribuicdo global da malaria

I Area onde a transmiss&o da malaria ocorre.
[ 1 Area com risco limitado de transmissdo da malaria.
1 sem ocorréncia de maléria.

Fonte: WHO, 2013

Nesse contexto 0s maiores casos de ocorréncia de malaria no mundo ainda sdo

localizados no continente Africano, que conforme a FIOCRUZ:

Entre eles estdo a maioria dos paises africanos localizados
abaixo do Deserto do Saara; os paises da América Central e
Caribe, do Sul e do Sudeste da Asia, do Oriente Médio e do
Extremo Oriente (China), Papua Nova Guinég, llhas Saloméo e
Vanuatu, além do Paraguai e todos os paises amazonicos da
América do Sul (Brasil, Bolivia, Peru, Equador,
Colémbia,Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa). No
Brasil, a sua grande &rea endémica é formada por todos 0s
estados da Amazonia Legal. S&o eles: Acre, Amapa, Amazonas,
Para, Rondbnia e Roraima, além das regides a oeste do Estado
do Maranhdo, ao noroeste do Estado do Tocantins e ao norte do
Estado do Mato Grosso. O Brasil tem raros registros de casos
de transmissao natural de malaria em areas de Mata Atlantica na
regido sudeste e no Vale do Rio Parana. (FIOCRUZ, 2013)
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De acordo com dados da OMS, em 2008 no Brasil foram registrados mais de 315 mil
casos de maléria (FRANCISCO; VARGAS, 2010). Aproximadamente 1,0 a 2,5 milhGes de
pessoas morrem de malédria no mundo, da qual as principais vitimas sdo criancas. (FRANCA,
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Segundo Francisco e Vargas (2010) o maior indice de mortes ocorre nos paises em
desenvolvimento, sendo a Africa com o maior nimero de casos. Essas ocorréncias sio
propicias a proliferacdo do agente transmissor devido a falta de saneamento basico em areas
de grande aglomerados e areas isoladas sem acesso aos servicos de salde para o controle e

prevencdo da maléria.

2.2 RESISTENCIA PARASITARIA

A resisténcia & quimioterapia € um dos maiores problemas no controle da atual
epidemia de maléria, porém nem todas as espécies e cepas de plasmédios sdo igualmente
sensiveis aos medicamentos (FRANCA et al., 2008). Ela se deve ao principio da evolucao das
espécies, em que a presenca de farmacos (ou pressdo dos farmacos) serve como processo de
selecdo natural dos parasitos resistentes dentro do hospedeiro, bem como a grande
complexidade do ciclo de vida do mesmo, o que provavelmente dificulta o estabelecimento de
uma terapia antimalarica eficaz e segura (VALE; MORREIRA; GOMES, 2005; FRANCA et
al., 2008).

De acordo com Barata (1995) na década de 70, foi criada, pelo campo do
conhecimento cientifico uma proposta para erradicar a maléria. Foram estabelecidos dois
tipos de movimentos de pesquisa: um analisava procedimentos clinicos e bioldgicos para
compreender e detalhar o processo infeccioso da malaria e a outra vertente revisava 0s
conceitos existentes contra a doenca e o foco.

As novas descobertas e as revisdes dos conhecimentos existentes chegaram a

conclusdes importantes como:

Os estudos entomoldgicos mostraram, por exemplo, que a
infectividade dos esporozoitas ndo é constante durante o ciclo de
vida do vetor, caindo significativamente a partir da terceira
semana, assinalando assim a importancia dos portadores nas fases
iniciais da infeccdo. As diversas espécies de plasmodios também
tém infectividade variavel, decrescendo do P. falciparum para o
P. ovale, conhecimento importante para a compreensdo da
férmula parasitaria (BARATA, 1995, p. 131).
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Com isso, percebe-se através dos resultados dos estudos das pesquisas parasitologicas
que algumas formas exoeritrocitrias continuam no organismo do hospedeiro,
proporcionando, assim, recaidas (REY, 1991; BARATA, 1995). Entretanto, os estudos
direcionaram também para a compreensao da resisténcia dos plasmddios aos farmacos devido
a padronizacdo dos testes in vitro e os critérios estabelecidos pela OMS para o controle e
erradicacdo da malaria (OMS, 1986; BARATA, 1995).

Segundo Craft (2008), a resisténcia adquirida pelo parasito seria, principalmente,
devido as mutacdes espontaneas. Além disso, acredita-se que os antimalaricos utilizados na
clinica exercam alguns efeitos mutagénicos sobre os plasmaddios. Porém, essa resisténcia
também parece ser devida a pressao seletiva, a qual é desenvolvida sobre as populacdes de
parasitos sensiveis, bem como de parasitos resistentes de uma determinada espécie, pelos
medicamentos em uso, 0s quais acabam por eliminar os parasitos das espécies mais sensiveis.

Ha indicios da ocorréncia de uma adaptacdo do parasito em presenca de cada farmaco,
desta forma os plasmodios tendem a desenvolver um mecanismo fisioldgico o qual estimula
as células hospedeiras a compensar as caréncias metabélicas do proprio parasito, que foi
decorrente da exposicdo pelos medicamentos, haja vista que a agdo do farmaco consiste
apenas em exercer uma pressdo seletiva a qual é favoravel as cepas resistentes (REY, 2001).

A ampla habilidade de adaptacdo que os parasitos da malaria apresentam esta
possivelmente evidenciada na grande rapidez com que se desenvolveu, ao longo do tempo. O
P. falciparum, apresenta maior resisténcia a praticamente todos os antimaléricos sintéticos
desenvolvidos a partir de 1940, como os derivados da quinina. No entanto, o uso inadequado
dos medicamentos, bem como a administracdo incorreta de farmacos que apresentam baixa
qualidade, pode contribuir para um possivel surgimento de resisténcia (FRANCA et al.,
2008).

2.3 PfATP6

Recentemente um alvo molecular foi identificado como promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos contra a malaria, a proteina (PFATP6), uma bomba de
calcio ortéloga a SERCA (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003).

As SERCA sdo proteinas de membrana envolvidas na homeostase do Ca*. Atuam na
regulacdo do processo intracelular, controlando uma variedade de funcgdes celulares. O gene

da SERCA em P. falciparum codifica uma sequéncia de 3.684 nucleotideos e representa uma
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proteina com massa molecular de 139,4 kDa apresentando todos os “motifs” sequenciais para
a funcdo e estrutura das SERCA, a saber: dois sitios de ligacdo do Ca+2, um sitio de ligacdo
de nucleotideo e um sitio de fosforilacédo, dividindo uma identidade sequencial de 39% com a
SERCA humana (PULCINI et al., 2013).

Esta proteina é composta de 10 hélices transmembranares (M1-M10), pequenos loops
luminais. A parte central é ocupada pelo dominio P, que contém o residuo de fosforilacdo
(Asp351), o dominio N é o maior dos trés, podendo ligar ao dominio A, este por sua vez, é
conectado a regido transmembrana por trés longos loops e é quase isolado, conforme pode ser

visualizado na figura 2.

Figura 2 - Modelo estrutural de uma ATPase-Ca™ (PDB ID: 1IWO). (1) Estrutura da
proteina com seus dominios principais (P, N e A), (2) Regido de ligacdo para o ligante
Tapsigargina entre as hélices transmembranar (M1-M10), (3) Residuos do reconhecimento

molecular.
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Os dominios descritos sdo o dominio de nucleotideo (N), dominio de fosforilagéo (P),
dominio atuador (A). Circulo marcado é a regido transmembranar incluindo 10 hélices (M1-
M10), sendo entre a M3, M5 e M7 o sitio de ligacdo do ligante.

Em estudo posterior, Krishna e colaboradores (2008) também apontaram a PfATP6
como alvo molecular para a artemisinina (KRISHNA, S. et al., 2008). Nesse mesmo estudo,
uma interacdo antagonista foi relatada entre artemisinina e a tapsigargina (Figura 3), um
inibidor especifico da SERCA.

Figura 3 - Estrutura da tapsigargina e artemisinina

Tapsigargina Artemisinina

A tapsigargina € uma lactona sesquiterpénica similar a artemisinina, que
potencialmente inibe tanto as SERCA de mamiferos quanto do parasito Plasmodium spp. Essa
molécula aumenta os niveis de concentragéo citosdlica de célcio, blogueando a habilidade da
célula para bombear célcio para o reticulo sarco/endoplasmatico, acarretando em deplecéo de
calcio nessas zonas de estoque (DE PILLA VAROTTI et al., 2008; OLESEN et al., 2007;
TOYOSHIMA; NOMURA, 2002), o que pode, secundariamente, ativar canais de calcio na
membrana plasmatica, permitindo um influxo de calcio para o citosol. Desse modo, foi
sugerido gque a artemisinina interage com uma regido da PFATP6, que é semelhante ao sitio de

ligacdo da tapsigargina. Nesse sentido, foi evidenciado que existe uma inibicdo competitiva
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entre essas estruturas quimicas no sitio ortostérico da PFATP6 (KRISHNA, SANJEEYV et al.,
2010).

2.4 QUIMICA COMPUTACIONAL

A Quimica Computacional ¢ um segmento da Quimica que utiliza das técnicas
computacionais para criar modelos de sistemas quimicos reais. Seu enorme progresso nas
ultimas décadas foi um fator decisivo para o desenvolvimento das mais variadas areas da
ciéncia (LOURENCO, 2009).

A aplicacdo da quimica computacional na obtencdo de modelos moleculares, na
perspectiva de realizar simula¢6es moleculares, tem se apresentado como uma ferramenta de
inegavel utilidade, sendo em alguns casos mandatoria. A abordagem computacional
possibilita a efetivacdo de testes que agilizam o processo manual que consequentemente
acarreta em uma economia consideravel nos custos relativos a producdo de novos farmacos
(FORESMAN; FRISCH, 1996; LOURENCO, 2009).

De acordo com Almeida (2013) atualmente, a quimica medicinal através da quimica
computacional tem a informatica como uma importante aliada no processo de
desenvolvimento de fatores farmacocinéticos e toxicoldgicos de substancias para a producao
de novos farmacos, onde podem ser estudados virtualmente.

Varios processos enzimaticos sdo analisados através de métodos de simulagbes
computacionais, direcionando importantes mecanismos de catalise covalente, contribuicéo
energeética da estrutura proteica pré-organizada e compreensdo das complexas interacdes nas
catalises enzimaticas (HU, YANG, 2009).

Nesse sentido, os métodos computacionais modernos tém contribuido na qualidade e
quantidade de diferentes e distintas subunidades das variadas estruturas dos farmacos. Assim
como as de natureza eletronica, estérica ou de reconhecimento molecular representado pelos
sitios receptores (VIEGAS JUNIOR, 2006; ALMEIDA, 2013).
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2.5 TRIAGEM VIRTUAL

A triagem virtual € uma metodologia que contribui no processo de descoberta de
novos farmacos. De forma geral, este método € baseado em analise computacional, o qual
possui ferramentas de selecdo e filtragem que tém sido usadas para examinar moléculas
individuais ou bibliotecas de moléculas. Essa técnica tem por objetivo reduzir grandes
numeros de compostos a subconjuntos menores com maior chance para conter ligantes
biologicamente ativos, além de eliminar as estruturas indesejadas (SCHNEIDER, et al, 2002).
Esta técnica é uma abordagem complementar ao HTS (High-Throughput Screening) e
apresenta elevada importancia econémica para a industria farmacéutica, sendo extremamente
valiosa para a identificacdo de pequenas moléculas em etapas iniciais do processo de
descoberta de novos farmacos (GOODNOW JUNIOR, 2006).

Existem vérios critérios através dos quais estruturas podem ser filtradas em um ensaio
de triagem virtual. Pode-se utilizar modelos matematicos tais como equagfes de regressao
linear para prever a atividade biologica de cada estrutura. Se a estrutura da proteina alvo for
conhecida, programas de acoplamento molecular podem ser utilizados para identificar
estruturas que possam se ligar ao sitio ortostérico (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO,
2011).

O primeiro passo para o desenvolvimento da triagem virtual é a selecdo do alvo
molecular. Apds esta etapa 0 proximo passo é a organizacdo de uma ou mais bases de dados
de compostos. A geracdo de bases de dados é influenciada por varios fatores, como por
exemplo, as propriedades moleculares e fisico-quimicas. Basicamente a triagem virtual
fornece uma predicdo do modo de ligacdo de diferentes ligantes presentes em bases de dados
virtuais, frente a um alvo bioldgico estruturalmente definido (REDDY et al, 2007).

Existem duas estratégias para a identificacdo de novos ligantes a partir de métodos de
triagem virtual: uma baseada na estrutura tridimensional do alvo biologico, através de um
processo de reconhecimento molecular por complementaridade e outra, baseada na estrutura
dos ligantes, através de um processo de similaridade estrutural dos compostos biologicamente
ativos (SEIFERT; WOLF; VITT, 2003). As técnicas baseadas na estrutura do receptor
tornaram-se amplamente utilizadas com o advento de grandes quantidades de informacéo de
alvos bioldgicos provenientes de técnicas cristalograficas, que terdo um papel principal no
processo de desenvolvimento de farmacos (PEI; WANG; LIU, 2006). Assim, o emprego de

métodos de ensaios virtuais robustos, utilizando-se alvos moleculares bem definidos é muito
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importante para a identificacdo de novas moléculas bioativas (ALVAREZ; SCHOICHET,
2005).

2.6 ACOPLAMENTO MOLECULAR

O acoplamento molecular é uma ferramenta computacional que permite a predicdo da
atividade de um ligante frente a um determinado alvo proteico de interesse. Para um
complexo de proteina e inibidor, esse mecanismo tem como objetivo demonstrar a correta
predicdo da conformacdo de ligagdo, a qual deve estar fundamentada nas condigdes
geométricas de equilibrio, e, por conseguinte, obter a afinidade de ligagdo (PATRICK, 2009).

O processo de acoplamento molecular é subdividido em duas principais etapas:
posicionamento e pontuacdo. A funcdo de posicdo é primeiramente conduzida por algoritmos
que objetivam posicionar corretamente o ligante no sitio de ligagdo da proteina. Para cada
posicionamento é aplicada uma funcdo de pontuacdo para avaliar se a conformagdo alcancada
é a melhor possivel, através dos parametros energéticos obtidos do sistema. O processo é
complexo devido aos numerosos graus de liberdade conformacional das moléculas em estudo
(KITCHEN et al., 2004).

O entendimento de como ligantes se orientam em um ambiente protéico (por exemplo,
proteinas, receptores nucleares, entre outros), com o intuito de estudar o perfil de inibi¢do ou
ativacdo é de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou
produtos, sendo utilizados por industrias farmacéuticas e alimenticias (SOUZA,;
FERNANDES; RAMOS, 2006).

Segundo Kitchen et al., (2004) no planejamento de experimento de acoplamento
molecular é de suma importdncia que exista a estrutura do receptor elucidada
experimentalmente ou desenvolvida por modelagem comparativa. Além disso, é fundamental
identificar o sitio de acdo para melhor complementaridade no encaixe farmaco-receptor,
sendo utilizados algoritmos de busca para predizer a orientagdo do ligante no sitio ortostérico
do receptor. Ha trés subtipos de algoritmos de busca sistematica ou dirigida, a saber: métodos
de busca conformacional, os metodos de construgdo de fragmentacdo ou incremental, e
métodos de banco de dados. Todos eles ttm em comum que os algoritmos tentam explorar
todos os graus de liberdade do ligante, porém o mecanismo de busca é diferente.

Neste contexto, os algoritmos de busca conformacional tentam obter todas as
conformacgdes do ligante possiveis, submetendo todas as ligagdes que podem ser giradas em

360° a partir de ponto fixo. Um dos principais problemas dessa metodologia € que o niUmero
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de conformagdes do ligante que pode ser gerada aumenta exponencialmente com o nimero de
ligagBes passiveis de rotacfes sendo necesséarias varias restrigdes sobre o ligante para reduzir
o0 problema de explosdo combinatoria (IRWIN; RAUSHEL; SHOICHET, 2005).

A funcdo de ranqueamento de conformaces preditas do ligante é um aspecto crucial
da triagem virtual baseada na estrutura. Mesmo quando as conformacgfes sdo corretamente
previstas, os célculos ndo fardo realmente efeito caso ndo consigam diferenciar os falsos
positivos das conformacdes mais estaveis. Sendo assim, a construcdo de funcdes de
ranqueamento confiaveis e rapidos o suficiente para avaliarem centenas ou milhares de
ligantes em poucos minutos é de suma importancia. Este fato tem levado ao desenvolvimento
de um grande numero de funcBes que fazem uso de aproximacgfes para a avaliacdo da
constante de afinidade de um complexo receptor-ligante (KITCHEN et al., 2004).

De forma geral, os comandos de acoplamento molecular sdo formados através da
combinacdo dos componentes: algoritmo de busca e funcdo de escore. Assim, o algoritmo é
usado na busca de provaveis modos de ligacdo, permitindo explorar os graus de liberdade
translacional, rotacional e também conformacional do ligante, além de ligac6es rotacionaveis
feitas na proteina. Dessa forma, a funcdo de escore é aplicada para tentar distinguir os modos
de ligacéo explorados pelo algoritmo de busca e, dessa forma, ordenar os diferentes modos de
ligacdo apresentados. Essas funcdes de escore podem ser estabelecidas de acordo com campos
de forca de mecéanica molecular e de parametros empiricos de calculos de energia (TAYLOR,;
JEWSBURY; ESSEX, 2002).

As funcBes de pontuacdo, de modo geral, os campos de forca padrdes quantificam a
soma de dois tipos de energia: a energia de interacdo entre o receptor e o ligante e a energia
interna do ligante. As energias por sua vez, sdo avaliadas por meio de uma combinacgdo de
termos eletrostaticos e de Van der Waals (WEBER, 2008). Assim sendo, uma funcdo de
pontuacdo que funciona bem para moléculas de uma mesma série frente a um dado alvo
biol6gico, pode ndo ser eficaz da mesma forma para compostos de séries distintas (LEACH;
SHOICHET; PEISHOFF, 2006). No entanto, existem algumas limitacdes das funcdes de
pontuacdo que incluem caracteristicas proprias do complexo ligante-receptor, simplificacGes e
aproximacgdes de célculos, solvatacdo e contribuicdes entropicas em diferentes sistemas
(MOITESSIER et al, 2008).

Apos a aplicacdo da funcdo de pontuacdo, a pose do ligante tem sua energia total
calculada e os valores de energia sdo armazenados em arquivos de resultados. O algoritmo
propGe uma nova pose, de forma randémica e o processo € reiniciado, repetindo-se este

processo até que um numero elevado de poses tenha sido testado (CANTO, 2011).
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Os estudos de acoplamento molecular para sistemas com metais ainda é um limitante
nos ensaios virtuais. A maioria dos algoritmos implementados nos programas de acoplamento
ndo conseguem com acuracia definir a melhor geometria de encaixe entre um ligante e
metaloproteinas, provavelmente porque a maioria dos métodos nao estdo parametrizados
devido ao comportamento eletrénico dos metais, como interacGes eletrostaticas e outras
interagOes ndo covalentes (IRWIN; RAUSHEL; SHOICHET et al, 2005).

Por outro lado, as limitacGes do acoplamento molecular como ferramenta de triagem
tém sido amplamente discutida, uma vez que alguns resultados apresentam impreciséo,
principalmente nos termos de solventes relacionados, bem como a flexibilidade da proteina
(OKIMQOTO et al, 2009). Alguns métodos de acoplamento molecular sdo alternativas para
resolver este problema, pois tratam ambos (proteina e ligante) de uma forma flexivel,
permitindo o relaxamento do sitio de ligacdo em torno do ligante (AQVIST et al, 2002; HOU
et al, 2011; OKIMOTO et al, 2009).

2.7 PRODUTOS NATURAIS

2.7.1 Conceitos gerais

As plantas oferecem uma variedade de moléculas que apresentam efeitos diferentes na
homeostasia humana. Essas moléculas chamadas de metabdlitos secundarios tém sido
amplamente reconhecidas como uma importante fonte da maioria dos componentes ativos de
medicamentos terapeuticamente eficazes (CALDEIRON et al., 2009).

A diversidade bioldgica ndo € uniformemente distribuida em todo o planeta. As
florestas tropicais do mundo sdo um dos biomas mais ricos em espécies, e provavelmente
incluem mais da metade do nimero de espécies na Terra, estando distribuidos em apenas 11
paises: Australia, Brasil, China, Coldmbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, Peru,
México e Zaire (CALDERON et al., 2009).

O Brasil é detentor de uma grande diversidade, destacando-se por possuir
aproximadamente 2.000.000 especies distintas entre animais, vegetais e microrganismos,
abrangendo uma enorme complexidade, difundidos no mais variados tipos de ecossistemas
(SANDES; DI BLASI, 2006), possuindo enorme potencial para a descoberta de

medicamentos baseados em produtos naturais.
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O Semiarido baiano apresenta uma biodiversidade vegetal, dispondo de enorme
potencial como fonte de novos farmacos, a qual vem despertando a cobica de laboratdrios de
pesquisa das empresas farmacéuticas. Diante desta realidade, vérias estudos de bioprospeccao
dos nossos biomas vém sendo incrementados objetivando a busca racional de produtos de
valor agregado (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

As plantas medicinais, em sua grande maioria, vém, ha milhares de anos, sendo
utilizadas como forma de tratamentos tradicionais para varias doencas humanas. Ainda hoje
elas sdo utilizadas nas zonas rurais de alguns paises em desenvolvimento como fonte primaria
de tratamento de doencas, sendo que cerca de 80% das pessoas utilizam medicamentos
tradicionais para os cuidados de saide (FIRENZOULI et al., 2005).

As mais antigas civilizacbes utilizavam as plantas como fonte de alimento e
medicamentos, sendo que isso se perpetua aos dias atuais. No entanto, a partir do século
passado, a sintese passou a ser o principal produto da industria farmacéutica. Assim, varios
farmacos sdo provenientes de uma molécula pura, originada de sintese, desenvolvida a partir
de um prototipo estrutural obtido da extracdo de um produto natural. (ALVES, 2007)

As plantas medicinais embora dotadas de substancias com agregado potencial num
total de 420 mil espécies vegetais conhecidas representam uma reserva praticamente
inexplorada, com menos de 5% investigadas para interesse bioldgico. E inegavel a riqueza de
novas entidades moleculares contidas na biodiversidade brasileira e que ainda podem ser
descobertas (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

No que se refere a diversidade vegetal brasileira estima-se cerca de 350 a 550 mil
espécies, das quais apenas aproximadamente 55 mil foram catalogadas (SIMOES et al.,
2001). Dentro desse leque Unico de riquezas bioldgicas, o pais também se destaca em outro
aspecto no que diz respeito as plantas: as florestas brasileiras guardam um nudmero
significativo de espécies que tém fins terapéuticos e medicinais. Assim, o Brasil possui um
imenso potencial genético a ser explorado e estima-se que esse patrimdnio vegetal represente
cerca de 16,5 bilhdes de genes. Sendo assim, o Brasil se destaca ao considerar a perspectiva
de obtencdo de novas moléculas bioativas, pois este é o pais com maior biodiversidade
mundial possuindo 22% de todas as espécies bioldgicas do mundo, com elevado manancial
ainda a ser explorado sob o ponto de vista quimico-farmacolégico (CORREA-JUNIOR, 1994;
QUINTAS — JUNIOR, et al., 2008).

No decorrer dos ultimos anos, os centros de pesquisa envolvendo plantas medicinais
vém se destacando no Brasil. Entre 2003 a 2008 foi apresentado um total de 25 pedidos de

patentes de composicdo farmacéutica a base de plantas medicinais, a saber: Copaifera genus,
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Cordia verbenacea, Erythrina mulungu e Physalis angulata. Existe ainda um grande nimero
de pesquisas em desenvolvimento, sendo boa parte voltada na avaliagdo do potencial
terapéutico de metabolitos secundarios tais como: flavonoides, alcaloides, triterpenos, taninos,
lignanas, entre outros (BALBANI, et al., 2009).

2.8 LEVANTAMENTO BOTANICO

2.8.1 A familia Leguminosae

A familia Leguminosae (Fabaceae) € pertencente a divisdo das Angiospermas, classe
Dicotiledonea e da ordem das Rosales, sendo tradicionalmente dividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae. Esta familia compreende cerca de 650 géneros e
18000 espécies distribuidas em todo o mundo, sobretudo nas regifes tropicais e subtropicais.
E a terceira maior familia entre as dicotileddneas, sendo superada apenas por Asteraceae e
Orchidaceae, e é a maior familia dentro da ordem Rosales (WARWICK; LEWIS, 2003).

Nas anéalises quimicas, esta familia apresenta-se particularmente rica em flavonoides e
compostos biossinteticamente relacionados, a exemplos os rotenoides e isoflavonoides. Além
destas substancias, também sdo encontradas os alcaloides, terpenoides e esteroides, sendo 0s
taninos em baixa frequéncia se comparado aos flavonoides (CINTRA, et al., 2005).

Séo plantas que apresentam habitos variados, diversificando desde arvores das matas
tropicais, a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes além de muitas trepadeiras. Estas
plantas tém capacidade para desenvolverem-se nos mais variados tipos de ambientes e em
diferentes latitudes e altitudes (LORENZI, 2008).

2.8.2 O género Cenostigma

A subfamilia Caesalpinioideae compreende cerca de 150 géneros, tendo destaque no
Brasil. O género Cassia é o de maior nUmero em espécies, popularmente suas espécies sao
conhecidas como: fedegoso (C. spectabilis), cigarreira (C. multijuga) mata-pasto (C. tora),
sene (C. angustifolia), chuva-de-ouro (C. ferruginea). As Caesalpinia, sendo representante o
Pau-Brasil (C. echinata); a Bauhinia ou pata-de-vaca (B. bongardi); e as Copaifera, copaiba
(C. duckei Dwyer) e outras (LORENZI; ABREU, 2002; LIRA, 2010).
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O género Cenostigma é constituido por duas espécies de habitos arbdreos e arbustivos,
sendo: C. macrophyllum Tul. (sinonimia C. gardenerianum), C. tocantinum Ducke. A espécie
C. macrophyllum do bioma Caatinga foi classificada até recentemente como sendo outra
espécie: Cenostigma gardnerianum Tulasne. (WARWICK; LEWIS, 2009).

Cenostigma macrophyllum Tul. é conhecida popularmente por caneleiro, canela-de-
velho, maraximbé ou fava-do-campo e ocorre nos estados de Mato Grosso, Para, Rondénia,
Tocantins, Goiéds, Minas Gerais, Maranhdo, Ceara, Pernambuco, Bahia e Piaui (FREIRE,
1994). Representante da subfamilia Caesalpinioideae, incluida na tribo Sclerolobieae, sendo
uma arvore que chega a 20m, com a superficie do caule provida de sulcos, a floragdo acontece
de agosto a fevereiro, apresentando flores amarelas e levemente perfumadas, reunidas em
inflorescéncias, com pétala inferior mediana menor, frutifera de fevereiro a junho, sendo o
fruto um legume plano e achatado (WARWICK; LEWIS, 2003).

A beleza, decorrente das flores amarelas (Figura 4), a faz ser empregada como planta
ornamental. Na cidade de Teresina, capital do Piaui foi escolhida, através de decreto

municipal n°® 2.407, de 13.08.93, como a arvore simbolo da cidade.

Figura 4 — Folhas e caule de uma espécimen de Cenostigma macrophyllum

Folhas e Flores Caule

Fonte: LORENZI, 2008
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Esta espécie C.macrophyllum é considerada como importante fonte de recursos para 0s
pequenos agricultores do sertdo, por ser uma arvore resistente a deficits hidricos e solos
salinizados. Sendo utilizada como forrageira para agregar nutrientes ao solo, na alimentacao
dos animais e, como madeira. Considerada de facil propagacgdo por sementes, porém necessita
de umidade para germinacdo (RIBEIRO; PELACINI, 2006).

Em levantamento etnobotanico, realizado na regido do semiarido piauiense, consta que
as cascas do caule, folhas e flores da C. macrophyllum sdo usadas popularmente para o
tratamento de doencas estomacais e intestinais. Estudos com extrato e fragdes das folhas desta
espécie revelaram a presenca de atividades diversas, dentre as quais destaca-se: antioxidante
(SOUSA et al., 2007), inibidora de glicacdo protéica (REIS; MARANHAO; BRITO, 2002),
antiinflamatédria, antinociceptiva, antibacteriana e antiulcerogénica (PEREIRA et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2002 ).

O estudo fitoquimico das folhas de Cenostigma macrophyllum possibilitou a obtencédo
de biflavonas e triterpenoides (SANTOS, 2001; COSTA, 2005). A avaliacdo quimica da casca
do caule levou ao isolamento e identificacdo da dilactona do acido valoneico, acido elagico,
colesterol, campesterol e sitosterol, mostrando uma predominéncia de esteroides e compostos
relacionados a taninos. Outras espécies desta familia sdo ricas em substancias de outros
grupos fitoquimicos, tais como, antraquinonas, polissacarideos, lipidios, triterpenos,

diterpenos, esteroides, taninos, além de flavonoides (ROCHA et al., 2007).

2.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A necessidade de mostrar a qualidade de medi¢cBes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. As informacBes analiticas ndo confidveis podem direcionar a determinacdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo metodo analitico
gere informac@es confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo
denominada validacdo (RIBANI, 2004).

As técnicas de separacdo, tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia a
liquidos de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (CE), vém se destacando na quimica
analitica pela capacidade de realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras

ambientais, farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos. Assim, os resultados da validagdo do
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método podem ser usados para julgar a qualidade, confiabilidade e consisténcia dos resultados
analiticos. A validacdo é parte integrante de toda boa pratica analitica (BURGESS,
O'DONOHOE; GRIL, 2000).

No Brasil, a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), através da
Resolugcdo — RE N° 899, de 29 de maio de 2003, regulamenta o guia para avaliagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos.

Nesse sentido, outros 6rgaos também estabelecem parametros de validacéo, podendo
também ser consultados em processo de validacdo, entre estes estdo: Food and Drug
Administration (FDA), o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO), a International Conference on Harmonisation (ICH) (em portugués Conferéncia
Internacional de Harmonizacao) e a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP).

De acordo com a RE n° 899, a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade e seletividade,
linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo e
robustez adequadas a analise (BRASIL, 2003).

2.9.1 Seletividade

Refere-se a capacidade que o método possui para medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como: impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método
instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e
subsequente uso do método. Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando compostos
que ndo foram observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse
(RIBANI, 2004).

Como os métodos cromatograficos ndo produzem respostas apenas para um analito de
interesse, mas também para outras substancias de interesse, o termo seletividade é sempre
mais apropriado neste contexto que especificidade. Se a seletividade ndo for assegurada, a
linearidade, a exatidéo e a precisao estardo comprometidas (RIBANI et al 2004).

Assim, a seletividade pode ser obtida de inimeras formas. A primeira é fazendo a
comparacdo da matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com esta

substancia (padréo), nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da
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substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na
amostra (SHABIR, 2003; RIBANI, et al., 2004; ICH, 2005).

Outra forma de obter a seletividade é através da avaliacdo com detectores modernos
(arranjos de diodos, espectrometros de massas), 0s quais comparam o espectro do pico obtido
na separacdo com o de um padréo e utiliza-se isto como uma indicagédo da presenga do
composto puro. Sendo assim, estas duas maneiras séo as mais utilizadas (VESSMAN, et al.,
2001; RIBANI et al., 2004).

A adicdo de padrdo também pode ser aplicada para os estudos de seletividade, no
entanto, este método € utilizado quando ndo é possivel obter a matriz isenta da substancia de
interesse. Assim, é feita a curva analitica com adicdo da substancia de interesse na amostra e
comparada com uma curva analitica sem a presenca da matriz. Para tanto, compara-se entdo
as duas curvas analiticas e caso elas sejam paralelas, pode entdo dizer que ndo ha interferéncia
da matriz na determinacdo da substancia de interesse, portanto o0 método é seletivo (RIBANI
etal., 2004).

Outro procedimento para avaliar a seletividade é através da coleta do composto de
interesse e realizacdo de nova analise por outra técnica cromatografica, ou com métodos e
técnicas que sdo especificos para a estrutura da substancia de interesse, como por exemplo,
espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho ou
bioensaios especificos (SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004).

2.9.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. Neste caso, recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, cinco concentracGes diferentes (BRASIL, 2003).

Os dados podem ser tratados por regressao linear pelo método dos minimos quadrados
dos pontos medios de trés curvas de calibracdo auténticas, sendo o critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacdo linear (R?) deve ser igual a 0,99 para métodos analiticos
(BRASIL, 2003).

A correlacdo entre o sinal medido (&rea ou altura do pico) e a massa ou concentracao
da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida primariamente. Na maior parte dos
casos, a relagdo matematica entre o sinal e a concentragdo ou massa da espécie de interesse

deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracoes
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conhecidas dessa espécie. Essa relagdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como
uma equacdo da reta chamada de curva analitica. Um exemplo de curva analitica pode ser
visto no Graficol. Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem
ser definidas por no minimo cinco pontos que ndo incluam o ponto zero na curva, devido aos
possiveis erros associados (RIBANI et al., 2004).

Grafico 1 - Curva analitica classica
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Fonte: RIBANI et al., 2004

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medigBes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressdo linear. Além dos coeficientes de regressdao a e b, também ¢é
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de
1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004).

Para verificar se a equagdo de regressdo € estatisticamente significativa podem ser
efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da regressdo, sua eficiéncia e sua
eficiéncia maxima. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 sdo considerados como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2003).
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2.9.3 Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmacio de que o método apresenta
exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicados as amostras contendo

quantidades de substancias dentro do intervalo especificado.
2.9.4 Preciséo

A precisdo, de acordo com a ANVISA (2003), é a avaliacdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma serie de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra. Esta é dividida em trés niveis:

Repetibilidade (preciséo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de
curto periodo de tempo com o mesmo analito e mesma instrumentacdo. Sendo assim, a
repetibilidade do método é verificada por no minimo nove determinacdes, ou seja, trés
concentragcdes: baixa, media e alta, com trés replicas cada ou no minimo de seis
determinac6es a 100% da concentracao teste.

Precisdo intermediaria (preciséo inter-corrida): concordancia entre aos resultados do
mesmo laboratério, porem obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. E recomendavel o minimo de dois dias com analistas diferentes.

Reprodutibilidade: concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios diferentes
como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia
analitica. A precisdo pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (CV%), segundo a equacdo 1. Em que DP é o desvio padrdo e CMD a concentracdo
média determinada. Ndo se admite valores superiores a 5% para métodos analiticos e 15%

para metodos bioanaliticos.

Equacdo 1 - Calculo do Desvio Padrédo Relativo.

DP 4100
CMD

DPR =
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2.9.5 Limite de Deteccao (LD)

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectada,
porém nao necessariamente quantificada, sob condicGes experimentais estabelecidas. O limite
de deteccdo é estabelecido por meio da analise de solucbes de concentracdes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel detectdvel (BRASIL, 2003). Em CLAE, a
estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na relagdo trés vezes o ruido da linha
de base (BRASIL, 2003). Pode ser determinado pela equacdo 2. Em que DPa é o desvio
padrdo do intercepto com o eixo y de no minimo, trés curvas de calibracdo construidas com as
concentragdes do farmaco préximas ao suposto limite de quantificacdo e IC ¢ a inclinacéo da
curva de calibracdo (BRASIL, 2003).

Equacao 2 - Calculo do Limite de deteccéo.

LD =2P%x3 3
IC

2.9.6 Limite de Quantificacédo (LQ)

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com

precisdo e exatidao aceitaveis sob condi¢cbes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O Limite de Quantificacdo € estabelecido por meio da analise de solucBes contendo
concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com precisdo e
exatidao aceitaveis (BRASIL, 2003). Pode ser expresso pela equacdo 3: Em que DPa é o
desvio padrdo do intercepto com o eixo y de, no minimo, trés curvas de calibracdo
construidas com as concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificacdo e
IC é a inclinacdo da curva de calibracdo, Também pode ser determinado por meio do ruido,
considerando a concentracdo que produz a relacdo sinal-ruido superior a 10:1 (BRASIL,
2003).

Equacéo 3 - Calculo do Limite de quantificagéo.

LQ:%’%O
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2.9.7 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor
verdadeiro (BRASIL, 2003). A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperacdo da
quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre
as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescido dos intervalos de confiangca (BRASIL, 2003).

A exatiddo do método deve ser determinada ap6s o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinacbes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa pela
relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica
correspondente (BRASIL, 2003).

2.9.8 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Constatando-se a susceptibilidade do método
as variacBes nas condicBes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento (BRASIL, 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TRIAGEM VIRTUAL E ACOPLAMENTO MOLECULAR

Para a busca pelas moléculas que possam atuar sobre o controle da malaria foi
utilizado o modelo do receptor PFATP6 construido por modelagem comparativa por Leite,
(2008). Foi utilizado o banco de estruturas NatProDB, construido pelo Laboratério de
Modelagem Molecular (LMM) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). Este
banco possui 550 estruturas depositadas, sendo todas oriundas do semiarido baiano.

3.1.1 Preparacao dos ligantes

Antes da realizagdo do acoplamento molecular, as 550 estruturas foram submetidas a
um filtro molecular utilizando a regra de Lipinski, (1997) através do script Raccoon (FORLLI,
2009), este filtro apresenta facilidade de aplicacdo, permitindo fazer avaliacdo da capacidade
de absorcdo da molécula em estudo (LIPINSKI et al, 1997). Segundo Lipinski, (1997)
existem parametros que podem ser usados para avaliar o potencial que uma molécula
apresenta para ser absorvida por via oral. De acordo com essa regra, a ocorréncia de absorcédo
por via oral é mais provavel para compostos que apresentem uma combinacdo de duas ou
mais propriedades, tais como peso molecular menor ou igual a 500 Da, numero de doadores
de ligagdo de hidrogénio menor ou igual a 5, nimero de aceptores de hidrogénio menor ou
igual a 10, e ClogP menor ou igual a 5 (coeficiente de parti¢cdo calculado para o sistema 1-
octanol/agua). VariacOes da regra de Lipinski ou de propriedades moleculares orientadas por
grupos de ligantes conhecidos podem ser utilizadas para planejar bases de dados mais

apropriadas para a triagem virtual (LIPINSKI et al, 1997).

3.1.2 Triagem virtual das moléculas no receptor PfATP6

Para iniciar a triagem virtual, foi realizada uma analise detalhada do sitio de ligacdo e
uma compilacdo de todos os aspectos envolvidos na afinidade e seletividade (TOYOSHIMA,;
NOMURA, 2002).
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Para a construcdo da regido de acoplamento foram utilizadas as coordenadas obtidas a
partir da sobreposi¢do entre o molde 11WO (PDB) e o modelo construido por Leite, (2008).

O molde 1IWO foi escolhido para este estudo por apresentar resolucdo (3,1A) e
possuir (45%) de identidade com o modelo utilizado neste estudo. Apos a sobreposicdo das
duas proteinas, com base no alinhamento entre os sitios ortostéricos, a estrutura 111WO foi
retirada e as coordenadas atdbmicas dos substratos da proteina permaneceram no sitio
ortostérico do modelo.

A triagem virtual foi realizada pelo programa AutoDock Vina 1.1.2, que utiliza o
algoritmo Iterated Local Search Global Optimizer para a busca global estocéstica, com isso
uma sucessdo de passos com mutagdo e otimizacdo local (pelo método Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) sdo conduzidas, sendo que cada passo obedece ao critério
Metrdpolis, esse por sua vez resulta em aumento da funcdo objetivo, visando facilitar a
obtencdo do 6timo global (TROTT; OLSON, 2010). No intuito de dar consisténcia aos
resultados, a triagem foi realizada em quintuplicata e os resultados retirados de uma média.

A caixa de ancoragem foi definida como um cubo com centro geométrico na regiao
do sitio ortostérico da proteina. Para dar inicio ao acoplamento molecular, foi construida as
coordenadas do centro da caixa de simulagdo (grid box) para o modelo do receptor PfATP6
sendo: x= -4,61, y= -48,422, e z= 9,659 e dimensdes 16x14x18 A, construida com base na
localizagéo espacial do complexo ligante e receptor. Com o intuito de avaliar o sistema foi
realizado um reacoplamento utilizando as coordenadas acima citadas. Por fim, os dez
compostos que apresentaram melhor energia de afinidade foram tabelados e organizados
conforme a energia de afinidade.

Como préximo passo, o programa LigPlot v.1.4.5 foi usado para determinar as
interacdes intermoleculares entre o receptor e os ligantes que foram selecionados a partir da
viabilidade de acesso as analises fitoquimicas, além da tapsigargina. O programa LigPlot
v.1.4.5 apresenta os resultados através de construcdo dos mapas de interacfes em 2D. Este
por sua vez gera diagramas esquematicos de interacGes receptor-ligante para um determinado
arquivo em formato PDB (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1996).
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3.2 PARTE EXPERIMENTAL DOS PROCEDIMENTOS FITOQUIMICOS

3.2.1 Identificacao da espécie

Os materiais vegetais (folhas e casca do caule) ja secos e pulverizados de um espécime de
Cenostigma macrophyllum Tul utilizado para o estudo foi cedido pelo Professor Doutor
Clayton Queiroz Alves da Universidade Estadual de Feira de Santana. A amostra foi coletada
no municipio de Casa Nova, na Bahia. O espécime foi identificado pelo botanico Prof. Dr.
Luciano Paganucci de Queir0z, e sua exsicata depositada no Herbario do Laboratério de
Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) sob o nimero HUEFS 78.424.

3.2.2 Reagentes e padrdes analiticos

Os solventes organicos utilizados no preparo dos extratos foram de grau analitico ou
HPLC (Merck e Vetec) e agua purificada em sistema Milli-Q. O padrdo do biflavonoide
amentoflavona foi adquirido da Sigma Aldrich e o padrdo secundario da agatisflavona foi

também cedido pelo professor Dr. Clayton Queiroz Alves.

3.2.3 Preparo dos extratos

3.2.3.1 Extracdo dos constituintes de C. macrophyllum

A metodologia de extracdo utilizada foi proposta por Yariwake et al., (2005), com
adaptacGes. As amostras das folhas (82,492¢) e casca do caule (31,1609) secos e moidos de C.
macrophyllum foram submetidas a extracdo com 30mL de metanol e agua (2:1, v/v) a 35°C
dissolvidos sob ultrassom — lavadora ultrassonica digital (Soniclean 6) da Sanders medical,
durante 30 minutos, resultando em (7,724g) de extrato bruto das folhas e (4,750g) de extrato
bruto da casca de caule de C. macrophyllum. Apos o processo de extracdo foi originado um
rendimento de 9,3% das folhas e 15% da casca de caule.

Em seguida esses extratos foram filtrados e o extrato hidrometandlico submetido a
particdo, foi diluido com uma mistura de 24 mL de cloroférmio-metanol (8:2, v/v), divididos
em duas particdes dando origem as fases cloroférmica e hidrometanolica para cada um dos
extratos. As fases obtidas foram separadas, secas a 50°C em estufa de renovacdo e circulagdo

de ar, em seguida foram pesadas, rotuladas e armazenadas para analise por CLAE.
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3.2.4 ldentificagdo e quantificacdo de biflavonoides presentes no extrato
hidrometandlico e cloroférmico das folhas e casca de caule de C. macrophyllum,
utilizando CLAE.

A fase hidrometandlica e cloroférmica das folhas e casca de caule de Cenostigma
macrophyllun foram solubilizados em metanol grau HPLC, transferidos para balGes
volumétricos de 5 ml. As solucBes de concentracdes conhecidas foram submetidas a filtragdo
em cartucho C18 de Extracdo em Fase Soélida (SPE - Solid Phase Extraction) e, em seguida,
novamente filtradas, através de membrana microporosa (0,22 um), diretamente para vials
identificados para a realizacdo das analises cromatograficas.

Os experimentos cromatograficos foram realizados com sistema HPLC EZChrom
Elite, consistindo de bomba VRW HITACHI L-2130, equipado com injetor e detector de
arranjo de diodo (DAD) VRW HITACHI L-2455, e forno VRW HITACHI L-2300. A
separagdo cromatografica foi realizada por meio de coluna LiChroCART Purospher Star®
RP18-e (250 mm x 4,6 mm i.d.) (5um) (Merck, Darmastad, Germany) combinado com pré-
coluna LiChroCART 4-4 LiChrospher 100RP18 (5 um) da Merck, pertencente a Laboratério
Central da Universidade Estadual de Feira de Santana.

As condicBes de analise incluiram gradiente de eluicdo (Tabela 1), utilizando como
fases mdveis, acido acético 0,7% em agua (v/v, eluente A) e acetonitrila (eluente B). A leitura
do detector de arranjo de diodo foi realizada na faixa de 210 a 400 nm e a deteccdo

cromatografica foi definida em 280 nm.
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Tabela 1 - Programacéo do gradiente de eluicao.

Tempo (min.) | % eluente A | % eluente B (mFLI;Jr;(?n.)
00:00 80,0 20,0 0,8
05:00 80,0 20,0 0,8
15:00 40,0 60,0 1,0
15:10 0,0 100,0 1,0
17:00 0,0 100,0 1,0
17:10 80,0 20,0 0,8
20:00 80,0 20,0 0,8

A identificacdo dos biflavonoides foi realizada através da comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos de cada amostra com o0s picos de retengdo dos padrdes de biflavonoides,
nos cromatogramas obtidos por CLAE, bem como da comparacdo das absorbéancias dos
espectros desses picos, no UV. As analises tanto das amostras quanto dos padrdes foram
realizadas por meio de injecfes em triplicatas. Os resultados obtidos foram submetidos a
tratamento estatistico para determinacdo do teor de cada um dos biflavonoides presentes nas
folhas e casca de caule de C. macrophyllum.

3.2.5 Validacao do método analitico aplicado para quantificacdo de biflavonoides

O método analitico empregando CLAE foi validado conforme os pardmetros de
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacao.

A seletividade foi determinada por meio da comparacdo de picos dos padrdes de
biflavonoides (amentoflavona e agatisflavona) com os picos das amostras, levando-se em
consideracdo: tempo de retencédo e absorbancias no espectro de ultravioleta (UV).

A linearidade foi determinada pela curva de calibracdo, levando-se em consideracdo o
coeficiente de correlacdo (R?). A curva de calibracio foi obtida por injecdes em triplicatas de
cinco solugdes de diferentes concentragcdes dos padrdes dos biflavonoides identificados na
analise qualitativa, a faixa do padrao agatisflavona variou de 60 — 500 pg/mL e a do padrdo de
amentoflavona de 86 — 344 pg/mL. A solucdo estoque dos padrdes externos de agatisflavona e
amentoflavona foram preparadas com concentracdo de aproximadamente 5,13 mg/ml e 10,03
mg/mL, respectivamente.

A precisdo ou repetibilidade foi determinada pela injecdo em triplicata de trés solugdes

de cada um dos padrées de biflavonoides. Esse parametro foi avaliado a partir do célculo do
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desvio padrdo relativo (DPR), expresso na Equacdo 4. Onde, DP é o desvio padrdo e CMD, a
concentracdo média determinada.

Equacao 4 - Calculo do Desvio Padréo Relativo.

DP  »100
CMD

DPR =

A exatiddo foi verificada pelo fator de recuperacdo, sendo que amostra de um dos
extratos foram fortificadas com trés solucGes para cada um dos padrdes, nas concentracOes de
120, 250, 500 pg/mL. As amostras fortificadas, juntamente com amostra de matriz ndo
fortificada (branco), foram submetidas a injecdo em CLAE. A exatiddo foi avaliada através de
valores de concentracdo determinados experimentalmente, comparados a concentracao tedrica
(Equacéo 5).

Equacao 5 - Calculo da exatidao através do fator de recuperacao.

valor obtido—valor real]

Rec% = [

* 100

valor real

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram estimados pela
relacdo do desvio padrdo e da inclinacdo da curva de calibracdo, segundo a Equacédo 6 e 7,
respectivamente. Em que, DPa é o desvio padrdo obtido a partir da curva de calibracdo; IC é a
inclinagéo da curva de calibragdo.

Equacao 6 - Calculo do Limite de detecc¢éo.

LD =2P2x3 3
IC

Equacéo 7 - Calculo do Limite de quantificacéo

LQ:DI—Za"10
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 SITIO ORTOSTERICO DO RECEPTOR PFATP6

As informacBGes sobre o sitio ortostérico da proteina sdo fundamentais para a
descoberta de novos ligantes (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002), nesse sentindo é de suma
importancia entender os tipos de interacGes realizadas pelo sitio ortostérico de uma dada
proteina. Em estudos realizados por Toyoshima e colaboradores (2002), foi observado o sitio
ortostérico da SERCA numa cavidade rodeada pelas helices M3, M5 e M7 perto da superficie
da membrana citoplasmatica, na qual residuos hidrofébicos sobre estas trés hélices formam
uma superficie complementar para a tapsigargina, com potencial ligacdo entre oxigénio 8 (Og)
e a lle 829, reduz eficazmente os movimentos das hélices transmembranas, o que é essencial
para o transporte de calcio. Essa mesma regido é apresentada no modelo do receptor PFATPS6,
como mostra a figura 5.

Figura 5: Estrutura tridimensional do modelo do receptor PFATP6 construido por (Leite,
2008), sendo M3, M5, M7 o sitio de ligacdo. Folha beta (azul), Alfa hélice (vermelho).
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Diante de um numero cada vez maior de estruturas de proteinas conhecidas, tornou-se
mais importante ter ferramentas analiticas que identifiguem locais funcionais. Métodos
computacionais para a deteccdo e caracterizacdo de sitios funcionais nas proteinas tém cada
vez mais interesse (CAMPBELL et al., 2003). Isto € frequentemente conseguido por meio da
deteccdo local funcional que muitas vezes utiliza informacéo evolutiva da proteina (ALLOY
et al, 2001; ARMON et al, 2001; LANDGRAF et al, 2001), ou comparagdes estruturais
(STARK; RUSSELL, 2003) .

No sentido de confirmar o local do sitio ortostérico da proteina, foi realizada através
do programa Discovery Studio 3.5 Visualizer, a sobreposi¢do entre o molde (1IWOQO) e o
modelo (PfATP6). A estrutura molde foi retirada e assim pode ser observado os aminoacidos
gue fazem parte do sitio ativo da proteina PfATP6, e desta forma, comprovar a existéncia de
uma mesma cavidade localizada na regido do modelo, o sitio ortostérico da proteina molde,
tendo os aminoacidos conservados nesta regido. ApoOs a sobreposicdo foi observado que
ocorreu pouca diferenca estrutural entre 0 molde e o modelo, com valor de desvio medio
quadrado (do inglés Root-Mean-Square Deviation (RMSD)) de 2,26 A (Figura 6).
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Figura 6 - Sobreposicdo entre o molde 1IWO (verde) e o modelo PFATP6 (azul) com o

ligante tapsigargina

/ﬁ%t R \'

Neste estudo foi realizado um procedimento de reacoplamento para avaliar 0s
resultados dos estudos de acoplamento com o modelo obtido em que foi realizada a
sobreposicao entre a tapsigargina acoplada e a tapsigargina inicial. De acordo com o método
de validacdo citado na literatura (MARSH, 2011), a funcdo de pontuacdo sucedida é aquela
em que o RMSD ¢é < 2,0 A a partir de um experimento. Neste estudo, o valor de RMSD foi
0,6 A. O resultado apontou pouca variagdo geométrica, o que permite inferir que o ambiente
de acoplamento molecular é semelhante ao apresentado ao molde 1IWO (Figura 7). Este
resultado indica que o meétodo de acoplamento realizado pelo AutoDock Vina 1.1.2 &,

portanto, considerado confiavel para o acoplamento.

Figura 7: Sobreposi¢do da tapsigargina. Vermelho ligante inicial e verde ligante acoplada.
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No intuito de observar as interacfes que ocorrem com o ligante frente ao receptor a
partir dos resultados de reacoplamento no modelo do receptor PFATP6, foi possivel observar
que existe pouca variacdo em relacdo as interacbes moleculares antes e ap6s o reacoplamento
(Figura 8 e 9). Assim nota-se que os mesmos aminodcidos que fazem interacGes hidrofobicas
sdo conservados (lle265, 11825, Leu821, 11e816, Leu815, Phe254, GIn257, Leu258, 1le752,
Asn755, 11e756, 1le261, Ala303), alem da permanéncia das duas ligaces hidrogénio com os
mesmos aminoacidos (N;) do aminoacido 11e816 e o oxigénio (Og) e nitrogénio (N,) do
aminoacido GIn257 e o oxigénio (O1,) do ligante, com distancia de ligagdo de 2,884 e 2,854
respectivamente, e apos o reacoplamento: 2,971& para a ligagdo hidrogénio (Og) e 0 nitrogénio
(N1) e de 3,09/& entre o oxigénio (O12) € 0 nitrogénio (N,). Assim as interagdes sdo mais

consistentes quando sdo menores, esses dados podem ser observados nas Figuras 8 e 9.

Figura 8 - Mapa de interacfes da Tapsigargina frente ao sitio ativo do receptor PfATP6

obtido por Leite, 2008 antes do reacoplamento.
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Figura 9 - Mapa de interacfes da Tapsigargina frente ao sitio ativo do receptor PFATP6 apds

reacoplamento.

Ala30G

me

Ne26s

[le2é]

Ne’25

NeT52

LeuR2]

(=]

Val7s0 .
[e816

Phel 54

Lendl5

Conforme Naik e colaboradores (2011), foi identificado o padrdo de ligacdo entre a
artemisinina e seus derivados com o receptor PfATP6 utilizando estudos de acoplamento
molecular. Nesse estudo, uma andlise de correlacdo foi realizada entre parametros energéticos
e geométricos com atividade bioldgica, sendo que o principal parametro foi a contribuicdo
hidrofobica, indicando que a ligacdo da artemisinina e seus derivados ocorre
preferencialmente através de interagdes hidrofobicas. Neste estudo, todos os 150 anélogos da

artemisinina apresentaram interacdo hidrofébica com PfATP6.

A Figura 10 apresenta as caracteristicas do sitio ortostérico do receptor PTATP6. A

densidade hidrofobica apresenta-se mais distribuida que a hidrofilica, sendo essa caracteristica
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predominante na regido do sitio ortostérico. Assim sendo, o sitio acomoda ligantes que sejam

mais lipossolUveis do que os hidrossoluveis.

Figura 10: Distribuicdo hidrofobica/hidrofilica do sitio ortostérico do modelo receptor

PfATP6. Imagem gerada no programa Discovery Studio 3.5 Visualizer.

Hidrofébico

Na figura 11, pode ser observada a capacidade da proteina em formar interagdes de
hidrogénio com provaveis ligantes que tenham esse tipo de afinidades. Comparando esse
resultado aos dados anteriores apresentados na figura 10, percebe-se que o sitio ortostérico do
receptor PFATP6 possui pouca habilidade para formar ligagdes de hidrogénio seja do tipo
aceptora de hidrogénio (LHA) ou do tipo doadora de hidrogénio (LHD).
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Figura 11: Regides de ligacdo de hidrogénio do sitio ortostérico do receptor PfATP6.
Imagem gerada no programa Discovery Studio 3.5 Visualizer

Ligacdo de Hidrogénio

Doador .

Aceptor

4.2 ACOPLAMENTO MOLECULAR

A Triagem Virtual de ligantes contra estruturas de proteinas utilizando acoplamento
molecular ¢ amplamente empregada para a identificacdo de compostos lideres no processo de
desenvolvimento de farmacos (HONMA, 2001).

A triagem virtual entre 0 modelo do receptor PfATP6 e o conjunto selecionado, foi
conduzida através do AutoDock Vina 1.1.2, o qual permitiu obter os valores de afinidade das
moléculas triadas. Sendo assim, foram selecionadas 10 estruturas além da tapsigargina com

base no valor de energia de afinidade. Estes resultados encontram-se na tabela 2.



Tabela 2: Energia de afinidade para os dez melhores complexos além da

Energia de Tapsigargina
Molécula aﬂn!d?de C!as_se Espécie Familia Estrutura
média guimica
(Kcal/mol)
Ouratea
VEOZNAOSF -11,3 Triterpenos floribunda (A. St. Ochnaceae
- Hil) Engl.
] Maytenus truncata

VEOLTAOSI -11,0 Terpenoides Celastraceae

Reiss.
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Croton betulaster

VEOGUAOSI -10,9 Terpenoides Euphorbiaceae
Muell. Arg
Enterolobium
VEOUUAOAF -10,5 Terpenoides contortisiliguum Leguminosae
(Vell.) Morong
] Maytenus
VEOSEAOSF -10,4 Terpenoides Celastraceae

obtusifolia Mart.
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OH
0
OH
) Senna occidentalis ) HO
VEOULAOSI -10,4 Antraguinonas ] Leguminosae
(L.) Link
O
CHg
HO CHg
Chamaesyce
thymifolia (L.)
VEOZTAOAF -10,2 Terpenoides Millsp. Euphorbiaceae
VEOKNAOAF -10,0 Terpenoides Cedrela odorata Meliaceae

L.
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VEOOUAOAF

-10,0

Biflavonoide

Cenostigma
macrophyllum
Tul.

Leguminosae
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VEONUAOAF

Biflavonoide

Cenostigma
macrophyllum
Tul.

Leguminosae
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Tapsigargina

Terpenoides

Thapsia garganica
L

Apiaceae
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Com base nas anélises dos acoplamentos foi possivel identificar que os compostos
VEOZNAOSF e VEOLTAOQSI tiveram valores de energia de afinidade de -11,3 e -11,0
Kcal/mol, respectivamente, sendo as moléculas mais estaveis do conjunto selecionado (Tabela
2). A molécula VEONUAOAF teve a menor energia de afinidade -9,7 Kcal/mol dentre as 10
selecionadas, percebe-se que a diferenca de energia para o de melhor afinidade foi de 1,6
Kcal/mol.

De acordo com os resultados obtidos referentes aos valores de energia de afinidade, foi
possivel identificar que as 10 estruturas apresentaram melhor energia de afinidade quando
relacionados a tapsigargina, a qual apresentou valor de energia de afinidade -8,3 Kcal/mol
(Tabela 2). Acredita-se que isso ocorra pela natureza hidrofobica que existe entre os ligantes
selecionados e a proteina, o que confirma a caracteristica hidrofobica do sitio ortostérico da
proteina.

ApOs realizar as consideragdes das energias de afinidade as moléculas foram
selecionadas para analises fitoquimicas. Nesse sentido os biflavonoides agatisflavona e
amantoflavona foram selecionados frente as outras moléculas selecionadas (Tabela 2), pois, a
partir de relatos na literatura constatou-se sua capacidade de serem geralmente encontrados
em grande quantidade em diferentes plantas e muitos tecidos vegetais (SIMOES et al., 2001,
LIN et al., 1999). Essa classe de metabdlitos secundario também tém demonstrado inibir a
ATPase Ca** do reticulo sarcoplasmético/endoplasmatico (SERCA) induzindo a apoptose
através da via Ca* dependente que pode ser ativada por meio de uma elevagéo exagerada de
Ca®* no citoplasma, que consequentemente pode conduzir & morte celular por apoptose
(OGUNBAYO; MICHELANGELI, 2014).

Assim, a espécie C. macrophyllum foi selecionada através de relatos na literatura sobre
seu potencial em apresentar nas folhas e casca do caule os biflavonoides agatisflavona
(VEONUAOAF) e amentoflavona (VEOOUAOAF) (SANTOS, 2001; COSTA, 2005; SILVA,
2006), além de ser uma espécie com elevado potencial farmacoldgico (PEREIRA et al., 200;
SOUSA et al., 2007). Nessa perspectiva, foi também observado relatos recentes na literatura
sobre a capacidade de flavonoides em inibir a acdo da SERCA presente em mamiferos
(OGUNBAYO; MICHELANGELI, 2014). Nesse sentido, foi também analisado a
disponibilidade das amostras do material vegetal, dos padrdes, bem como das técnicas de
extracdo e metodo analitico. Pois, precisariamos de uma molécula que no final fosse possivel
extrair o metabolito secundario de interesse e que possiveis testes futuros fossem
economicamente viaveis. Nesse sentido, a selecdo dos biflavonoides supracitados para as

analises fitoquimicas foram direcionados.
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4.3 ANALISES DAS INTERACOES ATRAVES DO PROGRAMA LIGPLOT V.1.4.5

Foram realizadas as consideragfes acerca das interagdes entre as moléculas
VEOOUAOAF, VEONUAOAF, tapsigargina e o receptor PFATP6, através do programa
LigPlot v.1.4.5. Dessa forma foi possivel compreender o comportamento das interacfes
entre receptor e os ligantes, e assim conhecer o padrdo de interagdo bem como o0s
aminoacidos que estdo envolvidos nas interacOes realizadas pelos ligantes acoplados no
sitio ortostérico do receptor.

As interacfes que ocorrem entre a tapsigargina e o modelo do receptor PFATP6
(Figuras 8 e 9) sdo predominantemente hidrofébicas, estas acontecem com o0s
aminoécidos Leu815, Phe254, Leu258, Leu821, lle261, lle752, Ala303, Ile756 e
Val759, o que justifica a caracteristica hidrofobica também predominante na regido do
sitio ortostérico do molde 1IWO. Foi possivel observar também a existéncia de ligacédo
hidrogénio com aminoacido GIn257, sendo que essa ligacdo hidrogénio da tapsigargina
ocorre com N, do aminoécido GIn257 e o oxigénio O1, do ligante, com distancia de
ligacdo de 3,9 A, além dessa ligacdo de hidrogénio também existe outra entre o N; do
aminodcido 11e816 e o oxigénio Og do ligante com distancia de ligacdo de 2,97 A. Estas
analises endossam as caracteristicas essenciais para um novo inibidor da PfATP6, pois é
observada a predominancia de caracteristicas hidrof6bicas, pré-requisitos para novos
candidatos a farmacos capazes de inibir essa proteina.

A Figura 12 representa 0 mapa 2D das intera¢bes do composto VEOOUAOAF
frente ao sitio ativo do receptor PfATP6 com energia de afinidade -10,0 kcal/mol.
Embora as interacGes sejam notaveis, é importante ressaltar que as interacGes
hidrofébicas sdo as que mais acontecem, sendo responsaveis pelo acoplamento do
ligante no sitio ortostérico da proteina. As interacGes hidrofébicas acontecem com 0s
aminoéacidos Phe254, 11e816, 1le261, 1le752 e 1le756 contribuindo para as intera¢fes ndo
polares e assim endossando efetivamente a natureza hidrofdbica do sitio ortostérico do
receptor, estando estes aminoacidos tambem presentes nas interaces hidrofobicas do
inibidor seletivo da SERCA, a tapsigargina. Na analise desse composto ndo foram

identificadas nenhuma interacdo com doadores nem aceptores de hidrogénio.
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Figura 12 - Mapa de interagfes do composto VEOOUAOQAF frente ao sitio ativo do modelo
do receptor PFATP6 (Leite, 2008), construido pelo LigPlot v.1.4.5.

A Figura 13 representa 0 mapa 2D de interacdes do composto VEONUAOAF frente ao
sitio ortostérico do receptor PFATP6, exibindo valor de energia de -9,7 Kcal/mol. E possivel
verificar a presenca predominante dos aminoacidos com caracteristicas hidrofobicas 11251,
Leu815, Phe254, Leu258, Val759, 1le756, Ala303, Ile752, 1le261e 11e816 contribuindo
significativamente para as interag@es hidrofobicas. Observa a presenca de 2 aminoéacidos com
caracteristicas apolares Asn755, GIn257. No entanto, também sdo observadas esses mesmos
aminoacidos nas interacdes da tapsigargina e o receptor PfATP6, endossando a natureza
hidrofobica dominante no padrdo de reconhecimento no sitio catalitico do modelo do receptor
PfATPS6.
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Figura 13 - Mapa de interacdes do composto VEONUAOAF frente ao sitio ativo do receptor
PfATP6 (Leite, 2008), construido pelo LigPlot v.1.4.5.

Alaiid

Resultados semelhantes também foram relatados por Toyoshima e Nomura, (2002),
nesse estudo foi observada uma ligacéo de hidrogénio entre o oxigénio (Og) da tapsigargina e
a amina (NH) do aminoacido 11e829, além da presenca dos aminoacidos Phe254, GIn257 e
11e756. O que confirma a predominancia de aminoacidos com caracteristicas apolares no sitio

ortostérico da proteina PFATP6.
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4.4 ANALISES FITOQUIMICAS

Os biflavonoides sdo encontrados em grande quantidade nas diferentes plantas e em
muitos tecidos vegetais. Outros estudos fitoquimicos envolvendo a espécie de Cenostigma
macrophyllum Tul. possibilitaram a identificacdo e isolamento de alguns compostos presentes
nos extratos etandlicos das folhas e da casca do caule. Entre estes destaca-se os biflavonoides
agatisflavona e amentoflavona, (SANTOS, 2001; COSTA, 2003; COSTA, 2005; SILVA
2006). Sendo assim, a andlise qualitativa da presenca dos biflavonoides amentoflavona e
agatisflavona em C. macrophyllum é pertinente e a escolha dos biflavonoides para analise
nesse estudo se deu pela disponibilidade de padrbes, bem como, por resultados encontrados
em estudos anteriores que relatam a importancia dessa classe de metabolitos secundarios nas
plantas, além de possuirem importantes propriedades farmacologicas.

As amostras de folhas e casca de caule de C. macrophyllum foram submetidas a
extracdo sob ultrassom. Este € um método de maceracdo modificado, no qual a extracdo é
facilitada através da utilizagio de pulsos de alta frequéncia, de 20 kHz. E considerada uma
alternativa simples, rapida, de baixo custo e eficiente na extracdo de pequenas quantidades de
matéria-prima vegetal (SARKER; LATIF; GRAY, 2005).

Apos a extracdo procedeu-se a particdo dos extratos com cloroférmio e metanol para a
selecdo dos biflavonoides de interesse. Geralmente utiliza-se solventes de média polaridade
(cloroférmio, diclorometano, éter etilico), com o intuito de extrair flavonas e flavondis livres
(agliconas) pouco polares. Sendo assim, justifica-se a escolha do solvente utilizado para
extragdo, visto que, os padrdes de biflavonoides (amentoflavona e agatisflavona) utilizados
para analise apresentam-se sob a forma de dimeros geralmente de flavonas e flavanonas,
ocorrendo predominantemente como agliconas, podendo ser extraidos com solventes de
menor polaridade (HARBORNE, 1989) (Figura 14).
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Figura 14 - Biflavonoides utilizados para anélise em C. macrophyllum

Agatisflavona Amentoflavona

A analise qualitativa do extrato cloroférmico das folhas e casca do caule de um
espécime de C. macrophylum possibilitou a identificacdo dos biflavonoides agatisflavona e
amentoflavona. J& no extrato hidrometanolico esses metabdlitos foram identificados apenas
nas folhas, o que confirma a predominéncia desses nas folhas das plantas, agregado a sua
propriedade de protecéo contra os raios ultravioleta nas folhas (SIMOES, et al., 2001).

Os picos dos biflavonoides agatisflavona e amentoflavona dos cromatogramas das
analises dos extratos cloroférmicos das folhas e casca do caule, assim como 0s picos dos
cromatogramas das analises dos extratos hidrometandlico das folhas mostraram-se com perfil
quimico semelhante, conforme apresentado nos cromatogramas ilustrativos (Figura 15, 16, 17
18 e 19).

Atraves dos tempos de retencao e espectros de UV-VIS dos picos A, B,C, D, E e F das
amostras com os dos padrdes agatisflavona e amentoflavona, respectivamente, pode-se inferir

que esses picos sao correspondentes aos padrdes supracitados.
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Figura 15 - Cromatograma a 280 nm do padréo agatisflavona em CLAE.
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Figura 16 - Cromatograma a 280 nm do padrédo amentoflavona em CLAE.
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Figura 17 - Cromatograma a 280 nm dos picos (A e B) do extrato cloroférmico das folhas de
C. macrophyllum em CLAE.
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Figura 18 - Cromatograma a 280 nm dos picos (C e D) do extrato cloroférmico da casca do

caule de C. macrophyllum em CLAE.
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Figura 19 - Cromatograma a 280 nm dos picos (E e F) do extrato hidrometanolico da folha de
C. macrophyllum em CLAE.
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Através da comparacdo dos maximos de absorcdo dos padrdes do biflavonoide
amentoflavona (banda Il - banda I-) e agatisflavona (banda Il - banda 1-) com os maximos de
absorcdo dos picos A, B, C, D, E e F das amostras (Figuras 15 a 19) foi possivel inferir que
devido as absorbancias equivalentes os picos A, C e E sdo correspondentes ao padrdo de
agatisflavona e os picos B, D e F correspondem ao padrdo de amentoflavona.

Segundo Ribani et al. (2004) a seletividade de um método analitico pode ser
determinado de duas formas: a primeira é comparando a matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padrdo). A segunda maneira é através da
avaliacdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrdmetro de massas), que
comparam o espectro do pico obtido na separa¢do com o de um padréo e utiliza-se isto como
uma indicacao da presenga do composto puro.

A pureza do pico também é critério aceito como uma das condic¢Bes de avaliacdo para
o0 parametro da seletividade, sendo determinado pelo detector DAD. Dessa forma utilizou-se a
comparacdo dos espectros do pico obtido na separacdo da amostra do extrato cloroformico das
folhas com o do padrdo (Figuras 20 e 21). Nesse sentido foi realizada a avaliagdo da
seletividade também por esse critério. Foi possivel observar através do espectro de UV, obtido
no comprimento de onda 280 nm, que o método é seletivo tanto para a amentoflavona quanto

para a agatisflavona.
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Figura 20 - Sobreposicdo dos Espectros de UV do pico A, Extrato cloroférmico das folhas e

0 padréo agatisflavona
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Figura 21 - Sobreposicdo dos espectros de UV do pico B Extrato cloroférmico das folhas e o

padrdo amentoflavona.
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O teste de linearidade com padrdo permite avaliar a concordancia da resposta do
sistema cromatogréafico frente a diferentes concentracbes do analito de interesse. O
INMETRO (2007) denomina este ensaio como ‘“escolha da faixa linear de trabalho”, e
estabelece que a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar
no centro da faixa de trabalho. Nesse sentido, a linearidade do método foi avaliada pelas
regressdes lineares da curva analitica, atraves de solu¢des com concentracfes na faixa de 86-
344pg/mL (padrao agatisflavona) e 60-500ug/mL (padrdo amentoflavona).

As curvas de calibracdo foram construidas a partir da relacdo entre cinco
concentragfes de cada padrdo com as &reas obtidas na separacdo cromatografica. O
coeficiente de correlacdo é um pardmetro que permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais (RIBANI et al., 2004). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo
maior ou igual a 0,99, sendo assim, pode- se considerar que o método utilizado € linear
(BRASIL, 2003).

O grafico 2 e 3 mostram os resultados obtidos da curva de calibracdo da solucéo
padréo de agatisflavona que, por regresséo linear, apresentou R?=0,99 e da solucdo padréo de
amentoflavona que, por regresséo linear, apresentou R?=0,9975. Esta faixa de linearidade foi
adequada a aplicacio do método na determinacdo do teor de agatisflavona e

amentoflavona nas amostras.

Graéfico 2 - Curva de calibracdo da agatisflavona e parametros obtidos com a regresséo linear.
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Gréfico 3 - Curva de calibracdo da amentoflavona e parametros obtidos com a regresséo

linear.

(mAU)

Curva de calibragao - Amentoflavona

60000000

50000000

40000000

30000000

20000000

10000000

0 100

200

300 400

y = 149092x + 72494
R*=0,9975

Curva de calibragéo
Amentoflavona

Linear (curva de
calibracéo
Amentoflavona)

(ng/ul

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados de uma mesma amostra. O

resultado da precisdo do método foi determinado pelo desvio padréo relativo (DPR) obtido da

injecdo de trés solugdes de diferentes concentracdes de cada padrdo. Os valores de DPR foram
todos dentro do preconizado pela ANVISA, que é de no maximo 5% (BRASIL, 2003),

portanto 0 método pode ser considerado preciso, conforme apresentado na tabela 3.

Tabela 3 - Desvio Padrédo Relativo de solugdes em triplicata dos padroes.

Amentoflavona Agatisflavona
Média das Desvio Desvio | \1edia das | Desvio | DesvioPadréo
Padréo
areas Padrao Relativo areas Padrao Relativo
13998763,67 | 131477,2 0,93% 10487361 | 212143,3 2,02%
26858101,0 554063,3 2,06% 33647443 | 368373,5 1,09%
51590475,67 | 579575,4 1,12% 57606264 |1059145,0 1,83%
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A técnica de recuperagdo do analito adicionado foi utilizada para avaliar a exatidao do
método proposto. Foram adicionadas ao extrato hidrometanolico e cloroférmio de C.
macrophylum solucdes do padrdo em trés concentracBes diferentes 120, 250 e 500 pg/mL,
tanto para a amentoflavona quanto para agatisflavona. Os valores de recuperacdo calculados

estéo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Taxa de recuperacdo para determinacao da exatidao.

Agatisflavona Amentoflavona
Concentracéo | Concentracdo | Exatiddo | Concentracdo | Concentragédo | Exatiddo
adicionada | recuperada adicionada | recuperada
120 pg/ml | 143,50 pg/ml [ 119,58% | 120 ug/ml | 71,62 pg/ml | 59,68%
250 pg/mL | 297,50 pg/ml |119,00% | 250 pg/ml | 151,56 pg/ml| 60,62%
500 pg/mL | 450,41 pg/ml | 90,08% | 500 ug/ml | 336,87 ug/ml| 67,37%

Segundo Ribani e colaboradores (2004) os intervalos aceitiveis de recuperacdo para

determinacdo da exatiddo geralmente estdo entre 70 e 120%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%.
A partir das curvas de calibracdo dos padrées agatisflavona e amentoflavona foram estimados
os limites de detecgdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ), segundo equacdo 2 e 3. Os
resultados encontrados para a agatisflavona foram de LD= 1,37 pug/mL e LQ= 4,22 ug/mL, ¢
para a amentoflavona foram de LD= 2,91 pg/mL e LQ= 8,81 pug/mL. Com esses resultados,
verificou-se que 0 método possui boa sensibilidade para detectar e quantificar os padrdes, sem
sofrer alteracdo de fatores intrinsecos do equipamento. Contudo, os biflavonoides analisados
no extrato hidrometandlico das folhas apresentaram concentragdes abaixo dos limites de
deteccdo e quantificagdo como mostra a tabela 5.

Tabela 5: Concentracédo de biflavonoides em amostras de C. macrophylum

dﬁsrgiitr;izs Agatisflavona Amentoflavona
(Mg/mL) (ng/mL)
Hidrometandlico Folha - -
Cloroférmio Folha 20,47 91,8
Cloroférmio Caule 1,71 16,7
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A quantificagdo dos biflavonoides, agatisflavona e amentoflavona, foi determinada
pela média (n=3) das areas dos picos das amostras de C. macrophylum. A concentracdo dos
dois biflavonoides foram obtidas através das equacdes das retas, geradas pela regressao linear
das curvas analiticas dos padrdes de biflavonoides. A tabela 6 mostra os resultados da
quantificacdo de biflavonoides nos extratos cloroformicos das folhas e casca do caule bem
como nos extratos hidrometanolico das folhas na espécie de C. macrophyllum.

Tabela 6: Quantificacdo de biflavonoides em amostras de C. macrophylum

Amostras ng agatisflavona /g ng amentoflavona /g
(extratos) de material seco de material seco
Cloroférmio Folha 22,25 20,63
Cloroférmio Caule 1,24 0,012
Hidrometanolico 0, 0012 Né&o detectado
Folha

As folhas e casca de caule de C. macrophylum apresentaram o mesmo perfil quimico
do extrato hidrometanolico e cloroférmico, ou seja, a separacdo cromatografica mostrou a
presenca de picos semelhantes (figuras 17, 18 e 19). Contudo, com a quantificagdo dos
biflavonoides foi possivel perceber que o teor desses metabolitos secundéarios foi encontrado
em maior quantidade nos extratos cloroférmico das folhas.

No que se refere ao teor de agatisflavona nos extratos cloroférmico das folhas e da
casca do caule, este apresentou-se com maior rendimento no extrato cloroférmico das folhas
sendo de 22,25 pg de agatisflavona/g de material seco. Esse resultado apresentou maior
guantidade quando comparado ao rendimento desse mesmo metabolito secundario nos
extratos cloroformico do caule, com rendimento de 1, 24 ug de agatisflavona/g de material
seco e de 0,012 pg de agatisflavona/g de material seco do extrato hidrometanolico da folha
(Tabela 6). Esses dados podem estar relacionados ao fato dos flavonoides estarem envolvidos
na acdo antioxidantes combatendo os efeitos de oxidagdo dos raios ultravioletas, se
desenvolvendo assim em maior quantidade nas folhas (GRAF et al., 2005).

Em relagdo ao teor do outro metabdlito secundario amentoflavona, ocorreu também
em maior quantidade nos extratos cloroférmico das folhas com valor de 20,63ug
amentoflavona/g de material seco, quando comparados a quantidade encontrada no extrato
cloroférmico da casca do caule, apresentando teor de 0, 012 ug amentoflavona/g de material
seco. Nestas analises ndo foram detectados a amentoflavona no extrato hidrometanolico das

folhas de C. macrophyllum.
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A variedade de atividades j& evidenciadas nos extratos de Cenostigma macrophyllum
Tul. como atividade antiinflamatoéria, antiulcerogénica, antinociceptiva e hepatoprotetora
sobre diversos sistemas organicos direciona essa planta ao uso como medicamento (COSTA,
2005; SILVA, 2006; SOUSA et al, 2006).

No entanto ainda sdo incipientes as pesquisas de biflavonoides referentes a atividade
antimalérica, porém os compostos amentoflavona e agatisflavona revelaram possuir
caracteristicas que futuramente possam se destacar como alternativas no tratamento da

malaria.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A elucidacdo estrutural de novos alvos moleculares tem sido uma das principais
ferramentas para o desenvolvimento racional de novos farmacos. O planejamento de farmacos
baseado no receptor perpassa pela sua caracterizagéo estrutural, bem como pela deteminacao
do seu ambiente de interacdo para que possa guiar a identificagdo de novos compostos
prototipos.

De acordo com os resultados obtidos através dos parametros de acoplamento
molecular associados aos procedimentos fitoquimicos, foi possivel inferir que os compostos
selecionados agatisflavona e amentoflavona aparentemente apresentam a proteina pfATP6
como sitio de acdo. Outros estudos devem se voltar para a caracterizacdo de novos
representantes contra esse alvo bioldgico promissor. Além disso, é possivel sugerir que 0s
ligantes devem interagir nos sitios de interacdo hidrofdbica para se acomodar de forma estavel
no sitio ortostérico da proteina PFATP6, de forma semelhante a apresentada pela tapsigargina,
um inibidor seletivo para as SERCAs.

O estudo da quantificacdo de biflavonoides em espécies de C. macrophyllum
utilizando CLAE-DAD mostrou que a técnica é adequada para esse tipo de andlise. A
utilizacdo de CLAE para determinacdo do teor de compostos organicos é de grande valia,
tendo em vista, a praticidade e maior rapidez nas analises em detrimento das técnicas
cromatograficas convencionais.

Outro aspecto importante para a selecdo dos compostos para estudos experimentais € a
presenca da fonte biol6gica no semiarido, facilitando assim os estudos experimentais,
isolamento e identificacdo do composto bioativo, bem como a sintese de andlogos visando a
melhoria de propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas.

Os resultados da quantificacdo dos teores dos biflavonoides agatisflavona e
amentoflavona nesse trabalho foram de 22,25 pg de agatisflavona/g de material seco e 20,63
ug amentoflavona/g de material seco de C. macrophyllum.

Conclui-se na perspectiva da necessidade de testes para constatacdo do potencial
inibitorio destas moléculas amentoflavona e agatisflavona e na utilizagdo dos recursos
geneéticos, haja vista a sua importancia, seja economicamente e ecologicamente, com grande

diversidade quimica, porém ainda pouco explorada.
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