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RESUMO
O A. aegypti € uma espécie vetora de arboviroses de importancia mundial, considerando
a grande incidéncia anual dessas infecc¢des virais, levando a quadros de doenca e 6bito.
Este mosquito apresenta capacidade de resisténcia a inseticidas, os quais ainda s&o um
dos principais métodos de controle, sendo considerada necessaria a busca por novas
alternativas potencialmente seguras e eficazes. As abordagens in silico tornaram-se
métodos promissores na busca por ligantes com potencial atividade biolégica devido a
economia de tempo e dinheiro, permitindo ainda testes de bancada de forma direcionada.
A Proteina carreadora de esterdis- 2 (PCE-2) tem funcédo de realizar o transporte
intracelular de colesterol no A. aegypti e sua inibicdo acarreta danos, principalmente na
fase larval do inseto. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo in vitro e in silico,
com base em metabdlitos secundarios da caatinga e da espécie vegetal Cenostigma
pyramidale (catingueira) como potenciais larvicidas em A. aegypti. A utilizacdo da planta
veio a partir de trabalhos prévios do nosso grupo, que mostraram um biflavondide
presente nesta espécie como ligante de alta afinidade por PCE-2. Compostos analogos
a metabdlitos secundarios, relatados como ligantes, foram investigados através de
screening virtual por Docking. Os testes in vitro foramrealizados com larvas em fase L3 e
concentragOes de fracdes obtidas de C. pyramidale a 500 ppm, para triagem inicial, bem
como 700-100 ppm para obtengéo do ICso. A PCE-2 foi extraida da plataforma RSCB-
PDB (PDB ID: 1PZ4) e o docking molecular foi realizado no programa Autodock vina.
Utilizou-se o banco de dados PubChem na buscapor analogos da loniflavona, fargesina
e proximadiol, previamente evidenciados. Os resultados indicaram que a fracdo
metandlica e cloroférmica de C. pyramidale apresentaram potencial larvicida,
confirmando a evidéncia da loniflavona como principal inibidor, além dos requisitos
estruturais de biflavonoides e identificacdo de outros analogos com boas energias de

interacdo para futuros direcionamentos.

Palavras-chave: Docking molecular; Aedes aegypti; Atividade larvicida; Cenostigma

pyramidale; Metabdlitos secundarios; Caatinga.



ABSTRACT

A. aegypti is a vector species of arboviruses of worldwide importance, considering the
high annual incidence of these viral infections, leading to illness and death. This mosquito
has the ability to resist insecticides, which are still one of the main methods of control, and
it is considered necessary to search for new potentially safe and effective alternatives. In
silico approaches have become promising methods in the search for ligands with potential
biological activity due to time and money savings, also allowing bench tests in a targeted
way. The sterol-carrying protein-2 (PCE-2) has the function of carrying out the intracellular
transport of cholesterol in A. aegypti and its inhibition causesdamage, mainly in the larval
phase of the insect. The objective of this work was to carry out an in vitro and in silico
study, based on secondary metabolites from the caatinga and the plant species
Cenostigma pyramidale (catingueira) as potential larvicides in A.aegypti. The use of the
plant came from previous work by our group, which showed a biflavonoid present in this
species as a high affinity ligand for PCE-2. Furthermore, analogues to secondary
metabolites, also reported as ligands in these previous works, were investigated here
through virtual screening by Docking. The in vitro tests were carried out with larvae in the
L3 phase and concentrations of fractions obtained from C. pyramidale at 500 ppm, for
initial screening, as well as 700-100 ppm to obtain the ICso. PCE-2 was extracted from the
RSCB-PDB platform (PDB ID: 1PZ4) and molecular docking was performed using the
Autodock vina program. The PubChem database was used in the search for analogues
of loniflavone, fargesin and proximadiol, previously evidenced. The results indicated that
the methanolic and chloroformic fraction of C. pyramidale showed larvicidal potential,
further confirming the evidence of loniflavone as the main inhibitor, in addition to the
structural requirements of biflavonoids and identification of other analogues with good

interaction energies for future directions.

Keywords: Molecular docking; Aedes aegypti; Larvicidal activity; Cenostigma

pyramidale; Secondary metabolites; Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A espécie Aedes aegypti Linnaeus (1762) € um artropode pertencente a ordem
Diptera e familia Culicidae, espécie vetora de arboviroses no qual resulta na
transmissao de doencgas, como a dengue, febre amarela, zika e chikungunya por meio
da sua picada (Mc Gregor & Connelly, 2020). O A. aegypti € considerado uma espécie
importante no mundo e de interesse mundial da saude devido sua capacidade de
infectar milhdes de pessoas e estar presente em areas tropicais e subtropicais (Francga
et al., 2020).

A utilizacdo de vacinas ainda nao € amplamente difundinda para aplicacao e
ndo ha medicamentos especificos para o tratamento dessas doengas, o controle
epidemiologico tem foco no vetor A. aegypti, limitando seus estagios de vida (Sierra et
al., 2021; Nunes et al., 2015).0 uso de inseticidas sintéticos levou a resisténcia dos
mosquitos (Achee et al., 2019) e impactos ambientais, com isso, destaca-se a
necessidade de métodos alternativos para combate destes mosquitos (Fernandes et
al., 2019). Nesse contexto, os inseticidas a base de produtos naturais tem sido uma

alternativa aos inseticidas sintéticos (Senthil-Nathan, 2020; Silva et al., 2020).

O dominio morfoclimatico caatinga esta localizado no semiarido do Nordeste
Brasileiro, no qual possui uma rica diversidade de plantas (Pinheiro & Nair, 2018), das
quais muitas possuem variados compostos promissores farmacéuticos e alimenticios.
Os produtos naturais derivados de plantas mostram-se promissores no controle de A.
aegypti devido sua seletividade, seguranca e biodegradabilidade (Fernandes et al.,
2019). As plantas produzem metabdlitos secundarios nos quais sao extraidos e
purificados (Richards et al., 2016).

Para que esses produtos quimicos possam ser caracterizados, ha
necessidade de ensaios laboratoriais nos quais podem ser caros, demorados e podem
apresentar baixa taxa de sucesso (Fine et al., 2021; Khanna, 2012), com isso,
abordagens in silico estdo sendo usadas para auxilio deste processo. A triagem virtual
€ uma das abordagens in silico, com finalidade de mostrar virtualmente uma
diversidade quimica infinita de moléculas com potencial farmacologico (Abagyan &

Totrov, 2001). Consistindo na abordagem baseada na estrutura, o docking molecular


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359644612001833#!
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€ o mais utilizado para prever o encaixe de moléculas organicas em estruturas
cristalinas (Das et al., 2020; Li et al., 2021).

Em um estudo publicado recentemente por nosso grupo de pesquisas
(Mourgo et al., 2020) foram evidenciados 3 scaffolds moleculares, provenientes de
plantas da caatinga, com alta afinidade pela proteina carreadora de esterol- 2 (PCE-
2) do A. aegypti. Esta proteina tem como funcao realizar o transporte intracelular de
colesterol (Ahmed et al, 2020), quando afetada, a proteina ndo sintetiza mais o
colesterol levando a morte do A. aegypti principalmente em sua fase larval (Krebs e
Lan, 2003).

Os metabodlitos secundarios pertencem as classes, biflavondide,
sesquiterpeno e lignana, precisamente os compostos loniflavona, proximadiol e
fargesina. Dentre os mais estaveis na interagdo com PCE-2, destacou- se a
loniflavona, um biflavondide presente na espécie Cenostigma pyramidale
(catingueira), com potencial larvicida desta espécie frente ao A. aegypti (Mourao et al.,
2020).
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da pesquisa foi realizar um estudo in vivo e in silico usando
analogos dos scaffolds moleculares ja identificados, bem como a espécie vegetal C.

pyramidale, como potenciais agentes larvicidas em A. aegypti.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Buscar o isolamento do biflavondide loniflavona e avaliar sua atividade in vitro

contra larvas de A. aegypti;

° Realizar testes in vitro com o extrato e fragdes obtidos a partir das folhas de C.

pyramidale em larvas de A. aegypti;

° Racionalizar os dados identificando na literatura moléculas ja relatadas nas

fracdes e extrato de C. pyramidale submetidos aos testes;

° Obter virtualmente estruturas quimicas de compostos analogos das classes dos

biflavondides, lignanas e sesquiterpeno;

° Realizar o redocking e o docking molecular dos compostos na PCE-2;

° Avaliar o perfil fisico-quimico e farmacocinético das moléculas com base nas
propriedades do SwissADME (absorgdo, distribuicdo, metabolismo e

excrecao);

° Validar o algoritmo de encaixe da PCE-2;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1DISTRIBUIGAO, ECOLOGIA, REPRODUGAO E ANATOMIA DE AEDES
AEGYPTI

Aedes aegypti Linnaeus (1762) € uma espécie de mosquito da ordem Diptera
e familia Culicidae, nativa da Africa e amplamente distribuida em todo o mundo
(Carvalho e Moreira, 2017) sendo considerada antropofilica. Acredita-se que o
ingresso do mosquito no Brasil ocorreu durante o transporte de escravos, no interior
de grandes navegacoes, no periodo da colonizacao do pais (Forattini, 1996; Zara et
al., 2016). Atualmente, a distribuicdo geografica do A. aegypti inclui em grande parte
as areas tropicais e subtropicais, estando presente na Africa, Asia, Américas eOceania
(Oliveira, 2015).

O A. aegypti € uma espécie preferencialmente diurna e tende a ser mais ativa
ao amanhecer e ao anoitecer, evitando os periodos mais quentes do dia. Seu ciclo de
vida compreende quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adulto (Farnesi et al., 2009).
Vivendo em média por 30 dias. A fémea coloca entre 150 e 200 ovos. Os ovos sao
pequenos, medindo cerca de 0,5 mm, formato eliptico, de cor clara no momento da
oviposicao e que escurece ao longo do tempo (Figura 1) (Faull e Williams, 2015).
Quando imersos em agua, os ovos podem eclodir em minutos mas, na auséncia de
agua, a alta resisténcia a dessecacao permite que 0S 0vosS permanegam viaveis por

semanas, meses ou até mesmo mais de um ano.

A eclosao do ovo da origem a larvas, que passam por quatro instares (L1, L2,
L3, L4) de desenvolvimento (Figura 1). As larvas de A. aegypti sdo aquaticas e se
alimentam de matéria orgénica. Os habitos alimentares das larvas ndo sdo seletivos,
sendo assim, além de particulas de matéria orgénica as larvas podem ingerir
inseticidas. No periodo em quepermanecem na fase pupal, fase pela qual possuem
formato de “virgula” (Figura 1), elas ndo se alimentam e permanecem flutuando na
superficie da agua para facilitar seu voo quando adultos, a passagem da fase pupal

para adulta pode durar uma hora,até que o mosquito possa voar (Francga et al., 2020).

Quando adulto, possui porte de aproximadamente 5 mm de comprimento,
possuindo o corpo escuro e as pernas marcadas por faixas brancas, apresentando o

aspecto “listrado” (Salvi et al., 2021) no qual é a caracteristica principal que as pessoas
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veem facilmente a olho nu e conseguem distinguir parcialmente o A. aegypti. A fémea
dessa espécie consegue fazer varias ingestdes de sangue durante um mesmo ciclo
gonadotrdfico e costuma depositar seus ovos em mais de um criadouro, elevando sua
eficiéncia reprodutiva o macho alimenta-se de substancias que contém acgucar (néctar,
seiva de plantas etc) sendo assim, apenas a fémea transmite os arbovirus (Rey e
Loubinos, 2015; Zara et al., 2016).

O dimorfismo sexual do mosquito era identificado com base no tamanho dos
especimes, pois considerava-se 0 macho monor do que as fémeas, no entanto,
observou-se que este ndo era um parametro ideal, devido a fatores como: a
disponibilidade de alimento e a densidade larval em criadouros interferir no tamanho
corporal (Forattini, 2002). Atualmente, para diferenciacdo sexual sdo consideradas a
morfologia antenal no qual os machos possuem penas nas suas antenas e as fémeas
possuem cerdas, e a estrutura do aparelho bucal onde os machos apresentam palpos

longos e as fémeas palpos curtos (Figura 1) (Consoli e Oliveira, 1994).

O aumento da populacao de A. aegypti esta relacionado ha diversos fatores
tais como, o aumento dos fatores climaticos (temperatura e pluviosidade), agdes
antropicas, como o processo acelerado da urbanizacéo, falta de eliminacdo da agua
parada em vasos deplantas, pneus, garrafas plasticas, piscinas sem uso, e recipientes
pequenos, como tampas de garrafas (Busato et al., 2014; Salvi et al., 2021). Os
servigos publicos sao essenciais para o controle do mosquito vetor com isso, deve
existir a coleta e destinacado adequada de residuos e disponibilidade de agua potavel
para populagdo (Tauil, 2001), ainda é observado vulnerabilidade devido o
financiamento inadequado dos programas de controle de vetores, nos quais sao

associados ao sistemas de saude publica (Wilder-Smith et al., 2010).

Figura 1: Desenvolvimento do mosquito A. aegypti. Fase de ovo, larva (L1, L2, L3 e L4), pupa

e adulto macho e fémea.
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Fonte: autoria prépria.

3.2 PROTEINA CARREADORA DE ESTEROIS-2 DE AEDES AEGYPTI

A proteina carreadora de esterol-2 (PCE-2), também chamada de proteina de
transferéncia de lipidios ndo especifica, € conhecida por se ligar ao colesterol e foi
descoberta ha mais de 30 anos sendo considerada uma proteina pequena, com massa
molecular de cerca de 13kDa (Gallegos et al., 2001; Dyer et al., 2003; Viitanenet al.,
2006). A PCE-2 possui uma dobra semelhante as proteinas humanas e de coelho, no
qual consiste em uma folha beta de cinco fitas acompanhada de quatro alfa-hélices
que cobrem a folha-beta, nesta proteina ha presenca de uma grande cavidade que
existe na interface da camada alfa-hélices e da folha-beta, que serve como local de
ligacdo do acido graxo (Dyer et al., 2003).
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Pertence a familia conhecida como genes PCE-2 na qual todas possuem um
dominio homodlogo a proteina carreadora de esterol -2 (Dyer et al., 2003). O gene PCE-
2 tem dois locais de iniciagdo que codificam proteinas, onde compartilham um terminal
C de SCP-2 comum de 13 kDa: (1) um local codifica para SCP-x de 58 kDa que é
parcialmente clivado pos-tradugdo em PCE-2 de 13 kDa e uma proteina de 45 kDa e
(2) um segundo local codifica para 15 kDa pro-PCE-2 que é completamente clivado
pos-traducdo em 13 kDa PCE-2 (Gallegos et al., 2001).

O esterol € um composto vital para grande parte dos insetos completarem seu
ciclo de vida, entretanto os mesmos ndo possuem a capacidade de sintetizar o esterol
onde as fémeas realizam o repasto sanguineo em humanos e os machos adquirem a
partir de plantas onde é convertido para fitoesterol e posteriormente emcolesterol para
gue seja possivel o desenvolvimento e reproducao do inseto (Kumar et al., 2010). Esta

conversao ocorre com a ajuda da PCE- 2 (Kumar et al., 2010).

A PCE-2 encontra-se expressa em niveis mais elevados no quarto instar larval
de A. aegypti e esta presente no seu intestino médio e fracamente na cabeca e no
intestino posterior, nas pupas iniciais € observada no térax, cabeca e parede corporal
do abdome, mas nao no intestino (Krebs & Lan, 2003), possuindo o dever de atender
trés necessidades bioldgicas: absorver o colesterol livre para a construgdo das
membranas celulares, transferir o colesterol para o peroxissomo para catabolizagéo e
fornecer o colesterol como um precursor da mitocdndria para biossintese de esteroide
(Radek; Dyer; Lan, 2010; Krebs; Lan, 2003; Gallegos et al., 2001). Portanto, a
captacéao e transporte de colesterol durante a alimentagcado dos estagios larvais sao

processos criticos em insetos.

A inibicdo da expressao da PCE-2 por meio de ligagdo competitiva nas larvas
de ultimo instar resulta em uma redugao no nivel de captagado de colesterol, maior
mortalidade e reducao da fecundidade (Blitzer; Vyazunova; Lan, 2005). Em fémeas
adultas a inibicdo da expressao de PCE-2 leva a um nivel reduzido de captacao de
colesterol quando ingerido sangue e pouco efeito sobre a absor¢ao de acido palmitico
(Dyer et al., 2008). Sendo assim, torna-se interessante a inibicdo da PCE- 2 ainda no
estagio larval para que possa ser evitado o desenvolvimento do A. aegypti até a fase

adulta quando se torna transmissor de forma ativa de arboviroses.
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Perera e Wijerathna (2019) relatam que a inibicdo da PCE-2 é um método
promissor no controle populagcdes de mosquitos vetores. Em estudos realizados com
docking molecular com alvo a PCE- 2 do A. aegypti observou-se que os compostos
alfa mangostina (-13, 65 kcal/ mol), pantenol (-9,3 kcal/ mol) (Kumar et al., 2010) 2-
metil-4-oxo-3-fenilcromen-7-il) -1,3-benzodioxol -5-carboxilato (-12 kcal/ mol) 3-(4-
metoxifenoxil) -2-metil-4-oxocromen-7-il]1,3-benzodioxol-5-carboxilato (-12,6
kcal/mol) (Lima et al., 2021) apresentaram afinidades promissoras com o sitio ativo da
PCE-2.

3.3 ARBOVIROSES

Arboviroses sdao doencas acometidas no ser humano através de artrépodes
gue se alimentam de sangue, como exemplo o A. aegypti, no qual causa as doengas
virais, dengue (DENV), febre amarela (FAV), zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) que
tém sido motivo de preocupacao de saude publica em todo o mundo (Donalisio et al.,
2017; Gould et al., 2017). As manifesta¢des clinicas destas infec¢des por arbovirus
podem variar de doenca febril leve a sindromes febris hemorragicos, problemas
articulares e neurologicos (Teich; Arinelli; Fahham, 2017). O tratamento destas

arboviroses se da com o uso de analgésicos, antitérmicos e antiflamatorios.

A prevencao das arboviroses no Brasil conta com o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), que tem como foco principal o controle do A. aegypti
pela populagdo e por profissionais, com apoio governamental, e com o Programa
Nacional de Apoio ao Combate as Doencas Transmitidas pelo Aedes (PRONAEDES),
que tem como objetivo o financiamento de projetos de combate a proliferacdo das

doengas transmitidas pelo vetor (Teich; Arinelli; Fahham 2017).

Mesmo com os programas de prevencao ha muitos registros de casos de
arboviroses no Brasil de janeiro a maio de 2022, mais de 700 mil casos de dengue,
aumento de 70% dos casos de chikungunya em relacdo ao ano anterior e de
aproximadamente 200% para zika (Fiocruz, 2022). Araujo et al., (2015) e Paes de
Andrade et al., (2016), relatam que existe uma baixa efetividade dos programas que
tem como foco a reducdo das populagées de vetores em niveis que poderiam
interromper a transmissao das doencgas. Apesar disso, € importante ressaltar que para
haver uma diminuicdo efetivadas populagdes de vetores é necessario a jungdo da

acao da populacao e dos programas em prol do controle dos vetores.
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3.4 RESISTENCIA A INSETICIDAS E ESTRATEGIAS DE CONTROLE DE AEDES
AEGYPTI

A resisténcia a inseticidas pode ser descrita como um processo de evolugao
acelerada de uma populagcdo que responde a uma pressao seletiva, com a
consequente sobrevivéncia dos individuos que possuem alelos que conferem
resisténcia, sendo assim, um pequeno numero de individuos possui caracteristicas
que permitem sua sobrevivéncia sob doses de inseticidas normalmente letais (Braga
e Valle, 2007).

Acoes para controle de insetos datam ha mais de 2.000 anos na China onde
eram realizados controles de pragas agricolas. Os primeiros programas de controle
eram baseados em medidas fisicas e na aplicagdo de 6leo ou de verde de Paris
(acetoarsenito de cobre) nos criadouros (Rodhain e Rosen, 1997). O papel do controle
de vetores na Saude Publica é prevenir a infeccdo mediante o bloqueio ou reducao da
transmissao, sendo seus principais objetivos, manejar os problemas existentes
(surtos, epidemias, alta mortalidade e alta morbidade), prevenir epidemias ou a
reintroducao de doencas e reduzir os fatores de risco ambiental da transmissao (Braga
e Valle, 2007).

O uso de inseticidas organofosforados com propriedade larvicida tem sido a
estratégia de escolha para o controle de larvas de A. Aegypti, porém, a Rede Nacional
de Monitoramento de Resisténcia (MoReNa) detectou que a partir de 1999 o principal
inseticida organofosforado utilizado, o Temefds Fersol 500 CE, passou a apresentar

baixa eficacia, sendo substituido por inseticidas alternativos (Fonseca et al., 2019).

Com isso, outras substancias tém sido propostas como alternativa aos
inseticidas organofosforados, dentre as quais piriproxifeno (horménio juvenil),
novaluron (inibidor de quitina) e spinosad (biolarvicida) (De Jesus et al., 2021). O uso
de inseticidas para controlar mosquitos deve estar sempre alinhado com o
monitoramento e gerenciamento da resisténcia a inseticidas, que € um componente

negligenciado nos esforgos de controle de vetores(Dalpadado et al., 2021).

Ainda estdo em desenvolvimento vacinas e terapias eficazes para a maioria

das doencas humanas causadas por arbovirus (Swaminathan; Khanna, 2019;
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Schram, 2016), sendo assim, os métodos de controle mais eficazes contra o vetor A.

aegypti, podem ser categorizados em mecanicos, biolégicos e quimicos.
3.4.1 Mecéanico

A acao mecanica consiste em reduzir o contato do mosquito com a populacéo
humana, podendo haver a utilizacdo de redes ou telas em portas e janelas para
impedir o aparecimento do mosquito na area intradomiciliar como também a
eliminagdo dos possiveis criadouros, retirando a agua parada e limpando
regularmente reservatdrios de agua (Morrison et al., 2008). E importante relatar um
estudo realizado por Getachew et al. (2015) onde observaram que entre 301 casas em
Dire Dawa analisadas com relacdo a presenca de focos de A. aegypti, 208 casas
possuiam focos nos quais as larvas e pupas foram encontradas em pneus (33,33%),
tambores de plastico (24,19%), galdes (19,01%) e barris. A grande parte destes
materiais que serviram de focos estavam ao ar livre (93,06%), descobertos ou

parcialmente cobertos (87,6%) e expostos total ou parcialmente ao sol (67,86%).
3.4.2 Quimico

O controle quimico se da na utilizacdo de inseticidas que exterminam
mosquitos na fase adulta e larval. Sao utilizados produtos quimicos com acao
neurotdxica, inibidores de crescimento e sintese proteica (Braga e Valle, 2007; Hamid
et al., 2018). A utilizacao de inseticidas sintéticos no controle do mosquito possibilita a
selecao de individuos resistentes podendo influenciar negativamente o controle do
vetor e agredir o meio ambiente (Zara et al., 2016). Sendo assim, Braga e Valle (2007)
ressaltam a importéancia do controle quimico principalmente na fase larval de A. aegypiti
através da atividade inseticida provinda de plantas. Variados trabalhos afirmam esta
eficacia, como, a atividade larvicida de Gallesia integrifolia (Pau-d'alho) (Bortolucci et
al., 2021), Ocimum americanum (alfavaca do campo), Nepeta cataria (erva de gato),
Hyssopus officinalis (erva sagrada), Origanum scabrum (orégano) (Santos et al.,
2022), dentre outras.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-021-15984-y#ref-CR30
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3.4.3 Biologico

O controle biologico compreende a utilizagdo de espécies de bactérias como
as Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus, utilizacdo de pequenos crustaceos
Copépodes, como (Mesocyclops leuckuarti e Mesocyclops scrassus), peixes
larviforos, dentre eles (Poecilia reticulata, Gambusia sp, Tilapia mossambica)
(Udayanga, et al., 2019; Han et al., 2015; Cavalcanti et al., 2007), fungos patdégenos
(Metharizium anisopliae e Lagenedium giganteum) e parasitas nematddeos
(Romanomermis culicivorax e Romanomermis iyengari) (Scholte et al., 2003).
Atualmente tem-se estudado bastante sobre o método Wolbachia no qual introduz a
cepa da bactéria em diferentes estratégias de controle: (1) mosquitos machos com a
cepa se juntam com mosquitos fémeas nao infectadas e com isso causa mortalidade,
(2) reducao do tempo de vida dos mosquitos pela metade apds introducéo da cepa e
(3) invasédo de uma cepa de Wolbachia que inibe a transmissdo, reduzindo a
capacidade dos vetores portadores de virus de transmitir infec¢des (O’connor et al.,
2012; Walker et al., 2011).

3.5 DOMINIO MORFOCLIMATICO CAATINGA, PRODUTOS NATURAIS E
METABOLITOS SECUNDARIOS

Caracterizar a caatinga como um bioma € um conceito restrito que nao leva
em consideracao os variados tipos de substratos, fitofisionomias e floristicas. A partir
desta restricao conceitual caracteriza-se atualmente o bioma caatinga como sendo um
Dominio Morfoclimatico Caatinga (DMC) composto por diferentes tipos de substratos,
fitofisionomias e grupos floristicos (Moro et al., 2016), € uma das maiores areas
semiaridas tropicais do mundolocalizado no Nordeste do Brasil com extensao de mais
de 800.000 km2 (Moro et al., 2016). Possui uma forte sazonalidade, com a estacao
seca durando 6-11 meses a cada ano e na maioria das areas recebendo menos de
1.000 mm de chuva anual (IBGE, 2002; Nimer, 1989).

E rico em diversidade e endemismo, na qual apresenta cerca de 4.322
espécies de plantas, 744 endémicas, distribuidas em 950 géneros e 152 familias,
incluindo 29 géneros endémicos da regiao (Fernandes e Queiroz, 2018; Torres et al.,
2021). Estima-se que apenas 8% da biodiversidade vegetal existente no DFC tem

seus compostos ativos caracterizados, com 1.100 espécies avaliadas em relagao as
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suas propriedades medicinais (Brito et al., 2015; Torres et al., 2021). Parte desses
compostos sdo provenientes de metabdlitos secundarios que séao responsaveis por

apresentar efeitos terapéuticos.

Metabdlitos secundarios sdao produtos naturais derivados de determinadas
vias bioquimicas que nao sao totalmente necessarias para a vida das plantas, embora
desempenhem um papel definitivo em sua sobrevivéncia (Zhang et al., 2021). A
producao dos metabalitos secundarios pelas plantas ocorre devido as condigbes
edafoclimaticas (clima, relevo, temperatura, umidade, solo, precipitacao pluvial, dentre
outros) (Fernandes et al., 2015; Leite, 2009). Dentre os metabdlitos secundarios mais
conhecidos estdao os compostos fendlicos (flavondides, taninos, antocianinas e
antraquinonas), produtos contendo a por¢gao amino (alcaldides e metilxantinas), bem

como cumarinas, saponinas e outros (Souza et al., 2021).

Deste modo, o DFC apresenta diversas plantas que quando exploradas de
forma correta e sustentavel, possibilita o estudo para planejamento e desenvolvimento
de novos medicamentos, sendo assim uma area relevante para industrias

farmacéuticas (Maia et al., 2017).

3.6 SCAFFOLDS MOLECULARES: BIFLAVONOIDE, LIGNANA E
SESQUITERPENO

3.6.1 Biflavondides

Os biflavondides sdao metabdlitos secundarios polifendlicos de ocorréncia
natural, sdo membros da familia dos flavonoides (Lee; Park; Rhee, 1996; He; Yang;
Huang, 2021). Os dimeros de flavondides resultam da ligacdo de duas unidades de
flavona, flavanona, flavanonol, flavonol e auronas ou misturas destas, além de
ocorrerem, menos comumente, os dimeros de chalconas e isoflavonas (Suzart et al.,
2007). Compostos presentes na classe dos biflavondides foram encontrados
inicialmente por Furukawa em 1929 a partir de extratos de folhas da espécie de planta

Ginkgo biloba, na forma de um sdlido amarelo (Suzart et al., 2007).

Cerca de 592 biflavondides sdo encontrados em plantas (He; Yang; Huang,
2021), nos quais em meédia 50% dos biflavonodides sao encontrados nas seguintes

familias de plantas; Clusiaceae, Thymelaeaceae, Ochnaceae e Selaginellaceae (He;
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Yang; Huang, 2021). Os biflavondides comumente isolados sdo a gingentina,
isogingentina, amentoflavona, morelloflavona, robustaflavona, hinoquiflavona e
ochnaflavona (Lee; Park; Rhee, 1996). Coulerie et al. (2012) em seu estudo a partir do
extrato de acetato de etila da espécie de planta Dacrydium balansae
(Podocarpaceae), isolaram quatro biflavondides, amentoflavona, podovarpusflavona
A, isoginkgetina e hinokiflavona nos quais possuiram atividade viral contra o virus da

dengue.
3.6.2 Lighanas

As lignanas sao metabdlitos secundarios pertencentes a familia dos compostos
fendlicos nos quais ocorrem naturalmente nas plantas e sdo os principaiscomponentes
bioativos de frutas. Estdo presentes especificadamente em sementes oleaginosas,
cereais integrais, legumes, vegetais, frutas e também em produtos lacteos, carnes,
peixes dentre outros (Milder et al., 2005; Valsta et al., 2003; Durazzo et al., 2013). Eles
sdo uma classe que pertencem ao grupo dos compostos difendlicos derivados da
combinacdo de duas unidades fenilpropandides e podem ser ligados a ligacdes
adicionais de éter, lactona ou carbono (Lewis; Davin, 1999). Dentre os principais
compostos comumente estudados e relatados sao secoisolariciresinol, lariciresinol,
matairesinol, pinoresinol, medioresinole siringaresinol (Durazzo et al., 2018). Os
compostos sdo comumente isolados de plantas do género Schisandra e Kadsura

(Teponno; Kusari; Spiteller, 2016).
3.6.3 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sao metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos
terpenos, sdo encontrados naturalmente em plantas, fungos, algas marinhas, corais,
esponja, insetos e outros (Arya et al., 2021; Kamolsukyeunyong et al., 2021). Os
terpenos sao construidos pela juncao repetitiva de unidades isoprendides ramificadas
e sdo categorizados de acordo com a unidade de isopreno, monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, tetraterpenos e polisoprendides, sendo os monoterpenos

e 0s sesquiterpenos os constituintes de maior abundéancia (Davis e Croteau, 2000).

A classe dos terpenos € estruturalmente diversa e amplamente distribuida em
espécies de plantas contendo mais de 30.000 compostos identificados (Arya et al.,

2021). Relatada a ampla ocorréncia de sesquiterpenos no género de planta


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lignan
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Trichoderma (Shi et al., 2019), Matricaria (Souza et al., 2021), dentre outros.

Albuquerque et al., (2022) em seus estudos relataram que o sesquiterpeno -
germacreno-D-4-ol possui atividade larvicida frente ao A. aegypti com IC 50 de 18,23

1,19 ppm.

3.7 CENOSTIGMA PYRAMIDALE (Tul.) E. GAGNON & G.P. LEWIS

A espécie Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G.P. Lewis (Figura 2)
pertencente a familia Fabaceae e popularmente conhecida como catingueira,
catingueira-verdadeira, catinga-de-porco e pau-de-rato, anteriormente classificada
como Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz e Caesalpinia pyramidalis Tul
(Oliveira et al., 2016; Frosi et al., 2021), é uma espécie endémica do nordeste
Brasileiro, abundante no Dominio Fitogeografico Caatinga e considerada uma das
espécies mais adaptadas a esta regido (Frosi et al., 2021). Encontrada nos estados
de Pernambuco, Bahia, Piaui, Rio Grande do Norte, Alagoas, Paraiba, Ceara e

Sergipe (Oliveira et al., 2016).

E caracterizada pela auséncia de espinhos, flores amarelas, folhas
compostas, frutos achatados, com apice pontiagudo e deiscente. A arvore pode atingir
cerca de 10 metros de altura e quando adultas florescem na estacdo chuvosa por
guatro meses (Figura 2) (Oliveira et al., 2016; Ribeiro et al., 2021). Ch4, suco e xaropes
das flores, folhas e frutos s&o tradicionalmente utilizados para o tratamento de tosse,
bronquite, infec¢des respiratorias, gripe, asma, gastrite, febre, diarreia, inflamacdes,

dentre outras (Chaves et al., 2016), como também para carvao vegetal.

E uma espécie rica em metabolitos secundarios como flavonoides, fendis,
taninos, terpenos e biflavonoides (Bahia et al., 2005; Chaves et al., 2016). Sendo
comprovada variadas atividades biologicas, como atividade antimicrobiana,
antibacteriana, antifungica, antioxidante, antinociceptiva, gastroprotetor,
neuroprotetor, anti-helmintico e anti-inflamatoria (Santos et al., 2011; Alviano et al.,
2008; Cruz et al., 2007; Silva et al., 2011; Borges-dos-Santos et al., 2012; Diniz et al.,
2015; Souza et al., 2018),

Dentre testes realizados frente a insetos utilizando a espécie C. pyramidale,

Guimaraes et al., (2015) ao expor a espécie Anagasta kuehniella (traca da farinha) ao
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extrato das sementes da C. pyramidale observou uma diminui¢ao significativa no peso
larval e na sobrevivéncia, os efeitos se deram pelo comprometimento do processo de
digestdo, onde ocorreu a inibicdo das atividades de tripsina e quimotripsina, as
principais enzimas digestivas nesta espécie. Melo et al. (2013), testou o pdlen das
flores de C. pyramidale adicionado aos alimentos basais este demonstrou ser toxico para
as abelhas da espécie Apis melifera ocasionando mortalidade desses organismos.
Relatos na literatura de testes com C. pyramidale frente ao A. aegypti ndo foram

encontrados na literatura.

Santos et al. (2011), relatam que o extrato bruto de C. pyramidale merece mais
estudos frente a purificagdo e isolamento dos compostos mais ativos como também,
destaca o potencial para exploragédo da espécie e a possibilidade de gerar renda para

as comunidades locais.

Figura 2: Registro fotografico da espécie Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis.
A

Fonte: autoria propria
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3.8 QUIMICA MEDICINAL COMPUTACIONAL

A gquimica medicinal computacional € uma area da quimica que tem como
finalidade o conhecimento completo da estrutura molecular, estudandoa atividade
biolégica das moléculas bioativas, determinando os parametros que relacionam
estrutura e atividade e finalmente aplicando estas métricas no planejamento racional
das moléculas bioativas (Cohen et al., 1990), no qual compreende etapas de

descoberta, otimizacéo e desenvolvimento do protétipo.

A etapa de descoberta refere- se a selecdo de um determinado alvo
terapéutico seja para o tratamento de alguma fisiopatologia ou para um determinado
alvo molecular que visem estratégias computacionais para simulacdo domesmo (Lima,
2017). A otimizacao visa a melhora da estrutura do protétipo com intuitode contribuir a
niveis farmacoforicos, conformagéo bioativa e entender o reconhecimento do alvo
molecular (Lima, 2017). A etapa de desenvolvimento do protétipo compreende o
entendimento das propriedades ADME (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e

excrecao) com intuito de viabilizar seu uso (Lima, 2017).
3.9 ABORDAGENS IN SILICO

Nas décadas de 60 e 70 iniciou-se as determinacoes de estruturas proteicas
por difracado de raios-X, a criagdo do primeiro computador de acesso multiplo, criacao
do banco de dados Protein Data Bank (PDB) e as abordagens in silico para o processo
de descoberta de moléculas bioativas (Domingues, 2013), considerando o
desenvolvimento em tecnologia de computador e o rapido aumento de dados quimicos
e bioldgicos disponiveis, € notério como o uso de abordagens in silico, modelagem
molecular e a inteligéncia artificial aumentaram significativamente nas ultimas
décadas (D’Agostino et al., 2013).

Estas abordagens referem-se a variadas metodologias computacionais para
auxiliar na identificagdo e investigacdo de novas moléculas bioativas. Consistindo
entao na triagem virtual, docking molecular, dinamica molecular, relagao estrutura-
atividade, relacao quantitativa estrutura-atividade, dentre outros para pesquisar e
projetar compostos ativos contra alvos (Brindisi et al., 2015).

Nos ultimos anos os avancos ligados as técnicas utilizadas nessa area da
ciéncia tém resultado em medicamentos disponiveis hoje ao alcance de muitas
pessoas onde foram desenvolvidos através de estratégias racionais. Como exemplo,

a primeira molécula bioativa anti-hipertensivo atuando através da inibigdo da enzima
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conversora de angiotensina (captopril) obtido pelo veneno da serpente brasileira

Bothrops jararaca foi desenvolvido na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, em Ribeirdo Preto (Lima, 2007). Foi observado a perda de eficacia por
administracdo oral do mesmo, para que isso fosse mudado houve modificagdes na
estrutura deste prototipo, estratégias visando a modificagdo molecular no processo de
reconhecimento molecular pelo sitio ativo da carboxipeptidase-A, metaloenzima, zinco
dependente com elevada similaridade a enzima conversora de angiotensina (Lima,
2007).

3.9.1 Triagem Virtual

A triagem virtual comecou a se tornar popular na industria impulsionada pelo
aumento da disponibilidade de estruturas de raios-X de alvos bioldgicos. A triagem
virtual conhecida do inglés “Virtual Screening” € amplamente usada para prever a
ligacdo de um grande banco de dados nos quais podem conter milharesde compostos
para um alvo especifico com o objetivo de identificar os compostos maispromissores do

banco de dados para um estudo mais aprofundado (Cosconati et al., 2010).

Em vez de selecionar compostos aleatérios, o banco de dados pode ser
filtrado com base nas propriedades fisico-quimicas dos compostos. Considerando que
a biodisponibilidade de moléculas bioativas administrados pela via oral depende da
permeabilidade pelas membranas celulares, solubilizagdo nos fluidos estomacais e
absorcdo pela mucosa intestinal, é necessario compreender os descritores
moleculares capazes de prever as propriedades farmacocinéticas ideais (Barreiro e
Fraga, 2014; Amaral e Montanari, 2002).

Com intuito de facilitar o processo de tomada de decisdo e aumentar a
probabilidade de encontrar e desenvolver compostos vidveis farmacologicamente
foram desenvolvidos varios métodos multiparamétricos chamados de regras ou filtros
(Mignani, et al., 2018). A regra de Lipinski, do inglés “Rule of Five” afirma quea maioria
das moléculas "semelhantes a drogas" tem logP < 5, peso molecular < 500,numero de
aceitadores de ligagoes de hidrogénio < 10 e numero de doadores de ligagdes de
hidrogénio < 5. Moléculas que violam mais de um destes parametros podem ter

problemas com a biodisponibilidade.

A triagem virtual compreende duas abordagens: a triagem virtual baseada no
alvo molecular ou planejamento de moléculas bioativas baseado na estrutura do
receptor do inglés “Structure-Based Drug Design” -SBDD e a triagem molecular
baseada em ligantes ou planejamento de moléculas bioativas baseado na estrutura

do ligante do inglés “Ligand-Based Drug Design- LBDD”. A primeira abordagem SBDD
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considera a estrutura tridimensional (3D) do alvo terapéutico e utiliza como estratégia

principal os calculos de docagem para selecdo de ligantes potenciais, com
caracteristicas quimicas, eletrénicas e estruturais que favorecem interagcbes com o
sitio ligante do alvo molecular (Kontoyianni, Mcclellan & Sokol, 2004; Cosconati et al.,
2010).

A segunda abordagem LBDD depende da estrutura tridimensional (3D) do
complexo ligante-receptor e utilizam moléculas organicas com atividade bioldgica
conhecida, funcionando como moldes para a triagem em bases de dados de novas
entidades quimicas com algum nivel de similaridade, compartilhando com estes
moldes a mesma atividade biolégica (Sodero, 2011). A escolha da melhor estratégia
depende das informac¢des disponiveis relacionadas ao conhecimento das estruturas
dos ligantes e do alvo (OOMS, 2000).

3.9.2 Docking Molecular

Para que seja possivel a obtencao de uma nova molécula bioativa no mercado
énecessario tempo como também custeio financeiro para obtengdo do mesmo em
testesde bancada. Sendo assim, Geldenhuys et al., (2006) ressaltam que sé&o
necessarios de 12 a 24 anos para que uma molécula bioativa seja desenvolvida, com

um gasto estimado entre 800 milhdes a 1,4 bilhdes de ddlares.

O planejamento de novas moléculas bioativas auxiliado por computador
(Computer- Aided Drug Design, CADD) pode ser empregado para melhorar a
eficiéncia deste processo, podendo reduzir em até 50% o custo da pesquisa por um

novo agente terapéutico (Geldenhuys et al., 2006; Meek et al., 2006).

As origens do docking molecular foram datadas de 1970 impulsionadas pelas
necessidades da biologia molecular estrutural e da descoberta de drogas baseadas
na estrutura (Domingues, 2013). O campo do docking molecular consiste em
procedimentos computacionais que predizem o modo de ligagéo e a afinidade de um
ligante com um alvo. Em suma, o objetivo do docking molecular € compreender e
prever o reconhecimento molecular, tanto estruturalmente, encontrando modos de
ligacdo provaveis, e energeticamente, prevendo afinidade de ligagao (Morris e Lim-
Wilby, 2008), sendo uma ferramenta importante para analisar como sistemas
moleculares reagem, ou podem reagir diante de um meio ou situacao (Lima et al.,
2017). A energia de ligacdo entre a molécula bioativa e o sitio ativo provém da
composicdo quimica dos grupos funcionais presentes na macromolécula e da

conformacgéao tridimensional destes grupos (Andrei et al., 2012).
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Os programas de docking molecular sdo formados por uma combinacao de
dois componentes: um algoritmo de busca (orientacdo e conformagao) e uma funcao
de pontuagao (Verdonk et al., 2003). Os algoritmos de busca, sdo um conjunto de
regras e parametros aplicados com o objetivo de explorar a flexibilidade da estrutura
dos ligantes em simulag¢des de docagem empregado na pesquisa de possiveis modos
de ligacao entre o ligante e a proteina, a fim de se alcancar uma complementaridade
estérica e eletrostatica, pesquisando detalhadamente a energia potencial para que se

obtenha o minimo global (Morris e Lim-Wilby, 2008).

Os algoritmos de busca podem ser programados para utilizar o mesmo
principio da evolucao bioldgica, denominando-se ent&o, algoritmos genéticos. Estes
algoritmos séo representados por uma série binaria que apresenta uma estrutura de
codificacao semelhante ao DNA, esta semelhanca simula operacdes genéticas, como
mutacdes e recombinagdes, sendo assim, a conformacao de uma molécula deve ser
representada de modo a permitir que um processo evolucionario de mutacéao e selecao

ocorra.

A funcdo de pontuacdo € aplicada para eleger os modos de ligacao
teoricamente mais proximos do modo de ligacao “real”’, dentre os modos de ligacao
explorados pelo algoritmo de busca, classificando-os de acordo com as energias de
interacao (Verdonk et al., 2003).

E importante ressaltar que o método de docking molecular encontre uma
conformacgéo relevante. Os métodos sdo normalmente validados por redocking, no
qual, uma série de complexos conhecidos sdo separados (alvo e ligante) e, em
seguida redocked, para que possa garantir que o algoritmo de encaixe possa

reproduzir o modo de ligacao observado (Meek et al., 2006).
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4. METODOLOGIA
4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie C. pyramidale foram coletadas na zona rural da cidade
de Juazeiro, estado da Bahia nas respectivas coordenadas Lat: 09°37°47.68” S e Lon:
040°19’ 33.96” W. A exsicata do material vegetal foi depositada no Nucleo de Ecologia
e Monitoramento Ambiental- NEMA da Universidade Federal do Vale do Sé&o
Francisco- UNIVASF sob numero PISF:1458. Este acesso foi cadastrados no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Associado Conhecimento Tradicional
(SISGEN/Brasil) sob o cédigo ABA0935.

4.2 PREPARAGAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DA ESPECIE CENOSTIGMA
PYRAMIDALE

No Laboratério de Modelagem Molecular Aplicado a Farmacia- LAMMAF um
total de 3, 750 kg de folhas de C. pyramidale foram secas na estufa de ar circulante e
posteriormente moidas com o moinho de faca até a obtencao do pé (1,2 kg). Conforme
Bahia, David & David (2010) apds obtencao do po6 foi acrescido metanol e apds quatro
dias o extrato foi obtido com auxilio do percolador e passado no rotaevaporador para
fazer a secagem inicial do solvente e colocado o extrato na estufa, sequencialmente
0 extrato metandlico foi submetido a particbes, obtendo as fragcdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila, metandlica e aquosa obtidas por funil de separagao. A
tentativade isolar o biflavonéide loniflavona da fragédo cloroformica (Bahia et al., 2010)

nao tevesucesso, testamos entao o potencial larvicida do extrato e fracées obtidas.
4.3 ATIVIDADE IN VIVO SOBRE LARVAS DE AEDES AEGYPTI

Os testes larvicidas in vivo sobre A. aegypti foram realizados a partir da eclosao
dos ovos obtidos na unidade de criagcdo em massa da Moscamed Brasil, localizada em
Juazeiro-BA, Brasil. A colonia da cepa foi originada de coletas de ovos da nossa regiao
geografica. Os mosquitos foram colonizados e domesticados de acordo com o
protocolo descrito por Carvalho et al. (2014). Para eclosdo dos ovos, a agua mineral
foi aquecida e posterior ao resfriamento os ovos foram adicionados. As larvas recém-
eclodidas foram deslocadas em bandejas plasticas com agua mineral, € 0 alimento
larval adicionado diariamente composto por levedura de cerveja (35%), soja em pd
(35%) e racao para
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peixe TetraMin@ (30%) e usando condi¢des climatizadas [27 £ 2 °C; 65 + 10% relativo

a umidade; fotoperiodo de 12:12 (Claro:Escuro) horas] (Sa et al., 2022).

As fracdes de metanol (ME), hexano (HE), cloroférmio (CL) e acetato de etila
(ACE) foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSQO), 500 g/mL. Para a fracdo aquosa
(AQ), a mesma concentragao (500 g/mL) foi usada com agua como veiculo. Todas as
diluicbes (20 pL) foram adicionadas a béqueres contendo 20 mL de agua mineral e 20
larvas no instar L3, referindo-se entdo a 500 ppm (Sa et al., 2022). Os ensaios foram
realizados em quintuplicatas. O controle negativo foi realizado com 0,1% de
DMSO/agua.

A letalidade foi determinada apds 24 horas, considerando larvas mortas as que
nao responderam a estimulos mecéanicos com a pipeta Pasteur, e foi expresso como
a mediana das porcentagens obtidas para quintuplicatas, com o respectivo erro
padrdao. Ap6s a triagem inicial in vitro, os mesmos procedimentos acima foram
realizados apenas para ME e CL, em diferentes concentragoes (700-100 ppm),visando
calcular os valores de ICso. As medianas das porcentagens de letalidade foram
determinados e depois usados em um modelo probit de Finney. A analise estatistica

foi realizada com o software Microsoft Excel®.

4.4 BUSCA E OTIMIZACAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS PRESENTES NAS
FRACOES METANOLICA E CLOROFORMICA DE CENOSTIGMA PYRAMIDALE

A partir dos estudos de Mendes et al., (2000); Bahia et al., (2005); Bahia et al.,
(2010) e Andrade et al.,, (2018) obteve-se os compostos presentes nas fracoes
metandlica e cloroformica do extrato das folhas de C. pyramidale. As estruturas foram
pesquisadas utilizando o PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Kim et al.,
2021), baixadas em 2D e entdo adquiridas em formato sdf. Apds obtencéo, foi utilizado
o programa OpenBabel para conversdo em mol, posteriormente utilizado o programa
ACD/ChemSketch para otimizagdo das estruturas usando o método quéantico
semiempirico PM3. Em seguida utilizado o programa TextPad para ajuste do arquivo

e posteriormente convertido para o formato pdbqgt no programa OpenBabel.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.5 BUSCA E OTIMIZAGAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS ANALOGAS A
LONIFLAVONA, FARGESINA E PROXIMADIOL

Foi realizado no estudo de Mouréao et al. (2020) uma busca de espécies de
plantas presentes no dominio fitogeografico Caatinga registrado no livro da Maia
(2004) e utilizado palavras-chave (LC - MS”, “GC - MS”, “metabdlitos secundarios” e
“‘composicao quimica”) e posteriormente a plataforma online SciFinderpara obtengao
dos compostos, apos realizagcao do docking molecular e dindmica molecular concluiu-
se que os compostos loniflavona, proximadiol e fargesina seriam promissores para

pesquisas futuras e testes de bancadas.

Analogos das estruturas quimicas das classes de biflavondide, sesquiterpeno
e lignana, respectivamente, os compostos loniflavona, proximadiol e fargesina foram
utilizados neste estudo. A ferramenta de busca por similaridade utilizada foi a base de
dados de moléculas PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) (Kim et al., 2021),
na qual foram baixadas em 2D as estruturas analogas passando pelo filtro tedrico
(regra de Lipinski) e entdo adquiridas em formato sdf. Apds obtencéo, foi utilizado o
programa OpenBabel para conversdo em mol, posteriormente utilizado o programa
ACD/ChemSketch para otimizagdo da geometria das moléculas. Em seguida utilizado
o programa TextPad para ajuste do arquivo e posteriormente convertido para o

formato pdbqt no programa OpenBabel.

4.6 ESTRUTURA E PREPARACAO DA PROTEINA CARREADORA DE
ESTEROIS-2 PARA O ESTUDO DE ENCAIXE

A estrutura cristalina da Proteina Carreadora de Esterois-2 (PCE-2) foi obtida
no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) sob codigo
(RCSB PDB ID: 1PZ4). Foi separado o alvo PCE-2 do ligante nativo co-cristalografico
(Acido palmitico- AP), em arquivos no formato pdb. Na PCE-2 as moléculas de agua
foram removidas, adicionado hidrogénios, identificado e adicionado os residuos
faltantes e verificado os estados de protonacgéao utilizando o programa UCFS Chimera.
No ligante nativo AP foi verificado os estados de protonacdao. A PCE-2 passou pelo
software APBS (https://server.poissonboltzmann.org/) para selecdo do pH de 7,4 e o

arquivo salvo em pqr.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/
https://server.poissonboltzmann.org/
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4.7 REALIZACAO E VISUALIZACAO DO REDOCKING MOLECULAR

Para o processo de redocking molecular a PCE-2 e o AP foram abertos no
programa Autodock Tools e salvos em arquivos separados em formato em pdbqt. O
processo de redocking foi construido usando o programa Autodock Tools, onde a grid
box foi centralizada no AP considerando as dimensdes de 16x 18x 20x com
espagamento de 1 A e centrado na PCE-2 com x = 25.574, y = 28.264 e z = 54.032.
Posteriormente, o prompt de comando foi utilizado para realizacdo do redocking
considerando o executavel Autodock Vina. O resultado do redocking foi visualizado a
partir do arquivo de output no formato pdbqt, no programa Autodock Tools. A energia
de interacao do AP foi visualizada e logo em seguida a estrutura salva no formato pdb
e visualizada no UCFS Chimera (Pettersen et al., 2004). Os arquivos foram salvos no
formato mol2 e abertos no Zhang Lab (https://zhanggroup.org//DockRMSD/) para

obtencao do desvio quadratico médio (RMSD).
4.8 REALIZACAO E VISUALIZACAO DO DOCKING MOLECULAR

O prompt de comando foi utilizado juntamente com comando pertinente ao
Autodock Vina, para realizacdao do docking molecular, onde a PCE-2 e as estruturas
guimicas analogas da loniflavona, proximadiol e fargesina foram incluidas no formato
pdbqgt. O arquivo de saida pdbqt_log.log gerado forneceu suas respectivas energias,
seguindo o método de agrupamento proposto pelo Autodock Vina (Balci et al., 2021).
O resultado do docking molecular foi visualizado a partir do arquivo pdbqgt.out no
programa Autodock Tools. O programa UCFS Chimera foi utilizado paravisualizar as
geometrias das melhores poses, previamente convertidas em formato pdb (Pettersen
et al.,, 2004). Por fim, foi utilizado o programa Discovery Studio Visualizer para

visualizacao das interacdes em 2D (Kemmish; Fasnacht & Yan, 2017).

4.9 ANALISE DO RADAR DE BIODISPONIBILIDADE E DAS PROPRIEDADES
ADME DOS COMPOSTOS PRESENTES NO LARVICIDA PIRIPROXIFENO, NA
FRACAO METANOLICA E CLOROFORMICA DE CENOSTIGMA PYRAMIDALE,
ANALOGOS DA LONIFLAVONA, FARGESINA E PROXIMADIOL

Foi realizado a analise das propriedade ADME (absorgao, distribuigcdo,
metabolismo e excrecdo) e radar de biodisponibilidade na plataforma SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) dos compostos presentes no larvicida piriproxifeno, na

fracdo metandlica (ME),


https://zhanggroup.org/DockRMSD/
http://www.swissadme.ch/
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cloroféormica (CL) e dos analogos da loniflavona, fargesina e proximadiol, que

apresentaram as melhores energias de ligacao.
4.10 VALIDACAO DO ALGORITMO DE ENCAIXE

Para validagao do algoritmo de encaixe foi realizado a area sob a curva (ROC)
onde foram pesquisados inibidores da PCE-2 in vitro a partir de uma busca
bibliografica constatamos um total de 6 moléculas ativas (Anstrom et al., 2012; Kim;
Wessely; Lan, 2005), utilizamos também a plataforma Binding Database
(https://www.bindingdb.org) (Gilson et al., 2015) onde foram apresentados 2 moléculas
(Da Silva et al., 2015), totalizando 8 moléculas ativas. Foram obtidos os cddigos
SMILES destes compostos e utilizado a plataforma DUDE
(http://dude.docking.org/generate) (Mysinger et al.,, 2012) onde foram gerados 80
moléculas inativas (falsos positivos), apos isto foi realizado o docking molecular destes
compostos e os resultados indexados na plataforma (http://stats.drugdesign.fr/) para

obtencao da curva ROC.


https://www.jlr.org/article/S0022-2275(20)33999-7/fulltext
https://www.bindingdb.org/
http://dude.docking.org/generate
http://stats.drugdesign.fr/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ATIVIDADE IN VIVO FRENTE LARVAS DE AEDES AEGYPTI

Os testes in vivo realizados com as fragoes, ME (metandlica), AQ (aquosa),
ACE (acetato de etila), HE (hexanica) e CL (cloroféormica) para o potencial larvicida
demonstraram que, na concentragado de 500 ppm, apenas as fragdes metandlica (ME)
e cloroférmica (CL) de C. pyramidale exibiram atividade expressiva contra A. aegypti
(Figura 3). Este € um resultado interessante, considerando que a motivacédo para o
uso da planta foi a identificagcdo por nosso grupo de um biflavondide, a loniflavona
previamente extraida de sua fracdo CL (Bahia et al., 2010), que apresenta alta
afinidade pela PCE-2 (Mouréo et al., 2020).

Figura 3: Medianas da porcentagem de letalidade para as fracdes obtidas de C. pyramidale
contra larvas (L3) de A. aegypti, a 500 ppm. (ME: Metandlico; AQ: Aquoso; ACE: Acetato de

etila; 221 HE: Hexano; CL.: cloroférmio. As barras verticais representam o erro padrao).
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Considerando que a fragdo CL € obtido a partir da fragdo ME, isso explica a
atividade de ambos, possivelmente pela presenca da loniflavona. A tentativa de isolar
0 compostopuro nao teve sucesso, incluindo o fato que Bahia et al. (2010) obtiveram
apenas 10 mg de 680 g de folhas secas e moidas. Acreditamos que o potencial do

extrato e fracdo pode facilitar o uso pratico deste material como agente larvicida. A
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familia de C. pyramidale ‘Fabaceae’ esta entre as principais familias que possuem o

maior numero de moléculas com atividade larvicida (Pavela et al., 2019).

Observamos que ME e CL apresentaram um percentual de letalidade muito
maior do que os outros a 500 ppm (letalidade de 90 e 85% das larvas
respectivamente), incluindo o controle negativo (DMSO/Agua). O significado exibido
pelas fragbes mais ativas relacionadas ao controle negativo corrobora sua eficacia.
Considerando os resultados acima, o valor de ICso foi obtido para ME e CL. A analise
probit revelou que o ICso foi de 199 ppm para ME e 194 ppm para CL. Os valores de
ICs0 foram muito préximos, o que pode estar relacionado inicialmente a presenca da
loniflavona nesses dois sistemas. Além disso, a literatura relata outros flavonoides
estruturalmente semelhantes encontrados nestas mesmas fracdes (Mendes et al,
2000; Bahia et al, 2005; Bahia et al, 2010; Andrade et al, 2018).

5.2 PROTEINA CARREADORA DE ESTEROIS-2

Segundo Dyer et al., (2003) a PCE-2 presente no A. aegypti (Figura 4A)
apresenta uma bolsa hidrofobica onde € o local do sitio de ligagdao e acomoda o ligante
co-cristalografico acido palmitico (AP). O AP localiza-se bem entre a presenca da alga
que liga a a hélice-1 e folha -1 (Dyer et al., 2003). Na Figura 4B retrata o AP de forma

isolada para uma melhor visualizagdo da sua estrutura.

Figura 4: Proteina carreadora de esterois-2 (PCE-2) juntamente com seu ligante co-
cristalografico (acido palmitico) e enumeracao das a-hélices (a1, a2, a3 e a4) e folhas- B (B1,
B2, B3, B4 e B5) de acordo com sua ocorréncia na estrutura (A). Ligante co-cristalografico acido
palmitico (AP) (B).
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5.3 REDOCKING

O redocking trata-se de uma validacao na qual realiza-se o docking molecular
do ligante co-cristalografico (AP) e sobrepomos com o mesmo ligante co-
cristalografico nativo no qual foi extraido PCE-2. A finalidade do redocking é saber se
o docking é capaz de retornar a conformacao cristalografica inicial. O resultado do
redocking foi obtido com a grid box possuindo dimensdes de 16x18x20x e
espacamento de 1A, onde o ligante co- cristalografico AP (rosa) foi acoplado na PCE-
2 e comparado de acordo com sua sobreposicao estrutural com o ligante nativo

(ciano), representados na Figura 5B.

A Figura 5B apresenta a sobreposicdo dos ligantes no sitio ativo da PCE-2
onde localiza-se bem na cavidade hidrofébica e ente a a hélice-1 e folha B -1. O
redocking apresentou energia de -6,4 Kcal/ mol e RMSD (desvio quadratico médio) de
1, 187 A. Em estudos realizados com o acido palmitico na PCE-2 foram evidenciados
por Srinivasan et al. (2015) energia de -2, 9 Kcal/ mol e RMSD de 0.18A e Franca et
al. (2020) constataram energia de - 8, 05 Kcal/mol com RMSD de 1,04 A.

O RMSD obtido é considerado aceitavel, conforme Kirchmair et al., (2008)

onde relatam que um redocking até 2 A sdo permissiveis para um estudo de docking
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molecular e geram confiabilidade nas coordenadas da grid box, sendo necessario a
obtencdo do valor do RMSD para que seja possivel entender a mudanca na
estabilidade e flexibilidade estrutural (Kumar et al., 2022) do AP. As dimensdes da
gridbox utilizadas no nosso trabalho para obtencdo do RMSD constatam que a

validag&o possui um grau de confiabilidade.

Observamos na Figura 5C as interagdes dos residuos de aminoacidos com o
AP apresentando ligacdes de hidrogénio interagindo com a cabecga polar do ligante
co- cristalografico, ocorrendo ligagdes de hidrogénio interagindo com GLN25 e VAL26
na carbonila e cargas atrativas com ARG24 e ARG 15 na hidroxila. Na cauda metilénica
ha interacbes hidrofébicas pi- alquil com ILE19, LEU48, PHE105, LEU102,ILE106,
ILE12, LEU109, ILE74.

Dyer et al. (2003) publicaram a estrutura de raios-X de alta resolucédo (1,35 A)
da proteina PCE-2 co-cristalizada com o AP, neste estudo demonstraram que o AP
localiza-se bem entre a a hélice-1 e folha B -1 e que a cabeca do acido palmitico é
polar e localiza-se na abertura externa da bolsa hidrofébica realizando ligagoes de
hidrogénio com os aminoacidos ARG24 na carbonila, GLN25 e VAL26 na hidroxila, e
a cauda metilénica do acido palmitico interage hidrofobicamente com os residuos de
LEU45, MET46, LEU102, ILE99, LEU64, MET90, MET66, ILE74, PHE32, MET71,
ILE12, ILE106, PHE105, SER108 e LEU16.

Quando comparamos as interagdes de residuos de aminoacidos que
evidenciamos (Figura 5C) com a relatada por Dyer et al. (2003) verificamos os mesmos
residuos de aminoacidos na cabeca polar do AP no entanto estdo em locais e

interacdes diferentes e a cauda metilénica apresenta algumas interagoes idénticas.

Figura 5: Estrutura 2D do acido palmitico (AP) (A), sobreposicao em ciano (ligante co-
cristalografico), rosa (redocking) acoplados na proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B)

e mapa de interacdo 2D (C).
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5.4 DOCKING MOLECULAR DOS COMPOSTOS PRESENTES NA FRAGAO
METANOLICA E CLOROFORMICA NA ESTRUTURA DA PROTEINA CARREADORA

DE ESTEROIS-2

A fragdo ME e CL apresentaram-se ativas frente as demais fragoes, nesse

sentido, foram realizadas analises de docking molecular dos compostos presentes na

fragdo ME e CL com intuito de verificar novos efeitos larvicidas. Os compostos

presentes nas fragdes ME e CL foram elucidados a partir da analise do extrato das
folhas de C. pyramidale nos estudo de Mendes et al. (2000); Bahia et al. (2005); Bahia

et al. (2010) e Andrade et al. (2018) (Quadro 1), os compostos foram: loniflavona
(LNF), taxifolina (TAX), apigenina (APG), kaempferol (KAE), agatisflavona
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(AGA), podocarpus flavona A (POD), cesalflavona A (CESA), amentoflavona (AME),
5’ - hidroxy- amentoflavona (5’ -HYD) e Sequéiaflavona (SEQ).

Quadro 1: Compostos presentes no extrato das fracdo metanolica (ME) e cloroformica (CL)

das folhas de C. pyramidale.

COMPOSTO FRACAO
METANOLICA CLOROFORMICA
LNF X X
TAX X
APG X
KAE X
AGA X
POD X X
CESA X
AME X
5 -HYD X
SEQ X

Fonte: adaptado (Mendes et al., 2000; Bahia et al., 2005; Bahia et al., 2010 e Andrade
et al., 2018)

Os estudos de docking molecular envolvem a determinagcdo da melhor
orientacdo e conformacao de um ligante no sitio de ligagdo de uma macromolécula
alvo (Kitchen et al., 2004). Os compostos em formato 3D foram acoplados na proteina
carreadora de esterois-2 de A. aegypti (PCE-2) sob cédigo (PDB ID: 1PZ4) a partir de

calculos realizados pelos programas de ancoragem molecular.

A inibicdo da PCE-2 afeta a captacéao e transporte de colesterol e tem efeitos
sobre o A. aegypti (Larson et al., 2008), visando a mortalidade da espécie e quando

se trata da PCE-2 sua expressado encontra-se acentuada na fase larval (instar L4),
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pesquisas cientificas visando novos inibidores com esse potencial tem sido de grande
interesse tendo em vista a capacidade da espécie se tornar resistentes aos inibidores
ja existentes e a problematica frente ao meio ambiente. A caracteristica mais
importante da PCE-2 é a sua grande cavidade interna/ bolsa hidrofébica com afinidade

em acomodar ligantes hidrofobicos (Gianotti; Ferreyra; Ermacora, 2018).

Ao realizar o docking molecular destes compostos na PCE-2 obtivemos a
loniflavona apresentando maior energia de ligacdo no sitio ativo da proteina com
energia de -13,4 kcal/ mol, seguido de APG (-9,0), KAE (-8,8), TAX (-8,2) e CESA (-
7,6) (Tabela 2). Os demais compostos apresentaram energias de interagdo inferior a
-7 kcal/ mol onde nao sao consideradas boas energias de interagdo (Tabela 1). Sendo
assim, frente a outros compostos presentes na fracgo ME e CL (Quadro 1) a

loniflavona ainda se mostra como sendo a mais relevante (Tabela 1).

Tabela 1: Energia de ligacdo do ligante co-cristalografico (AP) e as melhores energias de

ligacao (kcal / mol) dos compostos presentes na fragcéo cloroférmica (CL).

Composto Energia de Ligacao
(Kcal/ mol) AG®
LNF -13,4
TAX -8,2
APG -9,0
KAE -8,8
AGA -3,4
POD -0,6
CESA -7,6
AME -1,9
5 -HYD -3,6

SEQ -2,4




A Figura 6A apresenta a LNF. Na Figura 6B o acoplamento da LNF na PCE-2
(com energia de -13,4 kcal / mol) apresenta-se localizada entre a hélice-1 e folha3-1e
cavidade hidrofébica da proteina. As possiveis interagcdbes com os residuos de
aminoacidos (Figura 6C) tipo liga¢des de hidrogénio com ARG30, VAL82 e MET96, pi-
sigma com ILE25, empilhamento pi-pi com PHE111, pi-alquil com LEU115, ILE18,
ILE9O, ILE105,ALA87, LEU106, pi-enxofre com MET72 e MET52.

Figura 6: Estrutura 2D do composto LNF (A), docking molecular na proteina carreadora de
esterdis- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interacao 2D (C).
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O composto TAX (Figura 7A), no acoplamento (Figura 7B) (energia de -8,2)
apresenta-se bem localizada entre a a hélice-1 e folha B -1. Possui interagdes entre
doadores (VAL32), ligagcdes de hidrogénio (ARG30, LEU108), empilhamento pi-pi
(PHE111) e pi-alquil (LEU54, ILE18, ILE25) (Figura 7C).
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Figura 7: Estrutura 2D do composto TAX (A), docking molecular na proteina carreadora de

esterois- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interacdo 2D (C).
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O APG (Figura 8A) tem seu acoplamento (Figura 8B) (energia de -9,0) bem

localizado na cavidade hidrofobica e entre a a hélice-1 e folha 3 -1. As interagbes
(Figura 8C) de ligacao de hidrogénio (VAL32, ARG30, GLN111, SER24), interacbes
entre doadores (ASNZ29), pi-alquil (ILE25, ARG21, LEU54) e empilhamento pi-pi

(PHE111).

Figura 8: Estrutura 2D do composto APG (A), docking molecular na proteina carreadora de

esterois- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interacao 2D (C).
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O KAE (Figura 9A) acoplado (Figura 9B) (energia de -8,8) esta bem localizado
na cavidade hidrofébica e entre a a hélice-1 e folha B -1. As interagdes (Figura 9C)
possui ligagdes de hidrogénio (ASN29, ARG30, GLN31, VAL32), empilhamento pi-pi
(PHE111) e pi- alquil (ILE25, LEU54).

Figura 9: Estrutura 2D do composto KAE (A), docking molecular na proteina carreadora de
esterois- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interagao 2D (C).
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O CESA (Figura 10A) acoplado (Figura 10B) (energia de -7,6) apresenta-se
bem localizado na cavidade hidrofobica e entre a a hélice-1 e folha B -1. Possui
interacdes (Figura 10C) entre doadores (PHE111, LEU108), ligagcées de hidrogénio
(ASN29), pi-alquil (ILE25, LEUS54, ILE10, LEU115, ILE80, ALA87) e pi-enxofre
(MET96).

Observa-se que a ligacdo de hidrogénio (ARG30), empilhamento pi-pi
(PHE111) assim como as interagbes com a GLN e VAL em variados tipos de
interacbes sdo comuns entre todos os compostos exceto com o CESA (-7,6) que
apresenta a menor energia de interagcdo quando comparado aos demais. As
interacdes com GLN e VAL estéo presentes nos compostos (Figura 6-9) assim como
observados no redocking do ligante co- cristalografico (AP) da PCE-2 neste presente
estudo como também aos enfatizados por Dyer et al., (2003) em seu estudo,

mostrando serem importantes interagoes.

Figura 10: Estrutura 2D do composto CESA (A), docking molecular na proteina carreadora
de esteroéis- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interagao 2D (C).
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A sobreposicao comparativa do AP e demais compostos (LNF, CESA, KAE, API
e TAX) (Figura 11) recobre o ligante AP. O KAE, APG e TAX possuem menores
estruturas, entretanto observamos que a localizagdo na cavidade hidrofobica e o
posicionamento entre a a hélice-1 e folha B -1 é crucial, onde notamos que possuindo

esses requisitos os compostos apresentam uma boa energia de interagao.

Figura 11: Sobreposi¢cao comparativa do AP e dos compostos presentes na fragao metandlica
(ME) e cloroférmica (CL) do extrato de C. pyramidale. AP (cinza), LNF (bege), CESA (azul),
KAE(lilas), API (verde) e TAX (rosa).
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5.5 DOCKING MOLECULAR DOS ANALOGOS DA LONIFLAVONA, FARGESINA E
PROXIMADIOL NA ESTRURUTA DA PROTEINA CARREADORA DE ESTEROIS-2

ApOs a realizacao da triagem virtual por analogos da loniflavona (biflavondide)
(Figura 12A), fargesina (lignana) (Figura 12B), proximadiol (sesquiterpeno) (Figura
12C) no banco de dados PubChem obtivemos respectivamente 1212, 77 e 420

compostos totalizando 1709 compostos.

Figura 12: Estruturas 2D dos compostos utilizados na triagem virtual. Loniflavona (A),

fargesina (B) e proximadiol (C).
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A Tabela 2 apresenta os compostos analogos utilizados na triagem virtual nos
quais sao nomeados por siglas e numeracgoes, a loniflavona (L51, L46, L122, L158, e
L26), fargesina (F151, F12, F167, F45 e F70) e proximadiol (P55, P67, P74, P23 e
P60) seguidos de suas melhores energias obtidas a partir do célculo de docking

molecular.

O critério de corte de melhores energias de ligacdo dos 1709 compostos

provindos dos analogos da L, F e P foram as energias superiores a -7,0 kcal/ mol, nas



)

quais sao consideradas como melhores energias, com isso, totalizaram-se 15
compostos provindos dos trés analogos. Os analogos da L e F apresentaram as
melhores energias sendo a F151 apresentando a melhor energia frente a todos os
compostos com -12 kcal/ mol, o P apresentou as menores energias sendo em torno
de -8 e -9 kcal/ mol (Tabela 2).

Tabela 2: Energia de ligacdo do ligante co-cristalografico (AP) e as melhores energias de
ligacao (kcal / mol) da triagem virtual dos analogos da loniflavona (L), fargesina (F) e

proximadiol (P) com valores maiores que -7,0.

Composto Energia de Ligacao
(kcal/ mol) AG®
L51 -11,9
L46 -11,9
L122 -11,9
L158 -11,8
L26 -11,8
F151 -12,0
F12 -11,8
F167 -11,8
F45 -11,7
F70 -11,7
P37 -9,3
P67 -8,5
P74 -8,3
P23 -8,2

P60 -8,1
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A Figura 13A apresenta o composto L51 (4 - [[3- (4-hidroxifenil) -4-oxocromen-
7-il] oximetil] -7-metoxicromen-2-ona) (CID: 87336438). Na Figura 13B observamos o
acoplamento deste composto 3D com energia de ligacao de -11, 9 Kcal/ mol na PCE-
2 no qual encontra-se na bolsa hidrofobica e localizasse bem ente a a hélice-1 e folha
B -1. Na Figura 13C apresenta-se as possiveis interacbes com residuos de
aminoacidos, tipo Van der Waals com a GLY81, interac¢des pi- alquil com ILE112,
ALA87, MET96, ILE80, LEU70, ILE105, LEU108, ARG21, MET52, LEU54 e VAL32,
interacao pi- pi empilhamento com PHE 111, interacao pi- sigma com ILE25 e interagao

entre doadores com ASP 26.

Figura 13: Estrutura 2D do composto 51 (A), docking molecular do composto analogo da L

na proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B) e mapa de interagéo 2D (C).
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A Figura 14A apresenta a estrutura 2D do composto L46 (2- (2,4- dihidroxifenil)
-1- [4- [4- [2- (2,4-dihidroxifenil) acetil] fenoxi] fenil] etanona) (CID: 123346742)
acoplado na PCE-2 com energia de -11,9 Kcal/ mol bem posicionado na cavidade
hidrofobica e ente a a hélice-1 e folha 3 -1 (Figura 14B), apresentando intera¢cdes com
os residuos de aminoacidos (Figura 14C) por meio de ligacbes de hidrogénio a
carbonila realiza interagdo com a ARG90 e a hidroxila com VAL32 e GLN31, sendo os
mesmo residuos (exceto as posi¢cdes) encontrados fazendo interagdes na cabega do
ligante AP evidenciados por Dyer et al., (2003). Ha outras interagdes como pi-alquil
com residuos de ILE25, LEU54, ARG21, ILE18, LEU115, ILE112, LEU108 e ALA87,
pi- sigma com PHE111, cargas atrativas com MET52 e Vander Waals com GLY81.

Figura 14: Estrutura 2D do composto 46 (A), docking molecular do composto analogo da L na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interac¢ao 2D (C).

A B

C LU
ILE
112 ILE
‘I“g e VAL
Gw 32
LE ey - G
31
LU N % :
= | L s
2R SN > Yo NP };,J*‘
87 ‘ ‘
™ LU N iy
w3 H| &
(- TTT N \ > & 20 HE e
RN A SN
o ARG E -,
§ gy - = gL
PHE = 25 2
P S
LU -
22 i) MET Interagdes
[ Ligagdes de hidrogénio [ ]Pi-sigma
[ ] Vander Waals Il nteragies entre doadores
[ ] Pi-alquil [ Empilhamento pi-pi
|:| Pi-enxofre [ ]Ligago carbono-hidrogénio

|:| Carga atrativa



58

Evidenciado na Figura 15A o composto em 2D da L122 (2- (1,1'-Bifenil-4-il) -
5,7-di-hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) (CID: 10336730). Seu acoplamento na PCE-2
com energia de -11,9 Kcal/ mol demonstra sua localiza¢do na cavidade hidrofobica e
sua porc¢ao inferior encontra-se distante da folha B- 1 (Figura 15B). Realiza ligagbes
de hidrogénio com os residuos ASN29 e ARG30 na hidroxila e ARG30, GLN31 e
VAL32 na carbonila, observamos que as interacbes que acontecem na carbonila
acontecem na carbonila e hidroxila do AP (Figura 15C) conforme Dyer et al., (2003).
Ocorrem outras interagdes como pi- alquil com ILE25, ARG21, ILE18, LEU115 e
LEU108, pi-pi empilhamento com PHE111.

Figura 15: Estrutura 2D do composto 122 (A), docking molecular do composto analogo da L

na proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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Observamos na Figura 16A o composto L158 5-hidroxi-7-(1-metil-2-oxo-2-
feniletoxi) -2-fenil-4H-cromen-4-ona) (CID: 5898495), seu acoplamento 3D na PCE-2

(Figura 16B) com energia de -11,8 Kcal/ mol, o ligante se encontra na cavidade
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hidrofébica mas distante da folha 3 -1. As intera¢des com residuos de aminoacidos por
ligacbes de hidrogénio ocorrem com oxigénio e ARG21, carbonila com a GLI31,
ARG30, VAL32 e hidroxila com VAL32, outras interagdes ocorrem com pi-alquil com
LEU115, ILE18, ILE112, LEUS4, pi-pi empilhamento com PHE111, carga atrativa com
METS52, pi-sigma com ILE25 e Van der Waals com ASP26 (Figura 16C). Este
composto apresenta as mesmas interacgdes de hidrogénio na carbonila como na L122
(Figura 15C).

Figura 16:Estrutura 2D do composto 158 (A), docking molecular do composto analogo da L na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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Na Figura 17A o composto L26 (5,7-dihidroxi-2- [4- (4-metoxifenil) fenil]
cromen-4-ona) (CID: 152669496), acoplado na PCE-2 estando presente na cavidade

hidrofébica, mas distante da folha B -1 (Figura 17B) com energia de -11,8 Kcal/ mol.
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As interacbes com os residuos de aminoacidos (Figura 17C) demonstram interagcdes
por ligacao de hidrogénio com a VAL32, GLN31 e ARG30 interagindo com a carbonila,
ARG30 e ASN29 com hidroxila. Ha presenca de interagdes pi-alquil com ILE25,
ARG21, LEU108, ILE18, LEU115 e ILE112, pi-pi empilhamento com PHE111. Os
residuos que interagem com a carbonila (VAL32, GLN31 e ARG30) também interagem
na carbonila da L122 (Figura 15C) e L158 (Figura 16C).

Figura 17:Estrutura 2D do composto 26 (A), docking molecular do composto analogo da L na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interag¢édo 2D (C).
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A Figura 18A apresenta o composto F151 (5-hidroxi-2- [4- (5-hidroxi-4-
oxocromen-2-il) fenil] cromen-4-ona) (CID:21015400), ancorado na PCE-2 em formato
3D com energia de -12 Kcal/ mol (Figura 18B) posicionado na cavidade hidrofébica,
mas distante da folha B -1. As interagdes dos residuos de aminoacidos ocorrem com
ASN29 tipo interagdes entre doadores, ILE25, ARG21, LEU115, LEU108 e ILE18 tipo
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pi-alquil e ILE112 tipo Van de Waals, as ligagdes de hidrogénio ocorrem entre uma
das carbonilas presentes realizando interacées com GLN31, ARG30, VAL32 e uma
das hidroxilas com a GLN3 (Figura 18C).

Figura 18: Estrutura 2D do composto 151 (A), docking molecular do composto analogo da F
na proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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A Figura 19A demonstra a molécula F12 (3,5-Dihidroxi-7- (o-tolilmetoxi) -2-
fenil-cromen-4-ona) (CID: 52946275), e sua estrutura 3D acoplada na PCE-2 com
energia de -11,8 Kcal/ mol (Figura 19B) situada na cavidade hidrofobica e distante da
folha B -1. As ligagdes de hidrogénio ocorrem frente aos residuos de VAL32, GLN31,
ARG30 na carbonila e ARG2 e VAL32 na hidroxila, ocorrem outras interagdes tipo pi-
sigma com ILE25, tipo pi- alquil com LEU54, LEU108, LEU115 e ILE18, e tipo pi-pi
empilhamento com PHE111 (Figura 19C). Observamos as mesmas interagées de

residuos de aminoacidos tipo ligacao de hidrogénio na carbonila da F151 (Figura 18C).
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Figura 19: Estrutura 2D do composto 12 (A), docking molecular do composto analogo da F na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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A Figura 20A demonstra a estrutura 2D da F167 (2-hidroxi-4 - [[3- (4-
hidroxioxan-2-il) fenil] metoxi] fenil] -fenilmetanona) (CID: 19933031), e sua estrutura
3D acoplada na PCE-2 com energia de -11,8 Kcal/ mol (Figura 20B) bem localizada
na cavidade hidrofébica, a hélice-1 e B -1. As interacbes com os residuos de
aminoacidos apresentam ligacdes de hidrogénio com ASP26, ASN29, ARG30,
PHE111 na hidroxila e ARG21 na carbonila, outras interagdes ocorrem, tipo pi-alquil
com VAL32, ILE25, LEUS4, LEU115, ILE112, LEU108 e ILE18, tipo carga atrativa com
MET27 e MET52 (Figura 20C). Diferentemente da F151 (Figura 18C) e F12 (Figura

19C) a F167 (Figura 20C) nao apresenta os mesmo residuo na carbonila.

Figura 20: Estrutura 2D do composto 167 (A), docking molecular do composto analogo da F

na proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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A Figura 21A demonstra a estrutura 2D da F45 (5-hidroxi-7- (4-metilbenzoiloxi)
flavona) (CID: 44382144), e sua estrutura 3D acoplada na PCE-2 com energia de -
11,7 kcal/ mol, encontra-se na cavidade hidrofébica, mas longe da folha B -1 (Figura
21B). Ocorrem ligacdes de hidrogénio com a carbonila e os residuos de GLN31, VAL32
e ARG30, a hidroxila interage com a ARG21, outras interagbes ocorrem tipo pi- alquil
com ILE112, LEU106, LEU115 e LEUS54, e tipo pi-pi empilhamento com PHE111
(Figura 21C). Igualmente a F151 (Figura 18C) e F12 (Figura 19C) nas ligacdes de
hidrogénio com a carbonila observamos os mesmo residuos de GLN31, VAL32 e
ARG30 também na carbonila. A interacdo com a hidroxila apresenta-se por pi-pi
empilhamento com a PHE111 como encontrado também na hidroxila da F167 (Figura
200).

Figura 21: Estrutura 2D do composto 45 (A), docking molecular do composto analogo da F na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacao 2D (C).
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A Figura 22A demonstra o composto 2D da F70 (Prop-2-enil 3 - [[3- (4-
hidroxifenil) -4-oxocromen-7-il] oximetil] benzoato) (CID: 42606259), e seu formato 3D
acoplado na PCE-2 com energia de -11,7 kcal/ mol (Figura 22B), localizada na
cavidade hidrofobica e entre a a hélice-1 e B -1. As interagdes mostram ligacdes de
hidrogénio ASP26 e ASN29 na hidroxila, outras interacdes ocorrem tipo pi-sigma com
ILE25, pi-pi empilhamento com PHE111 e pi-alquil com VAL32, LEU54, ILE112,
LEU108, ALA87, ILE 105 e ARG21 (Figura 22C). Apresenta interacées com a hidroxila
por ligagdes de hidrogénio que também interagem com a F167 (Figura 20C).

Figura 22: Estrutura 2D do composto 70 (A), docking molecular do composto analogo da F na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interagao 2D (C).
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A Figura 23A demonstra o composto P37 (Selin-4.alpha.-ol) (CID: 91749978),
seu formato 3D acoplado na PCE-2 possuindo energia de -9,3 kcal/ mol onde tem uma
porcao localizada na cavidade hidrofébica, entretanto longe da folha B -1 sendo
importante enfatizar o tamanho da estrutura do mesmo em comparagao com o ligante
co- cristalografico (AP) (Figura 23B). Nas interagcdées de residuos de aminoacidos
(Figura 23C) observamos interagdes pi- alquil com LEU54, VAL32 e ILE25 e pi-pi
empilhamento com PHE111.

Figura 23: Estrutura 2D do composto 37 (A), docking molecular do composto analogo do P na
proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interag¢ao 2D (C).
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A Figura 24A demonstra o composto P67 (8-t-butil-biciclo[4.4.0] decanol-1)
(CID: 12450469), e seu acoplamento na PCE-2 com energia de -8,5 kcal/ mol onde
demonstra que sua localizagdo ndo se encontra bem situada na cavidade hidrofébica
da PCE-2, mesmo estando entre a a hélice-1 e folha B -1 ainda ndo demonstra a
posicao similar ao ligante co-cristalografico AP tendo em vista o tamanho da sua
estrutura (Figura 24B). Nas interacdes dos residuos de aminoacidos (Figura 24C)
observamos interagdes tipo pi-alquil com LEU54, PHE111, VAL32, ARG21 e LEU108.

Figura 24: Estrutura 2D do composto 67 (A), docking molecular do composto analogo do P na
proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interagao 2D (C).
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A Figura 25A demonstra o composto P74 (7-(1-Hidroxi-1-metil-etil)-4a-metil-
decalin-1-ol) (CID: 494432), acoplado na PCE-2 com energia de -8,3 kcal/ mol (Figura
25B), a localizagdo do ligante tem uma porc¢éo localizada na cavidade hidrofébica mas
observa-se um grande distanciamento da folha B -1. Existe interacdes tipo Van der
Waals com ILE25 e tipo pi- alquil com VAL32, PHE111 e LEU54 (Figura 25C).

Figura 25: Estrutura 2D do composto 74 (A), docking molecular do composto analogo do P na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interagao 2D (C).
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A Figura 26A demonstra o composto P23, e seu formato 3D acoplado na PCE-

2 com energia de -8,2 kcal/ mol (Figura 26B). O P23 nao se localiza na cavidade

hidrofobica e situa-se distante da a hélice-1. Ocorrem interagdes tipo pi-alquil com
ILE8O e ALA87, ligacdo de hidrogénio com LEU108 e Van der Waals com ILE112

(Figura 26C).

Figura 26: Estrutura 2D do composto 23 (A), docking molecular do composto analogo do P na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interagao 2D (C).
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A Figura 27A demonstra o composto P60 (1,2,2,8a-tetrametil-4,4a,5,6,7,8-

hexa-hidro-3H-naftalen-1-ol), seu formato 3D acoplado na PCE-2 apresentando

energia de -8,1 kcal/ mol (Figura 27B), o ligante ndo se localiza na cavidade

hidrofobica mais externa e encontra-se distante da folha B -1. As interacbes de
aminoacidos s&o do tipo pi- alquil com LEUS4, PHE111, VAL32 e ILE25 (Figura 27C).

Os analogos da L e F apresentaram boas energias, realizaram interagdes tipo ligagcao

de hidrogénio assim como interagiram com a carbonila e hidroxila,corroborando

com os resultados obtidos no redocking onde interagiram com a VAL26 e GLN25 na

carbonila assim como os enfatizados por Dyer et al., (2003).

A localizacédo dos ligantes na cavidade hidrofobica indicaram as melhores (L e

F) e piores energias (P), comparando o posicionamento entre a a hélice-1 e folha 3 -
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1 os resultados variaram para L e F onde alguns possuiram uma boa localiza¢édo entre
a hélice-1 e folha B -1 e outras apresentaram uma certa distancia da folha B -1, no

entanto sempre localizadas na cavidade hidrofébica.

Para os analogos ao P constatamos as menores energias como também a
localizacdo dos ligantes na PCE-2 ndo foram satisfatorios onde variaram desde
auséncia do ligante na cavidade hidrofébica mais externa, distanciamento da a hélice-
1 e folha 3 -1 ou apenas da folha  -1. Apenas o P23 apresentou uma unica interagéo
com o hidrogénio (LEU108) os demais analogos de P ndo apresentaram nenhuma
ligacdo com hidrogénio e temos que quando comparados com os analogos L e F esta
€ uma ligacao crucial para uma boa interacao no sitio da PCE-2, justificando assim os

analogos de P como sendo 0s que apresentaram menores energias de ligacao.

Figura 27: Estrutura 2D do composto 60 (A), docking molecular do composto analogo do P na

proteina carreadora de esterois- 2 (PCE-2) (B), mapa de interacéo 2D (C).
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Na Figura 28 a sobreposicdo comparativa dos analogos L (Figura 20A), F
(Figura 20B) e P (Figura 20C) com o AP, os analogos da L e F possuem grandes
cadeias quando comparados aos analogos de P, cadeias estas que recobrem todo o
ligante co-cristalografico AP, entretanto € notorio que a localizacdo do ligante na
cavidade hidrofébica e aproximag¢do na a hélice-1 e folha B -1 é importante para

energia de ligacao.

Figura 28: Sobreposi¢cdo comparativa do AP (preto) e analogos da loniflavona, L122 (laranja),
L158 (azul), L26 (verde), L46 (roxo) e L51 (rosa) (A), Sobreposicdo comparativa doAP (preto)
e analogos da fargesina, F151 (verde), F167 (azul), F45 (roxo), F70 (laranja) e F12 (rosa)
(B), Sobreposicao comparativa do AP (preto) e analogos do proximadiol, P23 (verde), P37
(roxo), P60 (laranja), P67 (azul) e P74 (rosa) (C).

A
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5.6 RADAR DE BIODISPONIBILIDADE E PROPRIEDADES ADME DOS
COMPOSTOS PRESENTES NA FRAGAO METANOLICA E CLOROFORMICA

As propriedades ADME visam prever a capacidade de absorc¢éo, distribuicdo,
metabolismo e excrecao de um determinado composto (Daina; Michielin; Zoete,2017),
importante para que seja possivel saber principalmente a solubilidade e
permeabilidade por entre as membranas bioldgicas durante o desenvolvimento de

novas moléculas bioativas (Dreassi & Zizzari et al., 2009).

Analisamos as propriedades de cada composto quanto a sua predigdo ADME.
Este radar visa dar uma visao primaria de algumas propriedades dos compostos nos
quais se assemelham a medicamentos, exatas seis propriedades fisico-quimicas sao
destacadas no radar: lipofilicidade (Log P), tamanho (massa molecular), polaridade
(TPSA®), insolubilidade (Log S), insaturacéo (fracéo de carbonos na hibridizag&do sp3)
e flexibilidade (numero de ligagbes rotacionaveis) (Daina; Michielin; Zoete, 2017).
Quando o tracejado vermelho se alinha totalmente ao radar em coloragdo rosa

considera-se como um 6timo composto.

Na Figura 29 observa-se a estrutura quimica e o radar de biodisponibilidade
do piriproxifeno (PPX), um larvicida regulador de crescimento de insetos amplamente
utilizado no combate das larvas de A. aegypti, no radar consta a insaturagao além do
preconizado, a insolubilidade se aproximando do preconizado e a lipofilicidade se

alinhando.
Figura 29: Radar de biodisponibilidade do piriproxifeno.

LIPO

A LNF apresenta insaturacao e insolubilidade além do radar preconizado
(Figura 30A). A TAX (Figura 30B), APG (Figura 30C) e KAE (Figura 30D) também
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apresentam suas insaturacao além do radar. O composto CESA (Figura 30E) além da
insaturacao apresenta a polaridade e insolubilidade expressivas. Com base nos
radares da Figura 30, possuir insaturagdes € importante para ser considerado um
composto com boa energia de interagcdo, o radar do piriproxifeno (PPX) (Figura 29)

reafirma essa importancia ao também apresentar insaturacoes expressivas.

Figura 30: Radar de biodisponibilidade dos compostos presentes na fragdo metanolica (ME) e
cloroférmica (CL) do extrato de C. pyramidale.
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Na Tabela 3 as propriedades ADMET dos compostos presentes na fragdo ME
e CL nao violaram a regra de Lipinski e possuem uma boa acessibilidade sintética. A
LNF e CESA apresentam baixa absorcao gastrointestinal. Nenhum dos compostos
permeiam a barreira hematoencefalica. Os compostos s&o pouco soluveis ou

moderadamente soluvel.

Tabela 3: Propriedades ADMET dos compostos presentes na fragdo metandlica (ME) e
cloroférmica (CL) do extrato de C. pyramidale.
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Absorcdo Permeacdo Acessibilidade Solubilidade

Gl BBB sintética em agua

LNF Baixo Nao 3,39 Pouco
soluvel
TAX Alto Nao 3,51 Pouco
soluvel

APG Alto Nao 2,96 Moderadame

nte soluvel

KAE Alto Nao 3,14 Pouco
soluvel
CESA Baixo Nao 4,60 Pouco
soluvel

5.7 RADAR DE BIODISPONIBILIDADE E PROPRIEDADES ADME DOS ANALOGOS
DA LONIFLAVONA, FARGESINA E PROXIMADIOL

Observamos na Figura 31 que a propriedade em comum que todos os
analogos (L) apresentam onde o tracejado vermelho sai totalmente do radar rosa € a
insaturagao. Verificando as outras propriedades todas estdo dentro do espectro
esperado. A L46 (Figura 31B) destaca-se das demais por apresentar tamanho e
polaridade de acordo com o preconizado pelo radar. Notamos que a insaturagao,
lipofilicidade e insolubilidade sao propriedades que todos os analogos apresentam, de
forma expressiva no caso da insaturacdo e dentro ou alinhadas ao radar na

lipofilicidade e insolubilidade.

Figura 31: Radar de biodisponibilidade dos analogos da Loniflavona (L).
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L51 L46 L122

L158 L26

No radar de biodisponibilidade dos analogos da F na Figura 32. A F167 (Figura
32C) apresenta as melhores disposi¢coes no radar (Figura 32C). A insaturacao esta
além do radar em todos os analogos exceto na A F167 (Figura 32C). Assim como os
analogos da L (Figura 31) os analogos da F apresentam, insaturacao e no caso da

lipofilicidade e insolubilidade dentro ou alinhadas ao radar.
Figura 32: Radar de biodisponibilidade dos analogos da Fargesina (F).
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F45 F70

Visualizamos no radar da Figura 33 que todos os analogos do P estdo dentro
do espectro mas a linha vermelha permanece muito distante das bordas do radar na
maioria das propriedades. Assemelha-se aos analogos da L (Figura 31) e F (Figura
32) apenas ao apresentar a lipofilicidade quase que alinhadas ao radar e diverge ao

nao apresentar insaturagao de modo expressivo.

Com base nos radares da L (Figura 31A-E) e F (Figura 32A-E) os analogos que
possuem as melhores energias de interacdo devem possuir insaturagdes, o radar do
piriproxifeno (PPX) (Figura 29) reafirma ao também apresentar insaturacdes

expressivas.
Figura 33: Radar de biodisponibilidade dos analogos da Proximadiol (P).

A B C

P37 P67 P74
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P23 P60

Na Tabela 4 a analise das propriedades ADMET mostram que todos os
compostos seguiram a regra de Lipinski. Os compostos possuem uma boa
acessibilidade sintética. Apenas a L46 apresenta baixa absor¢do gastrointestinal
(absorcédo Gl). PPX, L122, F167 e todos os analogos ao P permeiam a barreira
hematoencefalica. Ocorre uma variacdo quanto a solubilidade em agua, sendo a
maioria dos compostos pouco soluvel seguido de moderadamente soluvel, apenas os
analogos do P possuem compostos totalmente soluveis (P67, P74 e P60).
Observa-se que a solubilidade € um fator crucial na afinidade dos ligantes na PCE-2
onde a pouca ou moderada solubilidade demonstra boas energias de interacdes
quando comparado aos totalmente soluveis que demonstram uma menor energia de
interacao (Tabela 3-4). Para os compostos que nao possuem total solubilidade pode-
se fazer a utilizacdo de carreadores. E necessario estudos para avaliacdo da
quantificagcdo da absor¢cdo Gl e da barreira hematoencefalica e até mesmo
modificagdes moleculares tendo em vista que larvicidas sdo colocados em depdsitos

de agua nos quais sdo utilizados no consumo humano.

Tabela 4: Propriedades ADMET das moléculas andlogas a L, F e P.

Absor¢cd Permeagd Acessibilida Solubilidade

o Gl o BBB de sintética em agua

PPX Alto Sim 3,30 Moderadame
nte soluvel

L51 Alto Nao 3,84 Moderadame

nte soluvel



L46 Baixo Nao 3,00 Pouco
soluvel
L122 Alto Sim 3,35 Pouco
soluvel
L158 Alto Nao 3,90 Pouco
soluvel
L26 Alto Nao 3,39 Pouco
soluvel
F151 Alto Nao 3,50 Pouco
soluvel
F12 Alto Nao 3,74 Moderadame
nte soluvel
F167 Alto Sim 4,00 Moderadame
nte soluvel
F45 Alto Nao 3,49 Pouco
soluvel
F70 Alto Nao 3,64 Pouco
soluvel
P37 Alto Sim 3,23 Moderadame
nte Soluvel
P67 Alto Sim 2,98 Soluvel
P74 Alto Sim 3,44 Soluvel
P23 Alto Sim 3,23 Moderadame
nte Solavel
P60 Alto Sim 2,98 Soluvel
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5.8 VALIDAGCAO DO ALGORITMO DE ENCAIXE

O sucesso do docking molecular depende da qualidade da fun¢ao de pontuagao
de encaixe, entre outros fatores. Uma funcao de pontuacao imperfeita podeenganar ao
prever geometrias de ligantes incorretas ou ao selecionar moléculas nao-ligantes
sobre ligantes verdadeiros. Esses acertos falso-positivos podem ser considerados
iscas/ decoys. Para avaliar a eficiéncia do algoritmo de encaixe utilizamos 8 moléculas
ativas (Tabela 5) nas quais apresentaram atividade in vitro frente a PCE-2 do A.
aegypti, a partir destas 8 moléculas (compostos ativos) foram geradas 80 inativos

(falsos positivos) para validacdo do modelo.

O ICs0 das 8 moléculas (Tabela 5) que demonstraram atividade in vitro
(compostos ativos) na PCE-2 apresentadas no estudo de Anstrom et al., (2012) com
ICs0 de 2.38, 2.02, 0.65 uM, Kim; Wessely; Lan, (2005) 0.059 + 0.021, 0.042 +
0.008, 0.065 = 0.001 uM e Da silva et al., (2015) 5.0 e 0.6 pM, todos se mostraram

potentes inibidores.

Tabela 5: Moléculas ativas com atividade in vitro na PCE-2.

Molécula Nomenclatura e Referéncia ICs0

(1E,4E)-1,5-bis(4-hidroxifenil)penta- 2.38 uM

1,4-dien-3-ona

® L
(Anstrom et al., 2012)
1-(2-Hidroxifenil)-5-fenil-1,4 - 2.02 uM
on e pentadien-3-ona
O O (Anstrom et al., 2012)
1,5-Bis-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-penta- 0.65 uM

1,4-dien-3-ona

(Anstrom et al., 2012)



https://www.jlr.org/article/S0022-2275(20)33999-7/fulltext
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8-Cloro-2-(3-metoxifenil)-4,4-dimetil-  0.059 + 0.021

S\NQ%CH 4,5-di-hidroisotiazol[5,4-c]quinolina- uM
g 1(2h)-tiona
o (Kim; Wessely; Lan, 2005)
3-bromo-N-{2-[(4-cloro-2 0.042 £ 0.008
/@E\/\LQ nitrofenil)amino]etil}-4- puM
° i I T etoxibenzamida

(Kim; Wessely; Lan, 2005)

4,4 8-trimetil-5-(3-metilbutanoil)-4,5-  0.065 + 0.001
di-hidro-1H-[1,2]ditiolo[3,4- UM

c]quinolina-1-tiona

(Kim; Wessely; Lan, 2005)

HN/\NH2 1 -(p - 50 HM
Hidroxibenzilideno)tiossemicar

bazida

OH

(Da silva et al., 2015)

2-(4-Metoxifenoxi) acetaldeido 0.6 uM
S tiossemicarbazona
(le (Da silva et al., 2015)

Entende-se que a drea sob a curva ROC (Curva Caracteristica de Operacéao do
Receptor) € uma representacao grafica que demonstra o desempenho de um sistema
classificador binario (falsos positivos e falsos negativos) a medida que o seu limiar de
discriminagao varia. Um classificador perfeito tem uma taxa de falsospositivos igual a
zero e a taxa de verdadeiros positivos igual a um. A validag&o do algoritmo de encaixe

demonstrou que a curva ROC possuiu o valor de 0.901,


https://www.jlr.org/article/S0022-2275(20)33999-7/fulltext
https://www.jlr.org/article/S0022-2275(20)33999-7/fulltext
https://www.jlr.org/article/S0022-2275(20)33999-7/fulltext
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indicando assim que o Autodock Vina apresentou em seus calculos um bom ranking

dos compostos ativos (Figura 34).

Figura 34: Curva ROC gerada a partir da analise de compostos ativos (True Positive Fraction)

e inativos/ decoys (False Positive Fraction).
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6. CONCLUSAO

o Os testes larvicidas in vitro com diferentes fragdes do extrato das folhas de C.
pyramidale demonstrou que a fracdo metandlica (ME) e cloroférmica (CL) tém
potencial como agentes larvicidas contra A. aegypti, corroborando com a triagem
virtual realizada anteriormente por nosso grupo de pesquisa, que evidenciaram um
biflavondide previamente isolado da fragdo CL (loniflavona) como potencial ligante
inibidor da PCE-2.

o Outros biflavondides presentes nos extratos de CL e ME também foram
investigados por calculos de docking molecular, dos quais a loniflavona continua
sendo o principal metabdlito capaz de inibir a PCE-2.

o Analogos da loniflavona (L) e fargesina (F) apresentaram-se sendo inibidores
potenciais com 6timas energias de interacao e boa localiza¢do no sitio ativo da PCE-
2.

o As insaturagdes e a baixa solubilidade em dgua mostraram-se importantes em
todos os compostos analisados no estudo.

o A curva ROC mostrou que o Autodock Vina obteve excelente funcédo de

pontuacgao.
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