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We need love

But all we want is danger

We team up

Then switch sides like a record changer
The rumors are terrible and cruel

But honey, most of them are true

'‘Cause baby, | could build a castle
Out of all the bricks they threw at me
And every day is like a battle

But every night with us is like a dream
Baby, we're the new romantics

Come on, come along with me

Heartbreak is the national anthem
We sing it proudly

We are too busy dancing

To get knocked off our feet

Baby, we're the new romantics
The best people in life are free

New Romantics — Taylor Swift



RESUMO

De Aspidosperma nitidum foram isolados alcaloides promissores para o tratamento da
leishmaniose e estudos em microscopia eletrbnica demonstraram alteracdes
morfoldgicas no corpo celular, flagelo (diminuicdo do tamanho e flagelos duplos) e no
seu citoplasma, principalmente na bolsa alveolar. Este trabalho tem como objetivo
determinar o possivel mecanismo de acdo antileishmania de alcaloides de A. nitidum.
Através da maceracédo do po obtido das cascas foi obtido o extrato etanolico (EEAN),
que foi submetido a particdo acido: base, obtendo-se as frac6es de neutros (FNAN) e
de alcaloides (FAAN). A FAAN foi analisada através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a arranjos Diiodos (CLAE-DAD) e da ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio. Para os estudos de predicdo, Mcule para fisico-quimica,
PreADMET para farmacocinética, farmacodindmica e toxicidade e VEGA também
para Toxicidade, e para o docking o programa GOLD. Em todas as amostras EEAN
(rendimento=5,1%) e FAAN (29,25%) foram detectados alcaloides em CLAE-DAD e
RMN. A partir de FAAN obteve-se subfracbes 5-6, diidrocorinanteol e subfracdo 9
apresentaram, de forma concentracdo-dependente, atividade contra a forma
promastigota de L. amazonensis, causando principalmente alteracdes estruturais no
citoesqueleto e no flagelo. Os estudos de predicdo apontam que apenas a
Desoxicordifolina ndo seguiu a regra de Lipinski, baseado na toxicidade, as moléculas
Aspidospermina, Diidrocorinanteol e Corinanteol parecem ser 0S mais promissores.
No docking molecular, para a proteina actina (P1), o corinanteol foi o composto que
melhor se ligou a proteina em comparacdo com o inibidor cristalografado, para a
proteina do cinetocoro (P2), todos os compostos se ligaram melhor e de modo mais
estavel que o inibidor imidazol, para o transportador intraflagelar (P3), o corinanteol
foi o composto que melhor se ligou a proteina em comparacdo com o GDP, e para a
proteina BILBOZ2 (P4), o ligante cristalografado FPC4 foi superior a todas as moléculas
estudadas. Em sintese, o corinanteol parece ser a molécula mais promissora atuando
tanto no citoesqueleto quanto no flagelo, sendo que o diidrocorinanteol também atua
no flagelo e citoesqueleto de modo menos eficaz.

Palavras-Chaves: Aspidosperma nitidum; Docagem; Leishmania.



ABSTRACT

Promising alkaloids for the treatment of leishmaniasis have been isolated from
Aspidosperma nitidum and electron microscopy studies have shown morphological
changes in the cell body, flagella (decrease in size and double flagella) and cytoplasm,
especially in the alveolar pouch. The aim of this study was to determine the possible
mechanism of antileishmanial action of A. nitidum alkaloids. By macerating the powder
obtained from the bark, the ethanolic extract (EEAN) was obtained, which was
subjected to an acid: base partition, obtaining the neutral (FNAN) and alkaloid (FAAN)
fractions. The FAAN was analyzed using high-performance liquid chromatography
coupled to Diode Arrays (HPLC-DAD) and hydrogen nuclear magnetic resonance. For
the prediction studies, Mcule for physicochemistry, PreADMET for pharmacokinetics,
pharmacodynamics and toxicity and VEGA also for Toxicity, and for docking the GOLD
program. In all the samples EEAN (yield=5.1%) and FAAN (29.25%) alkaloids were
detected in HPLC-DAD and NMR. From FAAN, subfractions 5-6, dihydrocorinanteol
and subfraction 9 showed concentration-dependent activity against the promastigote
form of L. amazonensis, mainly causing structural changes in the cytoskeleton and
flagellum. The prediction studies show that only Desoxychordifolin did not follow
Lipinski's rule, based on toxicity, the molecules Aspidospermin, Dihydrocorinanteol
and Corinanteol seem to be the most promising. In the molecular docking, for the actin
protein (P1), corinanteol was the compound that bound better to the protein compared
to the crystallographed inhibitor, for the kinetochore protein (P2), all the compounds
bound better and more stable than the imidazole inhibitor, for the intraflagellar
transporter (P3), corinanteol was the compound that bound better to the protein
compared to GDP, and for the BILBO2 protein (P4), the crystallographically bound
FPC4 was superior to all the molecules studied. In summary, corinanteol seems to be
the most promising molecule acting on both the cytoskeleton and the flagellum, while
dihydrocorinanteol also acts on the flagellum and cytoskeleton less effectively.

Keywords: Aspidosperma nitidum; Docking; Leishmania.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose € uma doenca causada por um protozoario flagelado do género
Leishmania, encontrada em mais de 90 paises das regifes tropicais e subtropicais,
sendo mais predominante em ambientes rurais do que em urbanos, entretanto, devido
mudancas climaticas e atividades humanas (como o desmatamento) ocorre um
aumento no nimero de casos nas areas urbanas, devido principalmente a infeccéo
de vetores urbanos (OLIVEIRA; DUTHIE; PEREIRA, 2020).

Esta doenca possui diversas formas clinicas, categorizadas em cutanea (LC),
caraterizada por lesbes na pele, mucocutanea (LMC), que acomete principalmente
mucosas, e a Visceral (LV), que é mais grave e letal, caso ndo haja tratamento, é
caracterizada pela infeccao do parasito no figado, baco e medula espinhal (OLIVEIRA,;
DUTHIE; PEREIRA, 2020).

O tratamento das leishmanioses é realizado principalmente com os antimoniais
pentavalentes (SB®*; Antimoniato de N-Metil glucamina-Glucantime® e o
Estibogluconato de sddio-Pentostan®), que s&o quimioterapicos de alto custo,
apresentam eventos adversos de elevada gravidade, além de casos de resisténcia ao
tratamento (RIBEIRO, 1987; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018; OLIVEIRA;
DUTHIE; PEREIRA, 2020). Como uma alternativa a esse tratamento, pode ser
utilizada a anfotericina B e suas formulac¢des (Anfotericina B lipossomal e Anfotericina
B Dispersdo-Coloidal). Entretanto, ainda € um farmaco bem téxico e de alto custo,
sendo necessdaria a supervisdo clinica ou internacdo durante o tratamento (longa
administracdo), devido os seus efeitos adversos, como nefrotoxicidade, hipocalemia
e miocardite (LANZA et al., 2019; OLIVEIRA; DUTHIE; PEREIRA, 2020).

Outro problema relacionado ao tratamento das leishmanioses € a resisténcia
parasitaria a multiplos farmacos, a principal causa dessa resisténcia € ocasionada
devido a variabilidade genética e mutagbes da Leishmania, j& sendo descrito na
literatura casos de falha terapéutica ou recidiva em pacientes tratados com o
Estibogluconato de Sdédio (SUNDAR et al., 2000), assim como resisténcia ao
tratamento com Miltefosina (SRIVASTAVA et al., 2017; CARNIELLI et al., 2019).
Devido isso, surge a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos menos
toxicos, mais baratos e que ajam contra os parasitos resistentes. Nesse contexto, a

busca por compostos naturais presentes em plantas medicinais € muito forte, tendo
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em vista seu uso no tratamento de diversas enfermidades por cerca de 80% da
populacédo (OLIVEIRA; DUTHIE; PEREIRA, 2020).

Dentre as diversas espécies utilizadas na medicina popular para o tratamento
de ferida de dificil cicatrizacdo (DEL VITO; PETENATTI; PETENATTI, 1997), a
Aspidosperma nitidum Benth apresenta grandes evidéncias da sua atividade, sendo
gue todas suas fracOes alcaloidicas se demonstraram ativas contra Leishmania (L.)
infatum chagasi: FAIc1 (Concentragdo Inibitéria de 50%- Clso: 3,417 pg/mL); FAlca
(Clso: 2,692 pg/mL); FAlc7 (Clso: 5,449 pg/mL); FAlcio (Clso: 4,284 pg/mL); FAlcia (Clso:
25,12 pg/mL), mas apenas as fragdes FAlci (Clso: 5,114 pg/mL), FAlca (Clso: 8,699
pg/mL) e FAlc7 (Clso: 17,14 pg/mL) apresentaram atividade frente a Leishmania (V.)
braziliensis (NASCIMENTO, 2013).

Em um estudo com extrato e fragbes de A. nitidum, verificou-se que o extrato
etandlico e a fracao alcaloidica, se mostraram ativos contra a forma promastigota de
L. (L.) amazonensis, com Clso de 23,87 pg/mL e 18,8 pg/mL. As outras fracdes,
hexéanica e diclorometano, foram classificadas com atividade moderada (Clso: 143,0
ug/mL e 204,5 pg/mL, respectivamente). Da fracdo alcaloidica obteve-se o
diidrocorinanteol, que se mostrou mais ativo que o extrato e fracdo. As subfracdes 5-
6 (Clso: 100,3 pg/mL) e 8-9 (Clso: 62,4 pg/mL) foram consideradas ativas. As analises
em microscopia de varredura foi observou que o diidrocorinanteol ocasionava
mudancas na bolsa flagelar da forma promastigota da L. amazonensis, com 0
aparecimento de flagelos duplos ou curtos, sendo que essas alteracdes podem ser 0
mecanismo de acdo para causar sua atividade leishmanicida (VEIGA et al., 2022).

Uma estratégia que pode ser utilizada para a investigacdo do possivel
mecanismo de acdo é a docagem molecular. A docagem (ou docking) molecular
consiste na predicdo da conformacao bioativa de uma micromolécula, o ligante, a uma
macromolécula, proteinas, enzimas, receptores, gerando um score e uma
classificagdo do modo de ligagédo, desse modo, as predi¢cdes realizadas a partir da
docagem molecular, sdo mais especificas e confiaveis (GUIDO; ANDRICOPULO,
2008).

Além disso, outros aspectos moleculares devem ser investigados, tais como
suas caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinética e toxicidade. Neste contexto, os
estudos in silico tem uma grande vantagem, devido a rapidez na sua execucao, seu

baixo custo e a capacidade de complementar 0os ensaios in vitro e in vivo, permitem
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um maior direcionamento para aquelas moléculas que apresentam uma melhor
predicdo fisico-quimica e atividades bioldgicas, diminuindo assim, o numero de
animais utilizados (DE MACEDO-SILVA et al., 2013).

Tendo em vista todo esse contexto, estudos de predicdo com moléculas
isoladas de A. nitidum podem contribuir para a compreensao do mecanismo de acéao,
aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos e toxicidade, direcionando quais seriam 0s
compostos mais promissores. Deste modo, este trabalho é importante pois ao elucidar
0S mecanismos de acao é possivel predizer o comportamento do composto no corpo
humano, assim como toxicidades, e planejar possiveis alteracbes no composto

aprimorando suas propriedades fisico-quimicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Leishmaniose
As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas pelos protozoarios de

varias espécies do género Leishmania, podendo acometer, a pele, mucosas e

visceras. Classificagdo taxondmica do género Leishmania segundo Lainson & Shaw

(1987).
° Reino: Protista Haeckel;
° Filo: Sarcomastigophora;
° Subfilo: Mastigophora;
° Classe: Zoomastigophorea,;
° Ordem: Kinetoplastida;
° Familia: Trypanosomatida;
° Género: Leishmania.

A infeccdo causada por espécies do género Leishmania inicia-se quando uma
fémea (ndo infectada) do Lutzomia ou do Psychodopygus alimenta-se em um
hospedeiro vertebrado infectado. A fémea durante o repasto sanguineo ird se infectar
com a forma amastigota do parasita, instalando-se no trato digestivo do vetor
(mosquito flebotomineo), multiplicando por divisdo binaria, migrando para o esoéfago.
Entdo, inicia o processo de metaciclogénese, que consiste na transformacao de
promastigotas prociclicos em promastigotas metaciclicos altamente infectivos (Figura
1; LAZAR; ABASS, 2020).

A fémea infectada ao realizar o repasto sanguineo, dilacera os tecidos e vasos
sanguineos, formando uma pequena cavidade onde poderd se alimentar, durante
esse processo, ira regurgitar as formas promastigotas metaciclicas, e entéo, penetrar
na corrente sanguinea do hospedeiro (RIBEIRO, 1987; ANTOINE et al., 1998).

Na corrente sanguinea, as formas promastigotas seréo fagocitadas por células
do sistema imunolégico (macréfagos e neutrofilos), internalizadas no fagossoma, onde
deveriam sofrer lise celular. Entretanto, devido adaptagdes evolutivas, estes parasitos
possuem a capacidade de inibicAo destes mecanismos imunes (inibicdo dos
lisossomos, inibicdo de estresse oxidativo), transformando-se na forma amastigota.

Esta forma consegue se multiplicar por divisdo binaria, até ocasionar a ruptura das
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células fagocitarias, liberando outras formas amastigotas na corrente sanguinea, que
irdo infectar outras células fagocitarias (LAZAR; ABASS, 2020).
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Figura 1 - Ciclo de vida do parasito Leishmania spp. Fonte: Adaptado de CDC, 2017

A forma amastigota € ovoéide ou esférica, com vacuolos em seu citoplasma
(contendo estruturas membranosas como complexo de Golgi, mitocondria,
ribossomos, etc.), um ndcleo, um cinetoplasto e uma bolsa flagelar sem flagelo livre
(Figura 2). Entretanto, com um flagelo ndo mével interno, com fun¢des de organizagao
celular e percepcédo sensorial (GADELHA; CUNHA-E-SILVA; DE SOUZA, 2013;
TEIXEIRA et al., 2013). A forma promastigota € alongada, medindo cerca de 5 a 20
um, sendo observados o nucleo e os vacuolos, um cinetoplasto ovoide, uma bolsa
alveolar, onde ha um flagelo livre com funcdo de locomoc¢éo, que apresenta um
axonema classico, com haste paraflagelar. A adeséo do flagelo ao corpo da célula é
mediada pela zona de ligacdo do flagelo (FAZ), esta parece estar associada a
adaptacao do tripanosomatideos ao ambiente sanguineo do hospedeiro (WHEELER,;
GLUENZ; GULL, 2011; HALLIDAY et al., 2021).
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Figura 2 — Morfologia da Leishmania. Legenda: A: forma amastigota; B- forma promastigota. Fonte:
QUEIROZ, 2019

Comumente associada a pobreza, condi¢des precarias de habitacdo e falta de
recursos, a leishmaniose ¢ predominante em regiées subdesenvolvidas como Africa,
Asia e América Latina, estima-se que, cerca de 350 milhdes de pessoas possuem
risco de contrair essa doenca (WHO, 2022), além disso, € possivel delimitar que,
populacées com renda familiar menor que 2 dolares por dia, apresentam uma maior
chance de contrariar, tendo em vista que cerca de 80% dos casos ocorrem em familias
nessa faixa de renda (VIJAYAKUMAR; DAS, 2018). As principais formas clinicas das
leishmanioses sdo: cutdnea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV) (OLIVEIRA;
DUTHIE; PEREIRA, 2020).

A leishmaniose cutédnea (ou tegumentar), é a forma mais comum das
leishmanioses, geralmente do tipo Ulcera, podendo ser Unica ou mdltipla (até 10
lesBes), com tendéncia a cura espontanea e apresenta boa resposta ao tratamento.
Essa forma causa lesbes cutaneas, principalmente as Ulceras, deixando cicatrizes
permanentes na pele e resultando em incapacidade grave, ou evoluir para cura com
uma cicatriz. Em casos de pacientes imunodeprimidos pode evoluir para o estado de
leishmaniose cutanea difusa, caracterizada pela intensa proliferacdo do parasito e
presenca disseminada de nodulos multiplos ndo ulcerativos (BRINDHA,;
BALAMURALI; CHANDA, 2021).
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Além disso, é possivel outra forma de evolucéo da LC, que é a leishmaniose
mucocutanea, apresentando-se como uma lesdo crbnica, que se caracteriza por
acometer mucosas com lesGes destrutivas, principalmente nas vias aéreas
superiores, podendo levar a destruicdo parcial ou total das mucosas do nariz, boca e
garganta (BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021).

Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas, bacia do Mediterraneo,
Oriente Médio e Asia Central. Em 2021, mais de 85% dos novos casos de
Leishmaniose cutdnea ocorreram em paises desta area, como o Afeganistédo, Argélia,
Brasil, Coldmbia, Iraque, Libia, Paquistdo, Peru, Republica Arabe da Siria e Tunisia
(Figura 3: WHO, 2022).
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Figura 3 - Incidéncia mundial de casos de leishmaniose cutanea em 2021. Fonte: WHO, 2022

A leishmaniose visceral, também conhecida como doenca de calazar (ou Kala-
Azar), é a forma mais grave e fatal da doenca. Manifesta-se com escurecimento da
pele, perda de peso, hepatoesplenomegalia, causada principalmente pelas espécies
Leishmania donovani e Leishmania chagasi, nesta os parasitos promovem infecgao
em orgaos distantes como figado, baco e medula 6éssea (BRINDHA; BALAMURALL;
CHANDA, 2021). Em relagdo a LV, em 2021 foram registrados 12.838 novos casos

de no mundo, sendo que, cerca de 90% destes, ocorreram em apenas 10 paises, 0
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Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul, Suddo e Iémen
(Figura 4, WHO, 2022).

Figura 4 - Incidéncia mundial de casos de leishmaniose visceral em 2021. Fonte: WHO, 2022).

As principais espécies que causam a doenca sdo: Leishmania major e a
Leishmania tropica, afetando principalmente no sul da Europa, Asia e Africa; a L.
mexicana nas Américas Central e do Sul e a L. braziliensis, na América do Sul. No
Brasil sdo encontrados os dois subgéneros (Leishmania e Viannia), que sao
classificadas de acordo com o desenvolvimento e a proliferacdo dos parasitos no trato
digestivo do vetor, e cerca de 8 espécies, assim como as principais formas clinicas: a
L.(L.) infantum (LV), L. (L.) amazonensis (LC e LCD), L. (V.) braziliensis (LC e LMC),
L. (V.) guyanensis (LC e LMC), L. (V.) lainsoni (LC), L. (V.) naiffi (LC), L. (V.) shawi
(LC) e a L. (V.) lindenberg (LC) (GALVIS-OVALLOS et al., 2020).

O tratamento da leishmaniose de primeira escolha sdo o0s antimoniais
pentavalentes (Meglumina e Estibogluconato de Sodio), apesar de serem muito
eficientes, ha relatos de casos de resisténcia a esse farmaco, e apresenta diversos
efeitos adversos, como nauseas, vomitos, fraqueza, erupgdes cutaneas, hepato e

cardiotoxicidade, além da sua aplicagéo ser via parental e diaria, que pode diminuir as
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chances de adesdo ao tratamento. A segunda linha de tratamento seria a
Pentamidina, € um farmaco altamente téxico, cujas reacdes adversas sao vomitos,
hipoglicemia, nduseas, vomitos, dor de cabeca, podendo apresentar complicacdes
graves, como toxicidade cardiaca e gastrointestinal, nefrotoxicidade e hipotenséo
(BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021; OLIVEIRA et al., 2021).

Em casos de resisténcia ao tratamento com os antimoniais pentavalentes e em
condicdes clinicas como a infeccdo pelo virus HIV que impedem a sua utilizacdo, a
Anfotericina B é a primeira linha de tratamento contra a leishmaniose visceral, apesar
de ser eficaz ainda possui muitas reacdes adversas como nefrotoxicidade (contornada
nas suas formas lipossomal e nanoparticulas), anemia, hipocalemia e febre. Em casos
onde ha tanto leishmaniose visceral quanto cutanea, pode ser utilizada a Miltefosina,
apresenta menores reacdes adversas, como distdrbios gastrointestinais e
nefrotoxicidade, porém, apresenta uma meia vida longa e é teratogénico (BRINDHA,
BALAMURALI; CHANDA, 2021; OLIVEIRA et al., 2021)

E perceptivel que todos os farmacos utilizados sdo muito toxicos e apresentam
diversas reacOes adversas, isso dificulta muitas vezes a adesao do paciente ao
tratamento, que devido alto grau de desconforto, opta por descontinuar o tratamento,
0 que pode ocasionar a resisténcia do parasita a esses farmacos, como o
Estibogluconato de Sédio (SUNDAR et al., 2000), e a Miltefosina (CARNIELLI et al.,
2019), principalmente em areas endémicas, e a recidiva da doenca. Nesse contexto,
surge a necessidade de desenvolver novos farmacos com atividade antileishmania
menos toxicos e com formas farmacéuticas mais baratas e menos invasivas
(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

Dentre as estratégias de busca de novos farmacos, estd o estudo de plantas
medicinais utilizadas muitas vezes por popula¢@es tradicionais como Unica forma de
tratamento, e dentre as espécies utilizadas, a A. nitidum, € uma das mais promissoras

para o tratamento de doengas causadas por protozoarios.

2.2 Aspidosperma nitidum

A Aspidosperma nitidum, conhecida popularmente como Pau de Remo,
Sapupema e carapanauba, € comumente encontrada no continente americano, do

Panama até o Brasil. Apresenta seu tronco dividido longitudinalmente em lamelas
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delgadas, com septos capazes de abrigar mosquitos (caracteristica que deu origem
ao nome Carapanauba) (Figura 5: COINTE, 1947; OLIVEIRA et al., 2009).
De acordo com o estudo de Marcondes-Fereira (1988):

A. nitidum caracteriza-se por arvores de 7 a 40 metros de altura com tronco
trancado e sulcado ou lamelado. Sua casca é fina, dura, muito amarga e néo
exsuda latex quando cortada. Os ramos cinzentos ou castanhos, as vezes,
comprimido, lateralmente com o peciolo decorrente ao ramo, dando a esse
um aspecto de ramo subalado. As lenticelas séo alongadas ou esféricas, mas
as vezes podem ser verruculosas. As folhas vdo de cartaceas a coriaceas,
elipticas, ovaladas ou obovadas de base arredondada, obtusa ou largamente
revoluta pouco decorrente ao peciolo. O 4pice é arredondado, obtuso ou
acuminado, podendo também as vezes ser cuspidado. O peciolo varia entre
1 a2 cm, com face superior glabra ou glabrascente, brilhante ou opaca, mas
pode ser também glaucescente. A nervura principal € impressa na face
superior e proeminente na face inferior. Inflorescéncia lateral ou subterminal,
axilares ou subaxilares, formada por dicdsios compostos modificados,
podendo esta abreviada, formando subfasciculos. O célice mede por volta de
2 mm com lobos ovais, de velutino a asparso-pubérulo. A corola vai de
esverdeada a esbranquicada; sericea com algumas partes glabra, tubo com
3-4 cm, lobos de 1 mm ovais e internamente com pelos longos, logo abaixo
dos estames. Os estames estéo inseridos no ter¢o ou quarto do tubo superior,
com anteras ovais que variam de 0,7 a 1 mm.

Figura 5 - Aspidosperma nitidum Benth. Ex M I.‘Arg. Legenda: A e B- Caule; C- casca do caule.
Fonte: SANTOS-TRINDADE, 2014.
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Estudos etnobotanicos com diferentes comunidades no Brasil e na Colémbia
apontaram que a utilizacao da casca de A, nitidum por infuséo é utilizada para tratar
malaria (MILLIKEN; ALBERT, 1997; ANEZ, 2009;: TOMCHINSKY et al., 2017), como
contraceptiva (WENIGER et al., 2001), anti-inflamatéria (ESTRELLA, 1995;
WENIGER et al.,, 2001), e como cicatrizante em feridas de dificil cicatrizac&o
(ESTRELLA, 1995).

Na prospeccgéo fitoquimica, através do método da precipitacdo do extrato
etandlico das cascas de A. nitidum foi detectado a presenca dos seguintes
metabalitos: alcaloides, cumarinas, taninos condensados, triterpenos, esteroides e
acucares redutores (MATOS, 2009). Através da cromatografia em camada delgada ja
foram detectados alcaldides, triterpenos e esteroides (MARTINS, 2012). Apesar de
utilizar métodos diferentes, a presenca de alcaldides em ambos 0os métodos é sempre
detectada, isso demonstra que esses compostos Sao 0S majoritarios nessa espécie,
como pode ser visto a seguir.

Diversos estudos fitoquimicos utilizando as cascas A. nitidum levaram ao
isolamento e identificacdo de sitosterol, estigmasterol, lupeol e beta-amirina (Pereira
et al. 2007). Além disso, foram isolados o0s seguintes alcaloides: 10-
metoxidiidrocorinanteol, corinanteol (ARNDT et al., 1967), aspidospermina,
guebrachamina, iombina (MARQUES et al, 1996), 3-harmanocarboxilico,
braznitidumina, diidrocorinanteol (PEREIRA et al.,, 2007), acido 3-metil-
harmanocarboxilico, deshidrositsriquina (NASCIMENTO, 2013), desoxicordifolina e
carapanaubina (Figura 6; SALES, 2019).

Dentre as atividades biologicas ja estudadas de A. nitidum, ja foi avaliada a
atividade antimicrobiana das cascas do tronco, através do extrato etandlico, fracdo
alcaloidica e fracdo de neutros da A. nitidum, frente a Escherichia coli,
Sthaphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Proteus
mirabilis. De forma geral, o EE, FN e FA ndo foram promissores para nenhuma das
cepas, sendo que apenas o EE mostrou uma moderada atividade contra o S. aureus
(CIM: 250 pg/mL) (BRIGIDO et al., 2020).
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Figura 6 — Compostos isolados de A. nitidum. Legenda: 1: B-Sitosterol, 2: Estigmasterol, 3: Lupeol, 4: B-Amirina, 5: Desoxicordifolina, 6: Carapanaubina, 7:
10-metoxi-18,19-diidrocorinanteol, 8: Corinanteol, 9: Aspidospermina, 10: Quebrachamina, 11: loimbina, 12: Acido Harmanocarboxilico. Fonte: Autor.
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Um estudo avaliou a atividade antiplasmaddica, contra o clone de Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina (W2), com o extrato e fragbes de neutros e
alcaloidica obtidos das cascas da A. nitidum. O extrato (Clso=3,65 pg/mL), a fracéo de
neutros, (Clso =2,35 pug/mL) e a fracdo alcaloidica (Clso=2,32 pg/mL) apresentaram
elevada atividade antiparasitaria (BRANDAO et al., 2020).

A atividade antileishmania do extrato etandlico das cascas A. nitidum e fracdes
(FN e FA) foi avaliada em forma promastigota de L. amazonensis, sendo consideradas
moderadamente ativas (EE: Cls0=109,7 pg/mL; FA=137,1 pg/mL e FN=169,1 pg/mL).
Entretanto, contra a forma amastigota, apenas o extrato e a fracao alcaloidica foram
ativos (VEIGA, 2013). Fracdes e subfracdes obtidas do EE da casca da A. nitidum,
bem como o diidrocorinanteol, foram avaliados contra a forma promastigota, onde se
observou que o fracionamento contribuiu para a atividade (SF-5- 6= Clso: 100,3 pg/mL;
SF-9= Clso: 62,4 pg/mL e Diidrocorinanteol= Clso: 62,4 pg/mL) (VEIGA et al., 2022) .

Visando identificar as alteracBes morfoldégicas na Leishmania durante a fase
promastigota ocasionadas pelo EE, fracdes, subfracdes e diidrocorinanteol foram
realizadas analises utilizando microscopia eletronica de varredura e de transmissao.
Na microscopia eletrénica de varredura foram verificadas alteracbes concentragao-
dependentes, dentre elas estdo septacdo da membrana e diminuicdo do flagelo na
concentracdo de 25 pg/mL do diidrocorinanteol, em 12,5 pg/mL, verificou-se o
arredondamento da forma promastigota. No caso das fragcdes SF5-6, diidrocorinanteol
e SF9, as alteracBes também foram concentracdo-dependentes, em 50 ug/mL foi
verificada a diminuicdo do tamanho do flagelo, flagelos duplicados, protuberancias no
flagelo e arredondamento da sua forma (VEIGA et al., 2022).

Na microscopia de transmissdo, a fracdo dicloro (50 pg/mL) causou perda
completa da morfologia normal, retragéo do corpo celular, bolsa flagelar dilatada com
evaginacdo de sua membrana para formacédo de vesiculas, além de vacuolizagéo
citoplasmatica. As amostras tratadas com o diidrocorinanteol, na concentracdo de 25
pg/mL, apresentaram desorganizacéao citoplasmatica, retracédo do corpo celular, perda
completa da morfologia normal da bolsa flagelar, com vesiculas provavelmente
resultantes da evaginacao da membrana da bolsa flagelar e presenca de material com
aspecto granular em seu interior vesiculas. Ja& na concentracdo de 12,5 pg/mL

promoveu o aparecimento de inclusdes lipidicas, alteracdo da membrana da bolsa
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flagelar, que apresentava vesiculas com material granular decorrente dessa
evaginacao, e dilatacédo das cisternas do complexo de Golgi (VEIGA et al., 2022)

Em outro estudo observou-se que o extrato etandlico e a fracao alcaloidica de
A. nitidum reduziram o tamanho das ulceras ocasionadas por L. amazonensis, sendo
gue a resposta foi tempo dependente, sendo que o0 extrato se mostrou mais promissor
reduzindo o tamanho da leséo 37,42% no 14° dia e 55,08% no 28° dia de tratamento.
O tratamento com a fracdo alcaloidica ndo causou nenhuma reducao, porém, causou
uma reducio na velocidade de crescimento da Glcera (BRIGIDO, 2021).

Além disso, avaliando se o extrato e a fracéao alcaloidica causariam reducao da
parasitemia em animais infectados com L. amazonensis, 0 extrato etandlico, na dose
de 200 mg/kg/dia causou reducédo da parasitemia em 23,64% no apenas no 28° dia,
enquanto que, na dose de 400 mg/kg/dia de extrato etandlicos foi observado uma
reducado no 14° dia, de 11,4% e no 28° dia, reducao 42,46%. Para a fracdo alcaloidica,
na dose de 200 mg/kg/dia foi verificado uma reducédo de 7,69%, na dose de 400
mg/kg/dia, a reducdo foi de 22.1%. Em sintese, foi verificado que tanto o extrato
quanto a fracdo alcaloidica, na dose de 400 mg/kg apresentaram um aumento de
producdo de interferon-y apés 28 dias, comparado ao Glucantime® (BRIGIDO, 2021).

Avaliando a citotoxicidade em macréfagos murinos (BALB/c), do extrato e
fracbes de A. nitidum, a fracdo diclorometano e a acetato de etila (>500 pg/mL),
apresentaram a menor citotoxicidade, seguido do extrato etanélico (491,8 ug/mL) e a
fracdo de metanol (473,0 pg/mL), podendo ser classificados como nao citotdxicos,
comparados com a Anfotericina B (>100 ug/mL) (VEIGA et al., 2021). Em um estudo
avaliando a citotoxicidade das fracGes alcaloidicas contra linhagem HepG2 Al6
(linhagem celular de mamiferos, HepG2 A16, procedente de um hepatoblastoma
primario humano), todas as fracbes demonstraram ser menos toOxicas que a
cloroquina, apresentando CCso maior que 250 (ug/mL) (NASCIMENTO, 2013).

Avaliando a toxicidade aguda em camundongos machos, o extrato etandlico e
a fracéo alcaloidica, na concentracédo de 2000 mg/kg nao induziu nenhuma morte ou
sintomas toxicos em nenhum dos animais, nem apresentaram mudancas de
comportamento, ganhos ou perdas de peso, alteracdes hematologicas, e com sua
funcdo renal intacta. Além disso, foi avaliado a toxicidade subaguda, com
concentracdo de 1000/mg/kg por 28 dias, e igualmente nenhum animal morreu

durante o experimento, nem apresentou mudancas de peso, nem mudancas
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hematoldgicas ou renais. Nas analises morfoldgicas tanto o tecido cardiaco quanto o
renal ndo apresentaram nenhuma alteracdo também (BRIGIDO et al., 2021).

Dentre os estudos que ja foram realizados, a maioria deles avalia atividade em
extrato e fragcbes, e ndo os compostos isolados, sendo que desse modo néo € possivel
identificar qual seria o mecanismo de acdo dos compostos estudados, dito isso,
estudos computacionais podem ser utilizados para se conhecer a fisico-quimica,
farmacocinética, para entender como 0 composto se comporta nos tecidos humanos,
além de ser possivel predizer as interacbes de um composto frente uma proteina

especifica.

2.3 Estudos in silico

Metodologias de predicdo computacional tem sido cada vez mais utilizadas na
descoberta de novos principios ativos, e descoberta de novos horizontes para
principios ja descobertos e que poderiam ser utilizadas em outras patologias. Nesse
sentido, o potencial dos métodos computacionais em diminuir o uso de modelos
animais na pesquisa farmacoldgica, direcionar os estudos e recursos para substancias
mais promissoras, que apresentassem uma predicdo mais favoravel dentre os
compostos avaliados (BROGI et al., 2020).

Um dos campos de pesquisa computacional para o desenvolvimento de novos
farmacos é a modelagem quantitativa de relacdes estrutura-atividade (QSAR), que
desenvolveu muitos algoritmos importantes de predicdo de atividade, nos ultimos 55
anos. O QSAR é definido por modelos de regressao linear, onde moléculas diferentes
que apresentam a mesma atividade biol6gica (especifica do alvo), o qual um
composto x (denominado simile) € comparado com composto y (denominado lider),
sendo possivel através de calculos, predizer qual seria o comportamento deste
composto x (denominada comparacéo lider-simile) (FUJITA; WINKLER, 2016).

Sé&o diversas aplicacbes do modelo QSAR, principalmente na predicdo de
ADMETox, que vém sido aplicada nas industrias quimicas, agroquimicas,
farmacéuticas e cosméticas no mundo todo. Por se tratar de uma ciéncia muito
dindmica e rapida, as bases de dados que utilizam métodos QSAR se retroalimentam,

onde a informacédo ali presente € o tempo todo renovada e aprofundada, além do
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surgimento de novos algoritmos, métodos de predicdo, que irdo fazer parte desta rede
de informacao (MURATOV et al., 2020).

Outro modelo in silico muito utilizado é a docagem molecular, que utiliza
modelos baseados em estrutura para prever a posicdo, orientagdo, e simular uma
ligacdo entre o principio ativo e o receptor, desse modo, se ha ou nao ativacéo de
receptores. Nesse contexto, o docking molecular, € uma analise com maior nivel de
confiabilidade, pois é mais especifico, pela sua simulacdo de comportamento entre o
ligante e seu receptor (NETO et al., 2020).

Entre os beneficios da docagem molecular estdo: seu baixo custo de
realizacdo, otimizacao de recursos financeiros, ao permitir escolher a substancia que
apresente os melhores resultados; predizer reagfes adversas; causar O
reposicionamento de farmacos ja estabelecidos na industria, para tratar de novas
doencas, entre outros (PINZI; RASTELLI, 2019).

Dentre as proteinas relacionadas ao citoesqueleto e flagelo presentes na
estrutura da Leishmania e Trypanossoma, estdo: a Proteina 1, de cddigo do PDB
7Q8C, € um filamento de actina ligado a um ADP, necesséria para a manutencéo do
citoesqueleto da leishmanias, mudancas na sua capacidade estrutural (como inibicéo)
causam a desestabilizacdo do citoesqueleto (KOTILA et al., 2022).

Proteina 02, de cédigo do PBD 6ZPJ, é uma proteina do cinetécoro, que se liga
aos microtubulos, devido isso, alteracBes nesta proteina poderiam causar mudancas
no processo de divisdo celular e a desestabilizacdo dos microtubulos (LUDZIA et al.,
2021).

Proteina 03, de cédigo do PDB 6IAE, é um transportador intraflagelar, similar a
uma GTP-ASE, responsavel pela estruturacdo do complexo flagelar devido seu papel
na regulacéo de do trafego membranar, a qual possibilita a origem de cilios e flagelos
nos Cinetoplastideos, de modo que, alteracdes na atividade dessa proteina podem
levar & méa formacéo ciliar e flagelar (WACHTER et al., 2019).

Proteina 04, de cddigo do PDB 7All, é a proteina BILBO2, complexada com
um peptideo flagelar, presente no colar da bolsa flagelar, que conecta o flagelo ao
colar da bolsa flagelar, sendo vital para a manutencéo das atividades metabdlicas do
parasito, sua inibicdo poderia causar desestabilizacdo a da bolsa flagelar a mudancas
flagelares (ISCH et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar o potencial antileishmania de alcaldides isolados de A. nitidum.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar em termos quimicos o extrato e fracdes de A. nitidum;
e Avaliar as altera¢cdes morfologicas causada pelas fracdes ocorridas na L. (L)
amazonensis
e Predizer os parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e toxicidade de
alcaloides isolados de A. nitidum.
e Analisar as interacdes intermoleculares através de docagem molecular dos

alcaldides isolados de A. nitidum contra proteinas de L. (L). amazonensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS

Banho-maria

Balanca analitica Bel Engineering M214Ai

Bomba de vacuo TECNAL TE-0581

Bomba de aeracgao

Banho de Ultrassom — Tecnal Equipamentos para laboratério, modelo 2210
Branson

Capela de exaustdao SP Labor

Céamara de Neubauer

Cromatégrafo da linha Alliance e2695 (Waters) acoplado a Detector de Arranjo
de diodos

Centrifuga Cientec Equipamentos para Laboratério, modelo CT-600R
Destilador de agua Tipo Pilsen SolidSteel

Estufa de esterilizacdo e secagem SolidSteel

Estufa ventilada para secagem de material vegetal

Evaporador rotatorio fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo 558
Leitor de microplacas (Biotek, modelo ELX 808)

Micropipetas - volume ajustavel 10uL - 100 pL, 100 pL - 1000 pL

Microscépio éptico binocular 1600x Objetivas Acrométicas MIC-100 Marte
Microscopio Biologico Trinocular Invertido — Opton

Notebook modelo HP

Geladeira modelo eletrolux

4.1.2 SOLVENTES, FASES ESTACIONARIAS E DEMAIS REAGENTES

Metanol (Merck)

4.1.3 MATERIAL PLASTICO, METAL E VIDRARIA

Balbes de fundo redondo 250, 500 e 1000 ml
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e Bastéo de vidro

e Béqueres 10, 50, 100, 500 e 2000 ml

e Bisturi

e Cubas cromatograficas

e Dessecador de vidro

e Placa Petri 55mm de diametro

e Erlenmeyers 250 e 2000 ml

e Entellan

e Espétulas de metal

e Lamina FirstLab 26x76 mm

e Laminula Olen 24X60 mm

e Papel aluminio comercial

e Pinca

e Pipetas de vidro graduadas 2, 5 e 10 ml
e Pipeta Pasteur de vidro

e Placas cromatograficas de vidro 10x5 cm

e Placas de Cultura de Fundo Chato

4.1.4 MEIO DE CULTURA E OUTROS
e Anfotericina B (Cristalia produtos farmacéuticos)
¢ Dimetilsulféxido (DMSO; Dinamica)

e Meio NNN
e Meio RPMI 1640 (Gibco)
e Giemsa

4.1.5 SOFTWARES E PROGRAMAS
e ChemSketch
e PreADMET
e ProTOX
e TopSpin 4.2.0
e CMCassist 2.25
e VEGA®



4.1.6 MATERIAL BIOLOGICO

4.1.6.1 Leishmania

As formas de leishmania foram cedidas pelo Instituto Evandro Chagas, Sob
Registro MHOM/BR/2009/M26361, com origem em Ulianopolis — PA.

4.1.6.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

A cascas de A. nitidum foram coletadas em Santa Barbara do Para, PA-Brazil
(S 01° 10 '946° W 048° 11 '715’) durante o més de maio de 2013, e a espécie foi
identificada pelo herbario do Museu Emilio Goeldi, sobre o nimero MG206608. O
material foi retirado de dentro da mata virgem, sem causar danos ao vegetal, sendo
coletadas pequenas porcdes. O projeto respeita e atende as diretrizes e legislacbes
nacionais e internacionais, sendo registrado no Sistema Nacional de Gestdo e
Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), que concedeu

licenca para coleta das espécies sob registro A2C3188.

4.2 Métodos

4.2.1 ESTUDOS FITOQUIMICOS

O material vegetal foi lavado, seco e submetido a moagem em moinho de facas,
obtendo-se um pé, que foi subsequentemente, posto para macerar com alcool 96 °GL,
por 7 dias, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Esse macerado foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida, até residuo, em seguida,
este concentrado foi acondicionado em frasco de vidro e armazenando em estufa a
40°C, até peso constante, obtendo assim, o extrato etandlico (EE) da A. nitidum. O
EE foi submetido a uma particdo acido base para realizacéo de estudos quimicos, que
originou a fracdo alcaloidica (FA) e a fracdo de neutros (FN), assim como foi
submetido a uma nova extracéo sob refluxo, para os estudos antipromastigota, dando

origem a 4 fracOes, a fracdo hexanica (FrHEX), fracao diclorometano (FrDLC), fracao
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acetato de etila (FrAcOEt) e fracdo metanolica (FrMeOH). Da Fracéo dicloro, foi
refracionada e obtidas as subfracées SF-5-6, SF-9 e o diidrocorinanteol.

O extrato e a fracdo alcaloidica foram analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e a coleta dois espectros por segundo na regiao do ultravioleta
e visivel, na faixa entre 210 e 600 nm, utilizando o método exploratorio. As separacdes
foram realizadas em uma coluna de fase reversa Sunfire C18, o volume de amostra
injetado foi de 20 pL e a temperatura da coluna foi mantida a 40° C. A fase mével
constituiu-se de uma mistura de H20 e MeOH (Merck). O gradiente exploratorio linear
de eluicdo usado foi de H20-MeOH 95:5 a 0:100 em 40 min com mais 5 min mantidos
na ultima concentracao. O fluxo do eluente foi de 1 mL/min. Os cromatogramas foram
obtidos em 3 comprimentos de onda 340 nm, 254 nm e 212 nm.

Os espectros de Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 1H foram obtidos
em espectrometro BRUKER AVANCE DRX 400 MHz. O solvente utilizado para
solubilizacdo das amostras foi o cloroférmio. Os deslocamentos quimicos (&) foram
medidos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para
processamento dos dados de espectro utilizou-se o programa TOPSPIN 3.0 — Bruker.

O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia interna.

4.2.2 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA

4.2.2.1 Cultivo da leishmania

As formas promastigotas da espécie L. (L) amazonensis foram cultivadas em
meio NNN (Novy-Nicolle-Mcneal) e posteriormente transferidas para o meio de
crescimento RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium; Gibco) sendo mantidas
através de passagens semanais, de maneira, através da transferéncia de 100 uL de
suspensao das formas promastigotas do meio NNN para garrafas de cultura de
células, cada uma contendo 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) completo. A seguir,
observou-se o cultivo em microscopio invertido para verificar a viabilidade das formas
em meio RPMI 1640. O cultivo do parasito em meio RPMI completo foi feito a 25°C +
1°C. Nas passagens posteriores partiu-se da suspensdo de promastigotas em meio

RPMI 1640, realizando-se uma diluicdo 1:1 (suspensao de promastigotas: meio RPMI

37



1640 completo), mantendo-se o cultivo na mesma condicdo de temperatura citada

anteriormente.

4.2.2.2 Ensaio antipromastigota

A forma promastigota de L. (L) amazonensis (MHOM/BR/2009/M26361) foi
obtida durante a fase logaritmica de crescimento e reunida por centrifugagédo em meio
RPMI 1640 completo 3500 rpm por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em meio
RPMI completo, as promastigotas quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas
para uma concentracédo correspondente a 4 x 108 parasitos/100 pL. Esta suspenséo
foi distribuida em placas de cultura de células com fundo chato previamente pré-
dosificadas (100 uL/poco) contendo o extrato etandlico, fracdes e substancia pura nas
seguintes concentracdes: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 ug/mL. Em seguida, as
placas foram incubadas durante 72 h a 26°C. O controle negativo consistiu de uma
suspensao do parasito e meio de cultura, o controle do solvente (MEOH evaporado +
suspensao do parasito + meio) e o controle positivo consistiu de uma suspenséao de
promastigotas adicionada de Anfotericina B (25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e
0,3906 pg/mL).

ApoOs o periodo de incubacdo de promastigotas com as amostras e farmacos
foram adicionados 10 puL de MTT (5 mg/mL) em cada poco. A placa foi recoberta com
papel aluminio, sucedendo-se nova incubacao por 4 h em estufa a 26°C para que o
MTT seja metabolizado e consequentemente fossem formados os cristais de
formazam. Apoés 4 h, foi adicionado 20 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), para solubilizar
os cristais de formazan gerados e nova incubagao a 26°C foi realizada por 1 h. Em
seguida, realizou-se a leitura da densidade optica (D.O.) das amostras em leitor de
microplacas sob comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade das formas
promastigotas foi avaliada com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma
proporcional ao valor da absorbancia gerada.

A porcentagem de células viaveis (promastigotas) foi calculada de acordo com
uma adaptacao de Ngure et al. (2009), sendo que a Concentracao Inibitéria 50% (Clso)
€ a concentragdo que causa a reducdo de 50% das células em crescimento (viaveis)

e foi determinada pelo programa GraphPad Prism versdo 5.04. As absorbancias
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utilizadas no calculo da Clso foram obtidas através da leitura em leitor de absorbancia

em microplacas.

4.2.2.3 Analise microscopica

Com base na curva concentracdo/tempo definiu-se a melhor concentracéo e
tempo a serem utilizados no ensaio de Microscopia Optica. Deste modo, formas
promastigotas L. (L.) amazonensis foram centrifugadas 3.000 rpm 5 min (“Lavagem
do parasito”). O “pellet” foi ressuspendido em meio RPMI, as promastigotas
guantificadas em camara de Neubauer e ajustadas para uma concentracao
correspondente a 4 x 10° parasitos/500 pL. Esta suspensdo (500 pL/poco) foi
distribuida em placas de cultura de células de 24 pocos previamente dosificadas
contendo fracdo e as subfracdes (50 pL/poc¢o) nas concentracdes estabelecidas. Em
seguida, as placas foram incubadas durante 72 h/26 °C. O controle negativo consistiu
de uma suspensdo do parasito e meio de cultura, controle do solvente (MEOH
evaporado + suspensao do parasito + meio) e o controle positivo consistiu de uma
suspensdo de promastigotas adicionada de Anfotericina B em concentracfes
previamente estabelecidas.

O experimento foi realizado em triplicata de pocos. Apés tratamento das formas
promastigotas durante 72 h com as substancias testadas, o contetdo de cada poco
foi centrifugado a 3000 rpm por 5 min. e sobrenadante descartado. A seguir, o pellet
foi ressuspendido em 500 ul de PBS e nova centrifugacdo foi realizada.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido 500 pl de metanol e centrifugado (3000
rpm/5 min), apés o metanol foi evaporado e o pellet novamente “lavado” com PBS e
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 uL de
PBS, deste volume foi tirado 50 pl que foi depositado em laminulas circulares de vidro
previamente organizadas em placas Petri. Apds secagem das laminulas a
temperatura ambiente, estas foram fixadas com metanol por 3 a 5 minutos e coradas
com Giemsa, diluido 1:10 em agua tamponada, durante 20 min. Posteriormente,
lavadas com PBS para remover o excesso de corante e deixadas secando a
temperatura ambiente. As laminulas foram, entdo, montadas em laminas de vidro com
Entellan ®. A analise morfoldgica foi feita em microscopio 6ptico, objetiva de imerséo
(100x) e as imagens obtidas em camera digital acoplada.
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423 ESTUDO DE PREDICAO FISICO-QUIMICA, FARMACOCINETICA,
FARMACODINAMICA E TOXICOLOGICA

Para a avaliacdo in silico dos alcaloides da A. nitidum foram adotados os
seguintes critérios: terem sido isolados de qualquer parte vegetal da A. nitidum;
pertencerem a classe dos alcaloides; terem sua estrutura quimica ja elucidada e
disponibilizada na literatura.

As predic¢es fisico-quimicas foram realizadas pelo software Mcule® (MCULE,
sd.) e a analise seguiu como critério a regra dos cincos de Lipinski, a qual diz que para
uma molécula apresentar um bom perfil de absorcéo via oral, deve apresentar 4
carateristicas: Massa molecular menor ou igual a 500 Daltons, Logaritmo da Particao
Octanol/Agua (Logp) menor ou abaixo de 5, quantidade de doadores de hidrogénio
menor (NDH) ou igual a 5, e quantidade aceptores de hidrogénio (nAH) menor ou igual
a 10 (LIPINSKI, 2004). Além disso, foi levado em consideracdo também a area de
superficie polar (ASP) para as analises farmacocinéticas (ERTL, 2007).

Para os estudos farmacocinéticos sera avaliada a absorcéo intestinal humana
(HIA: baixa - 0-20%; média 20-70%, e elevada >70%) e absorcéo cutanea (alta: <0,1,
baixa: > 0,1) (YEE, 1997). Os modelos de estudo com células Madin Darby Canine
Kidney (MDCK) e Células Epiteliais de Carcinoma do Célon Humano (CACO-2) séo
utilizadas para avaliar a permeabilidade de membranas e absorc¢ao intestinal, sendo
utilizados os seguintes critérios: alta permeabilidade: >70 nm/sec; média 4-70 nm/sec
e baixa <4 nm/sec) (YAZDANIAN et al., 1998).

Caso a substancia seja absorvida, hd uma chance da molécula se ligar em
proteinas plasmaticas, como a albumina para substancias acidas e a glicoproteina
acida a para basicas, para ser distribuida para outros tecidos, sendo adotados os
seguintes critérios: forte ligacdo: maior que 90%, de moderada a fraca: menor que
90%. Sobre a distribuicdo no Sistema Nervoso Central, serdo adotados 0s seguintes
critérios: (atravessa livremente >2,0, moderada 2,0-0,1 e reduzida ou ndo atravessa
<0,1) (AJAY; BEMIS; MURCKO, 1999)

Sobre a avaliagdo do metabolismo, sera utilizado os seguintes critérios: se
sofrem metabolismo de fase 1, se inibem alguma CYP e quais as CYPs sao inibidas.

Sabe-se que substancias duas ou mais CYPs podem interferir diretamente do
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metabolismo de muitos farmacos, o ideal € que as substancias estudadas nao
induzam nem inibam nenhuma CYP.

Para a predicdo de toxicidade realizada pelo software PreADMET®, sendo
avaliada a mutagenicidade dos compostos, utilizando o teste de Ames, com diferentes
estirpes da Salmonella typhimurium (TA98, TA100 e TA1535), a variavel a ser testada
€ a capacidade de reversdo de mutacdo para o crescimento em meio isento de
histidina, sendo mutagénicas as substancias que reverteram a mutacdo e as bactérias
cresceram novamente, ndo mutagénicas quando nao houve reversdo e logo nao
cresceu nenhuma bactéria, e ambiguo ou falso positivo quando ndo houve reversao
da mutacdo em nenhum clone da bactéria e mesmo assim o programa classificou
como mutagénico, o resultado n&o foi considerado (AMES; MCCANN; YAMASAKI,
1975). A predicao do potencial carcinogénico em ratos e camundongos, utilizou como
critérios os dados obtidos a partir do Food And Drug Administration (FDA) e National
Toxicology Program (NTP), e cruzados com o banco de dados do PreADMET, sendo
classificados em carcinogénico (+) e nao-carcinogénico (-).

A respeito da predig&o de toxicidade oral, foi utilizado o software PROTOX, que
utiliza algoritmos que consideram a similaridade molecular, probabilidade de
fragmentos (CLUSTER baseado na similaridade de fragmentos), tendo como base 33
modelos para a predicdo de varios pontos de toxicidade, como toxicidade aguda,
citotoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade, imunotoxicidade, além classificar
a Dose Letal de 50% (DLso) em roedores, de l aV (Tabela 1; NATIONS, 2011; DRWAL
et al., 2014).

Tabela 1 — Classificacao da toxicidade aguda em roedores

Classificacao Dose Letal (DLso) Interpretacao

Classe | DLso <5 Fatal se ingerido
Classe Il 5 <DLso =50 Toxico se ingerido
Classe 50 < DLso =300 Nocivo se ingerido
Classe IV 300 < DLso = 2000 Prejudicial se ingerido
Classe V 2000 < DLsp = 5000 N&o toxico

Adaptado de: Nagdes Unidas (NATIONS, 2011). Fonte: Autor

O programa VEGA, utiliza diversas bases de dados (plataformas WEKA,
OpenPDF, Chemistry Development Kit e Jpomml) e modelos de calculos para predicéo

de toxicidade, dentre eles estdo o CAESAR (Computer-Assisted Evaluation of
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industrial chemical Substances According to Regulations), CONSENSUS, que utiliza
diversos modelos e fornece um score baseado nas respostas de cada método, entre
outros. Sendo analisada a capacidade causar aberracbes cromossOmicas e a
mutagenicidade, sendo classificados em ativo (+) ou inativo (-) (CASSANO et al.,
2010; BENFENATI; MANGANARO; GINI, 2013).

4.2.6 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular foi utilizado para explorar as possiveis conformacdes do
ligante com o receptor de ligacdo, estimando a forca de interacdo proteina-ligante. as
moléculas foram desenhadas e preparadas a partir das estruturas obtidas na literatura
sendo desenhadas do programa ChemSketch ®, e preparadas para a docagem no
programa BIOVIA ®, através dos acréscimos de hidrogénios polares. Os alvos foram
obtidos da base de dados Protein Data Bank (PBD), tendo como foco alvos
relacionados ao citoesqueleto e bolsa flagelar, sendo os codigos das proteinas
escolhidos: 7Q8C (KOTILA et al., 2022) (proteina 01), 6ZPJ (LUDZIA et al., 2021)
(proteina 2), 6IAE (WACHTER et al., 2019) (proteina 3) e 7All (ISCH et al., 2021)
(proteina 04), sendo preparados no Software BIOVIA através do acrescimento de
hidrogénios polares, remocédo de qualquer ligante presente.

As simulacdes de docagem molecular foram realizadas usando o programa
GOLD 2020.1 (JONES et al., 1997) (Cambridge Crystallographic Data Centre - CCDC,
Cambridge, UK), que utiliza um algoritmo genético para gerar e selecionar
conformacdes de compostos flexiveis que se ligam ao local do receptor de uma
proteina (JONES; WILLETT; GLEN, 1995), e foram acoplados aplicando a funcéo de
pontuacdo GoldScore, com pesquisa 100% eficiente. O programa GOLD permite o
rescore através de outras funcées gerando uma predicdo mais assertiva, sendo a
escolhida a funcdo ChemScore, e todas as interacdes foram analisadas pelo BIOVIA
®. Como método de validacdo da docagem, foi realizado o redocagem que consiste
em reacoplar o ligante cristalografado no sitio ativo, prevendo sua conformacéo,
sendo considerado como valido, aqueles que possuiam Root Mean Square Deviation

(RMSD) menor que 2 Angstrons.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos Quimicos

O EE (Extrato Etandlico), a FN (Fracdo de Neutros), FA (Fracdo Alcaloidica),
FrHEX (Fracdo Hexanica), FrDCL (Fracdo Diclorometano), FrAcOEt (Fracdo de
Acetato de Etila), FrMeOH (Fracdo Metandlica), as subfracdes SF-5-6, SF-9 e 0
diidrocorinanteol, j& foram caracterizados pelo grupo por Veiga et al. (2022), sendo as
Subfracbes 5-6, 9 e o Diidrocorinanteol obtidas da fracdo alcaloidica. Diante disso,
foram obtidos extrato e novas fracfes para este estudo. Inicialmente, foram obtidos o
extrato etandlico (EE; rendimento= 5,1%), a fracdo de neutros (FN; rendimento=
21,8%) e a fracdo alcaloidica (FA, rendimento = 29,25 %), entretanto somente o EE e
FA foram submetidas a analise em CLAE-DAD. No EE foram encontrados 4 picos
majoritarios no extrato com absorbancias de 291,4 nm para os picos a, b e d, e 281.4
nm para o0 pico ¢, enquanto que na fragdo, apareceu um pico majoritario com trés
leituras de absorbancia, 251,3, 306,8 e 350,8 nm (Figura 7).

Os resultados encontrados sao indicativos fortes da presenca de alcaloides,
havendo similaridades destes resultados com outro estudo, em que 0s picos e
absorbancia estdo proximos. Os cromoforos apontados no extrato apresentam
absorbancias méximas de 2819 e 291,4 nm (Figura 7), que também foram
semelhantes em outro estudo (BRIGIDO et al., 2021), esses picos sdo sugestivos de
cromoéforos de alcaldides inddlicos. Sabe-se os alcaldéides sdo o0s compostos
majoritarios presentes na casca da A. nitidum e que ja foram isolados compostos desta
classe, como a iombina, corinanteol e diidrocorinanteol, esses dados indicam a forte
presenca de alcaldides no extrato etandlico da planta estudada (OLIVEIRA et al.,
2009).

O cromatograma da fracdo alcaloidica apresentou TR: 13,433 min (Amax =
251,3 nm, 306,8 nm e 350,8 nm), apresentando um pico majoritario e seu espectro
em ultravioleta sugere que se trata de um alcaldide indolico, semelhante ao
encontrado em outro trabalho (BRIGIDO et al., 2021) (Figura 8). Desse modo,
analisando os resultados de CLAE-DAD, é possivel sugerir que 0s compostos
majoritarios presentes no EE e FA, sédo os alcaloides indolicos, que ja foram isolados
desta espécie (VEIGA et al., 2021).
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Figura 7 - Cromatograma do extrato etandlico e espectrometria em ultravioleta da Aspidosperma
nitidum. Legenda: A: Cromatograma do extrato etandlico de Aspidosperma nitidum; B: Espectro
ultravioleta do pico nimero 1; C: Espectro ultravioleta do pico nimero 2; D: Espectro ultravioleta do
pico numero 3; E: Espectro ultravioleta do pico nimero 4. CondigBes cromatograficas: comprimento de
onda 340 nm, Coluna de fase reversa Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm de didmetro interno, tamanho de

particula 5 um. Temperatura: 40° C. Fase movel: H20 (a) e MeOH (b); To= 95%A:5%B; T55min.: 0%A:
100%B; T60min: 0%A: 100%B. Fonte: Autor
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Figura 8 - Cromatograma da fracdo alcaloidica de Aspidosperma nitidum e espectros em ultravioleta
dos picos de maior intensidade. Legenda: A: Cromatograma da fracdo alcaloidica de Aspidosperma
nitidum; B: Espectro de ultravioleta do pico nimero 1. Condi¢cbes Cromatogréaficas: Coluna de fase
reversa Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm de didmetro interno, tamanho de particula 5 um. Temperatura:
40° C. Fase movel: H20 (a) e MeOH (b); To= 95%A:5%B; T55min.: 0%A: 100%B; T60min: 0%A:
100%B. Fonte: Autor

A observacdo do espectro de RMN 'H da fracdo alcaloidica obteve constante
de acoplamento de j = 11,9 Hz. Sendo encontrado: um sinal multiplo em 6H 2,67,

integrado a trés hidrogénios que sugerem a presenca do grupamento metoxila,
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provavelmente ligados ao anel benzénico; descolamento simples centrado em 6H 7,28

caracteristicos de hidrogénios aromaticos sugerindo a presenca de um nucleo

inddlico, corroborado pelo deslocamento &H 9,61, atribuido a um Unico hidrogénio

ligado ao atomo de nitrogénio presente no nucleo inddlico (LEITE, 2016; SALES,

2019). A constante de acoplamento encontrada foi de j = 11,9 Hz (Figura 9; Tabela 2).

752 [2, 4H)

962 7, 1H]
699 [?, 4H]

)

090 [2, 9H]

Figura 9 — Espectro de RMN de H*

0

Tabela 2 — Comparacdes de espectro de RMN 1H entre os do autor e da literatura.

Autor LEITE, 2016 SALES, 2019
A A A
0,02 1,68 2,01
0,95 1,97 2,08
1,27 2,69 2,25
1,59 2,78 4,25
1,82 3,10 7,13
2,20 3,94
2,40 4,21
2,57 4,47
2,67 6,86
7,06 7,17
7,28 7,57

9,61

O deslocamento &H 2,57 de um dupleto largo sugere que ele se originou de um
processo de acoplamento de um hidrogénio com o grupamento amina que criou o

multiplo sinal. Os descolamentos 6H 2.40 simpleto e os multipletos 6H 1,27, 1,82 e
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195 sugerem a presenca de hidrogénios metilénicos, com isso, podemos notar que a
amostra apresenta a presenca de grupamentos metoxila e amina, além de hidrogénios
benzénicos e metilénicos o que sugerem a presenca de alcaloides do tipo inddlico
(Figura 9; Tabela 2; LEITE, 2016; SALES, 2019). Com todos esses achados, é
possivel sugerir fortemente que os alcaloides estdo presentes no extrato e na fracao
alcaloidica, corroborando com o que ha na literatura, somado aos estudos que
comprovam a sua atividade antileishmania e com baixa toxicidade, os alcaldides ja

isolados de A. nitidum foram os escolhidos para a fase da predigé&o in silico.

5.2. Avaliacao da atividade antileishmania de A. nitidum por microscopia 6ptica

Anteriormente a esse estudo, foi realizada a anélise em microscopia eletrénica
de varredura, verificando as altera¢des ultra estruturais do extrato e fracdes de A.
nitidum, e dando continuidade a esse estudo, foi realizada a microscopia optica para
verificar as alteracfes morfoldgicas causadas pelos mesmos extratos e fraces. A
analise em microscopia Optica, foi realizada com a fragcdo diclorometano, as
subfracdes SF-5-6, SF-9 e o diidrocorinanteol, utilizando a anfotericina como controle
positivo, obtidas anteriormente pelo grupo, de acordo com Veiga et al. (2022),
utilizando as CCso igualmente obtidas anteriormente. Visando compreender as
possiveis alteracdes ocasionadas no parasito apos 72h de tratamento, com as
amostras ativas (SF5-6, diidrocorinanteol e SF9) realizou-se as andlises em
microscopia Optica (MO).

Nas promastigotas tratadas com 100 pg/mL da subfracdo SF5-6, estes
parasitos apresentaram as seguintes alteracdes morfoldgicas: formato arredondado e
tamanho reduzido, retracdo do material citoplasmatico, ndo havendo aparentemente
reducdo no tamanho do flagelo na maioria das promastigotas visualizadas. Na
concentracdo de 50 pg/mL desta subfracdo, apresentou-se também formato
arredondado, tamanho reduzido, retracdo do material citoplasmatico e sem nucleo
evidente, ndo se observando aparente alteracdo no tamanho do flagelo na maioria
dos parasitos visualizados, bem como identificou-se a presenca de cinetoplasto, e na

concentracéo de 25 pg/mL ndo houve mudancas morfoldgicas evidentes (Figura 10).
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Figura 10 - Analises microscopicas da forma promastigota de L. amazonensis nado tratadas e tratadas
por 72 horas, com fragfes, subfracdes, diidrocorinanteol obtidos das cascas de A. nitidum. Legenda:
A: Controle Negativo; B: Controle do Solvente; C1, C2 e C3: Controle Positivo com Anfotericina nas
concentracdes de 0,1953 pg/mL, 0,09765 pg/mL e 0,048825 pg/mL respectivamente; D1, D2 e D3:
Fragdo Diclorometano (FrDCL) nas concentragbes de 50 pg/mL, 25 pg/mL e 12,5 pg/mL,
respectivamente; E1, E2 e E3: subfracdo SF-9 nas concentra¢des: 50 pg/mL, 25 pg/mL e 12,5 pg/mL,
respectivamente; F1. F2 e F3: Diidrocorinanteol nas concentragfes: 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25
pa/mL, respectivamente; G1, G2 e G3: Subfracdo S9 nas concentrac¢des de 50 pg/mL, 25 pg/mL e 12,5
pg/mL. As setas pretas indicam promastigotas apresentando morfologia tipica como corpo alongado e
flagelo Unico. As setas vermelhas indicam promastigotas com morfologia alterada. Barras: 10 um.
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Isso demonstra o possivel carater dose-dependente para a subfracéo 5-6, pois,
em concentracdes maiores (100 pg/mL), ocorreram um numero maior de alteragoes,
e de tipos diferentes, enquanto que na menor concentracao (25 pg/mL), né&o
ocorreram altera¢cdes morfolégicas em comparagado ao controle negativo (Figura 10).

O estudo por microscopia 6ptica do diidrocorinanteol demonstrou que, parasitos
tratados com 25 pug/mL apresentaram formato arredondado, com retracdo do material
citoplasmatico, e em sua maioria, flagelo curto e sem nucleo evidente, apresentando
ainda o cinetoplasto em todas as ceélulas visualizadas. Na concentragdo de 12,5
pg/mL, visualizou-se promastigotas ainda com formato arredondado, mas a maioria
apresentava flagelo longo, ndcleo e cinetoplasto, e na concentracdo de 6,25 pg/mL,
guase a totalidade das promastigotas apresentou formato alongado, com a presenca
de flagelo longo, cinetoplasto e nacleo evidentes (Figura 10).

Comparando as concentracdes, é possivel identificar novamente um padrao
dose dependente da atividade, pois verifica-se que na maior concentracdo (25 pg/mL),
as alteracbes foram mais acentuadas e diversas, a de média concentragdo (12,5
pug/mL) ainda ocorreram alteracdes vistas na de maior concentracdo, porém menos
acentuadas, e na de menor concentracao (6,25 pug/mL), ainda é possivel visualizar
alteracdes, porém a sua morfologia esta mais proxima do controle negativo,
demonstrando alteracdes leves (Figura 10).

Os resultados do estudo com a subfracdo SF9, na concentracao de 50 pug/mL
demonstrou que, os parasitos apresentaram formato arredondado, reducao do corpo
celular e retracdo do material citoplasmatico, mas verificou-se a presenca de flagelo
longo, ndcleo e cinetoplasto. Na concentracdo de 25 pg/mL, visualizou-se
promastigotas, também, com formato arredondado, reducdo do corpo celular e
retracdo do material citoplasmatico, mas verificou-se a presenca de flagelo longo,
nacleo e cinetoplasto. O tratamento com 12,5 pg/mL, demonstrou que 0s parasitos
comecaram a apresentar formato mais alongado, identificando-se, também, presenca
de flagelo longo, nucleo e cinetoplasto semelhante as concentragbes anteriores
(Figura 10).

As alteracdes visualizadas novamente seguem o padrao dose dependente,
sendo possivel identificar que nas maiores concentra¢des (50 pg/mL) ocorrem um

maior numero de alteracdes, quando comparadas com as de média (25 pug/mL) e,
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estas apresentam mais alteracées quando comparadas com as de baixa concentracao
(22,5 pg/mL) (Figura 10).

N&o foram encontradas nenhuma alteragdo no controle negativo nem no
controle do solvente (Figura 10), jA& no controle positivo, observou-se que
promastigotas tratadas com anfotericina B na concentracdo de 0,1953 pg/mL,
apresentaram reducdo do corpo de celular, formato arredondado, aparente
desorganizacédo do conteudo citoplasmatico e alteracdo no tamanho do flagelo, mas
se observou a presenca de nucleo e cinetoplasto. Na concentracéo de 0,09765 pg/mL
verificou-se ainda formato arredondado e reducédo do corpo celular, mas identificou a
presenca de nucleo, cinetoplasto e flagelo longo, e por ultimo, na concentracdo de
0,048825 pg/mL, percebeu-se que a maioria destas formas de Leishmania
apresentaram formato mais alongado, flagelo longo, nucleo e cinetoplasto evidentes
(Figura 10). Estes resultados demonstraram que nas maiores concentracdes (0,1953
e 0,09765 ug/mL), os parasitos apresentaram alteracdes no tamanho e no formato do
corpo celular, o que j4 ndo se observa na menor concentragdo (0,048825 pg/mL). No
entanto, verificou-se ndcleo e cinetoplasto nas formas promastigotas de L.
amazonensis em todas as concentracdes testadas do medicamento. Entdo, sugere-
se que as principais alteracbes nas promastigotas quando tratadas com as
concentracfes 0,1953 e 0,09765 pg/mL de anfotericina B estéo relacionadas ao corpo
celular, mas que aparentemente ndo afetariam o nucleo e cinetoplasto do parasito.

Os resultados obtidos nos ensaios das fragOes obtidas de A. nitidum sugerem
gue nas maiores concentracdes (50 e 25 pg/mL), os parasitos apresentavam
alteracdes no formato do corpo celular e retracdo do material citoplasmatico,
observando-se que ambas concentragfes ocasionaram as mesmas alteracées no
parasito, enquanto que na menor concentragao (12,5 pg/mL), identificou-se um menor
namero de alteracbes morfoldgicas. Em sintese, o efeito sobre a morfologia do
parasito parece ser concentracao dependente. Quando se compara os resultados de
microscopia Optica das amostras ativas (SF5-6, SF9 e diidrocorinanteol) contra formas
promastigotas com a anfotericina B percebe-se alteragdes morfoldégicas semelhantes
(Figura 10).

Os resultados obtidos com diidrocorinanteol demonstraram que na maior
concentracdo (25 pg/mL), os parasitos apresentavam alteracbes no formato e no

flagelo; enquanto que a medida que as concentragdes diminuiam estas alteragdes
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tornaram-se menos evidentes (12,5 e 6,25 pug/mL). Em sintese, sugere-se que o efeito
sobre o formato celular e o flagelo parecem ser concentracéo dependente e que estas
alteracbes (encurtamento do corpo celular e flagelo) podem ser causadas pela
desestabilizagc&o do citoesqueleto e alteracdes na bolsa flagelar (MARQUES ADADE,
2010; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010).

Em um estudo realizado pelo grupo, utilizando a microscopia eletrbnica de
varredura, visualizou que as promastigotas tratadas com a fracao diclorometano, com
a SF5-6, SF-9 e o diidrocorinanteol apresentaram mudanc¢as no corpo celular e
alteracdes flagelares, como diminuicdo e septacdo do flagelo. Quando utilizou a
microscopia de transmisséo foram visualizadas altera¢des citosdlicas, como inclusées
lipidicas, alterac@es na bolsa flagelar como a dilatacdo e vacuolizacao, alteracées no
corpo celular como a retracao deste (VEIGA et al., 2022).

Outras espécies da familia Apocynaceae ja foram estudadas contra a forma
promastigota de L. amazonensis. Uma espécie bastante promissora foi a
Geissospermum vellosii, sendo observado que o fracionamento contribuiu para a
atividade (EE -Clso= 14,71 pg/mL; FA- Clso= 1.07 pg/mL) e o alcaloide flavopereirina
foi mais ativa. Para todas as amostras avaliadas, a atividade antipromastigota foi
tempo-dependente, de modo que apresentaram as melhores atividades em 72 horas
de exposicdo, em comparacdo com as de 24 e 48 horas (Clso= 0.15ug/mL) (DA SILVA
E SILVA et al., 2019)

5.3 Estudo de Predi¢cdo Farmacocinética, Farmacodinamica e Toxicoldgica

Para os estudos de predicao foram selecionados todos alcaloides isolados de
A. nitidum, sendo incluido: Diidrocorinanteol (1); Acido 3-harmanocarboxilico (2);
Acido 3-metil-harmanocarboxilico (3); Corinanteol (4); Deshidrositsirikina (5); lombina
(6); 10-metoxidiidrocorinanteol (7); Aspidospermina (8); Quebrachamina (9);
Desoxicordifolina (10); Braznitidumina (11) e Carapanaubina (12) (Figura 11).

Nos ensaios de avaliacdo dos aspectos fisico-quimicos, com a excecao da
molécula 10 que apresentou massa molecular superior a 500 Daltons, 13 aceptores
de hidrogénio, 6 doadores de hidrogénio e area de superficie polar superior 140 A2,

os demais alcaloides seguiram a regra de Lipinski (Tabela 3). Deste modo, todos
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compostos seguem esta regra possuem elevadas possibilidades de serem bem

absorvido no trato gastrointestinal e boa distribuicédo pelo organismo (LIPINSKI, 2004).

o~ O_—'CH:;

Figura 11 — Moléculas escolhidas para os estudos In Silico. Legenda Dihidrocorinanteol (1); acido 3-
harmanocarboxilico (2); Acido 3-metil-harmanocarboxilico (3); Corinanteol (4); Deshidrositsirikina (5);
lombina (6); 10-metoxidiidrocorinanteol (7); Aspidospermina (8); Quebrachamina (9); Desoxicordifolina
(10); Braznitidumina (11); e Carapanaubina (12).

A maioria dos compostos se encontram com LogP entre 0 e 3, com excecéo
dos compostos 7, 9, o que os garante um equilibrio entre o seu carater apolar e polar.
O composto 10 violou a regra de Lipinski em trés critério e também apresentou a area
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de superficie polar superior a 140 A (Tabela 3). A violacdo da regra de Lipinski
demonstra que ha uma alta probabilidade desses compostos de ndo serem bem
absorvidos via oral, devido sua caracteristica de polaridade, principalmente (LIPINSKI,
2004).

Tabela 3 — Predicéo de propriedades fisico-quimicas

Massa Molar Aceptores de  Doadores de

Compostos (Da) LogP Hidrogénio Hidrogénio ASP (A%)
1 298,4219 3,4335 3 2 39,2600
2 212,2035 2,4143 4 1 65,9800
3 226,2301 2,7227 4 2 65,9800
4 296,4059 3,3536 3 2 39,2600
5 356,4578 2,4622 5 2 61,8000
6 354,4419 2,5850 5 2 65,5600
7 312,4484 4,4697 3 1 28,2600
8 354,4850 3,7293 4 0 32,7800
9 282,4225 4,0867 2 1 19,0300
10 570,5432 0,6049 13 6 200,8900
11 472,5334 1,7849 10 2 97,5200
12 428,4772 2,1556 8 1 86,3300

Legenda: Dihidrocorinanteol (1); Acido 3-harmanocarboxilico (2); Acido 3-metil-harmanocarboxilico (3);
Corinanteol (4); Deshidrositsirikina (5); lombina (6); 10-metoxidiidrocorinanteol (7); Aspidospermina (8);
Quebrachamina (9); Desoxicordifolina (10); Braznitidumina (11); e Carapanaubina (12). Para ser bem
absorvido precisa apresentar. massa molar menor que 500 Da; LogP menor que 5; Aceptores de
Hidrogénio menor que 10; Doadores de Hidrogénio menor que 5 e Area de Superficie Polar (ASP)
menor que 140 A2 (LIPINSKI, 2004; ERTL, 2007). Fonte: Autores.

A respeito da absorcdo cutanea, todas as substancias apresentam baixa
absorcdo cutanea. Apresentaram baixa permeabilidade em células MDCK os
compostos 10, 11 e 12, média permeabilidade 5,6, 7e 9, e alta 1, 2, 3, 4 e 8 (Tabela
4). Estes resultados sugerem que os compostos 10, 11 e 12, provavelmente, terdo
dificuldade de serem transportados por difusdo passiva (KATHURIA et al., 2021). As
moléculas 10, 11 e 12 por parecem ter maior dificuldade em atravessar as barreiras
biologicas e extravasam para 0 meio aquoso externo com maior facilidade, nesse
sentido, ao pensar em formulagbes com esses compostos, deve-se pensar em
tecnologias com intuito de ultrapassar as barreiras biolégicas, quando administrados
via oral (KATHURIA et al., 2021).

Em relacdo as células Caco-2, apenas os compostos 1, 2 e 10 apresentam
baixa permeabilidade os demais apresentam média permeabilidade (Tabela 4). Estas

células simulam a absor¢éo em nivel de colon e compostos com baixa permeabilidade
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nestas células, provavelmente, sdo absorvidos em outras regifes do intestino. Em
relacdo absorcéo intestinal humana, apenas o composto 10 apresenta moderada
absorcdo, todas as outras apresentam alta absorcdo (Tabela 4), que é uma
caracteristica esperada devido as moléculas seguirem a regra de Lipinski,
comprovando sua boa absorcéo via oral. O carater lipofilico e a massa molecular

impactam diretamente na absor¢cdo desses compostos.

Tabela 4 — Predicao das propriedades farmacocinéticas

Absorcéo Distribuicdo Metabolismo
Composto Cutanea MDCK Caco-2  HIA PP BHE Fasel '“'b(':‘??g de
1 Baixa Alta Média Alta Moderada Livre Fraco CYP2D6
2 Baixa Alta Baixa Alta Forte Média Nao CYP2C9
3 Baixa Alta Baixa Alta Forte Média Nao CYP2C9
4 Baixa Alta Média Alta Moderada Livre Sim CYP2D6
5 Baixa Média Média Alta Moderada Livre Sim -
6 Baixa Média Média Alta Moderada Livre Sim CYP2D6
7 Baixa Média Média Alta Moderada Livre Fraco CYP2D6
8 Baixa Alta Média Alta Moderada Média Sim -
9 Baixa Média Média Alta Moderada Livre Sim CYP2D6
. . . . CYP2C9,
10 Baixa Baixa Baixa Moderada Moderada NA Sim CYP3A4
) . , 4 4 . CYP2D6,
11 Baixa Baixa Média Alta Moderada Média Sim CYP3A4
12 Baixa Baixa Média Alta Moderada NA Sim -

Legenda: Dihidrocorinanteol (1); Acido 3-harmanocarboxilico (2); Acido 3-metil-harmanocarboxilico (3);
Corinanteol (4); Deshidrositsirikina (5); lombina (6); 10-metoxidiidrocorinanteol (7); Aspidospermina (8);
Quebrachamina (9); Desoxicordifolina (10); Braznitidumina (11); e Carapanaubina (12). Permeabilidade
cutanea (alta: >0,1, baixa: < 0,1); Caco-2 (Human Colon Adenocarcinoma Cells) e MDCK (Madin Darby
Canine Kidney) (Alta >70 nm/sec, média 4-70 nm/sec e baixa <4 nm/sec); Absorgéo intestinal humana
(HIA) (baixa - 0-20%; média 20-70%, e elevada >70%); Ligacéo a proteinas plasmaticas (PP) ligado
fortemente >90% e moderada a fraca <90%); Atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) (livre >2,0,
moderada 2,0-0,1 e reduzida ou néo atravessa (NA) <0,1) (YEE, 1997; YAZDANIAN et al., 1998; AJAY;
BEMIS; MURCKO, 1999). Fonte: Autores

Quanto a ligacao as proteinas plasmaticas apenas os compostos 2 e3 se ligam
fortemente e os demais de forma moderada (Tabela 4). Apenas a fracao livre do
farmaco, isto é, néo ligada a proteina plasmatica consegue ser distribuida para outros

compartimentos bioldgicos e a elevada ligacdo a proteina plasméatica pode ser um
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fator que limita sua distribuicdo. Outro problema relacionado a extensa ligacdo a
proteinas plasmaticas é a possibilidade de ocorrer interacées medicamentosas, isto
€, se 0 composto for associado a outro farmaco que se liga fortemente a albumina
podera ocorrer competicdo pelos sitios de ligacdo, alterando o equilibrio dindmico
entre as fracbes livre e ligada. Diante destes problemas, os compostos mais
promissores sédo 1, 4 a 12.

Quanto a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) os
compostos 10 e 12 ndo a atravessam, os compostos 1, 2, 8 e 11 atravessam
medianamente e 0s demais atravessam livremente (Tabela 4). Estudos tem
demonstrados que os alcaloides inddlicos podem se difundir de forma passiva pela
BHE ou se utilizar de co-transportadores, principalmente, por glicoproteinas (ZHANG
et al., 2017b).

Ao avaliar a metabolizacdo desses compostos, 1 e 2 ndo sofrem metabolismo
de fase 1, os compostos 4 e 7, sofrem fracamente e todas as outras passam por esse
metabolismo. A metabolizacdo é a fase catalitica a qual os compostos passam por
transformacdes fisico-quimicas. A superfamilia do citocromo P450 é a principal via de
metabolizacdo de farmacos administrados por via enteral, a predicdo demonstra que
0s compostos 2 e 3 ndo realizam metabolismo de primeira passagem, mas inibem a
isoforma CYP2C9, ja os compostos 1 e 7 sédo fracamente metabolizados pelas CYPs,
inibido CYP2D6 (Tabela 4).

Os compostos 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 e 12 realizam metabolismo de primeira
passagem, sendo que 5, 8 e 12 ndo inibem nenhuma isoforma das CYPs e 10 e 11
inibiram além da CYP2C9 a CYP3A4, que é a principal isoforma do citocromo P450
responsavel pela metabolizacdo de outros farmacos o que predispbe esses
compostos a maior interacdo com outros farmacos que também sao metabolizados
por CYPs, o que pode levar a uma interferéncia na fase de metaboliza¢do, podendo
ocasionar um aumento nas reacoes adversas destes farmacos (Tabela 4; KAPETAS
et al., 2021).

Os compostos 5, 8 e 12 sdo 0s unicos que nao inibem de CYPs (Tabela 4), o
que é uma caracteristica muito benéfica, pois diminui as possibilidades de interagfes
medicamentosa de origem farmacocinética com outros farmacos que sejam
metabolizados por CYPs (KAPETAS et al., 2021).
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Visando avaliar a seguranca da utilizacdo dos alcaloides foram realizados o0s
estudos de predi¢cdes de toxicidade. Na predicdo de genotoxicidade, nenhum alcaloide
parece ser genotoxico (Tabela 5). Estudo demonstrou que os efeitos toxicos de
alcaloides estdo relacionados a concentracdo usada, sendo pronunciado em
concentracdes elevadas. Um exemplo € a aspidospermina que em 50 yuM ocasionou
na interrupcao do ciclo celular ndo permitindo a reparacdo dos danos, enquanto que
100 pM de aspidospermina induz apoptose através de uma resposta UPR (unfolded
protein response) persistente (COATTI et al., 2016).

Tabela 5 — Predi¢Ges de Toxicidade dos alcaloides

Mutagenicidade Carcinogénese  Toxicidade Aguda :
Geno-  “Teste de Camun- Efeitos
Composto toxicidade CAESAR Ratos DLso Classe Toxicos
Ames dongo
1 - NM - C C 760 v -
2 - M* + NC NC 1550 v H
3 - NM + C NC 1550 v H
4 - NM - C NC 760 v -
5 - NM - C NC 300 1] -
6 - NM - C NC 300 1] -
7 - NM + NC C 760 v
8 - NM - NC NC 325 v -
9 - NM - NC C 200 1] -
10 - NM + C NC 2000 v |
11 - NM - NC NC 620 v Cel
12 - NM - NC C 406 v Cel

Legenda: Dihidrocorinanteol (1); Acido 3-harmanocarboxilico (2); Acido 3-metil-harmanocarboxilico (3);
Corinanteol (4); Deshidrositsirikina (5); lombina (6); 10-metoxidiidrocorinanteol (7); Aspidospermina (8);
Quebrachamina (9); Desoxicordifolina (10); Braznitidumina (11); e Carapanaubina (12). *Cepa
TA100_10RLI. DLso: Dose Letal de 50%; H- Hepatotédxico; I- Imunotoxico; C- Carcinogénico; sendo
classificado em M: mutagénico e NM: ndo mutagénico. CAESAR: utiliza 0 consenso entre 5 parametros
de toxicidade (sensibilizacdo cutdnea, mutagenicidade, carcinogenicidade e desenvolvimento de
toxicidade, ou teratogenicidade), classificado em Positivo: + e Negativo: - (TOGO et al., 2023). Classe
I: DLso < 5 mg/kg=Fatal se ingerido; Classe Il: 5 < DLso < 50 mg/kg = Toxico se ingerido: Classe Ill: 50
< DLso < 300 mg/kg= nocivo se ingerido; Classe IV: 300 < DLso < 2000 mg/kg= Pode ser prejudicial se
ingerido; Classe V: 2000 < DLso < 5000 mg/kg= N&o téxico. Adaptado de Nagdes Unidas (NATIONS,
2011).

Dentre as analises de carcinogenicidade, os compostos 1, 3, 4, 5, 6 e 10 sdo
carcinogénicos para camundongos, enquanto que para ratos, apenas 0S compostos
1,7,9 e 12, sdo carcinogénicos, de acordo com o PreADMET, além disso, segundo o
PROTOX, os compostos 11 e 12 apresentam possivel atividade carcinogénica, essas
diferencas de resultados podem ocorrer devido os diferentes algoritmos e a
guantidade de compostos presente na base de dados (Tabela 5).
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Quando se relaciona os resultados da mutagenicidade e carcinogenicidade,
nao se observa uma correlacao direta, isto €, 0 composto com potencial mutagénico
Nao se mostrou carcinogénico. Importante ressaltar a dicotomia entre apenas uma
substancia ser mutagénica de acordo com o teste de ames, e outras apresentarem o
potencial carcinogénico, o que demonstra, uma possivel inducéo ao aparecimento de
cancer, importante ressaltar que estes sintomas podem aparecer apenas a longo
prazo, e que, ambos os testes utilizam diferentes espécies para seus modelos de
estudo, Salmonela typhimurium para o TA e roedores para carcinogenicidade, o que
pode ter sido a causa dos diferentes resultados (AMES; MCCANN; YAMASAKI, 1975).

Carcinogenicidade é a capacidade de um composto provocar ou estimular o
aparecimento de carcinomas em um organismo, seu mecanismo de agao pode ser
através do aparecimento direto de muta¢cdes ou ativacdo de vias sinalizadoras pro-
Tumorigénicas, 0 que pode ser o mecanismo das moléculas deste estudo, devido a
presenca de carcinogénese com auséncia de mutagenicidade (SARMIENTO-
SALINAS et al., 2021). Enfatiza-se a importancia da avaliagcado da carcinogenicidade
in silico, uma vez que a carcinogenicidade pode ser um aspecto critico no
desenvolvimento de farmacos. Este aspecto, se ndo for devidamente gerido, pode
levar & suspensdo ou atrasos na aprovacdo de medicamentos pelas autoridades
reguladoras (MOOLGAVKAR; KNUDSON, 1981)

Além disso, os alcaloides foram submetidos ao teste CAESAR (Computer
Assisted Evaluation of industrial chemical Substances According to Regulations), os
compostos 2, 3, 7 e 10 foram positivos (Tabela 5). Na predicdo utilizando o teste de
ames, 0 composto 2 parece apresentar potencial mutagénico para a cepa
TA100_10RLI (cepa com substituicdo G:C para A:T), quando se relaciona estes
resultados aos de mutagenicidade e carcinogenicidade observa-se que um 2 foi
mutagénico e + CAESAR, podendo apresentar 0s potenciais mutagénicos,
teratogénicos e toxicidade reprodutiva. Os demais compostos (3, 7, e 10)
apresentaram potencial carcinogénico e ainda podem ser teratogénicos e toxicidade
reprodutiva, essa caracteristica € prejudicial para farmacos, sendo necessario atengcao
em tratamentos de longa duragéo principalmente, para o manejo dos efeitos adversos
(Tabela 5; TOGO et al., 2023).

A respeito da classificacdo da sua toxicidade aguda, os compostos 5, 6, e 9

apresentam classificacdo Ill, nocivo se ingerido, e todos 0s outros apresentam
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classificacdo IV, pode ser prejudicial se ingerido (Tabela 5). O software PROTOX
prediz a toxicidade oral aguda de acordo com a comparacdo com 38000 compostos
cuja DLso ja conhecida, e através das similaridades estruturais, é possivel estimar qual
a DLso de um composto desse modo, os compostos apresentam possibilidade alta de
causar toxicidade oral aguda, tendo em vista seus valores de DL50, o que nao é
adequado para farmacos via oral (DRWAL et al., 2014).

A respeito dos efeitos toxicos possiveis, 0s compostos 2 e 3 sdo hepatotoxicos,
0s compostos 7, 10, 11 e 12, sdo imunogénicos (Tabela 5). Os efeitos toxicos preditos
pelo PROTOX, estéo relacionadas a capacidade destes compostos de causarem falha
hepatica aguda, enquanto que a imunotoxicidade esta relacionada com a capacidade
de diminuir a viabilidade celular das células do sistema imune, isso demonstra que
caso estas moléculas tornem-se farmacos, deve-se prestar aten¢cdo em manejos de
reacoes adversas para nao afetar a adeséo de pacientes (BANERJEE et al., 2018).

Em sintese, todos 0s compostos apresentaram tipo de toxicidade, existe uma
diversidade de estudos que avaliam a capacidade de alcaloides de agirem ou nao
como agentes mutagénicos, a maioria aponta para a capacidade protetora ou nao
mutagénica (FRAGOSO et al., 2008; CERAVOLO et al., 2018; ZHAO et al., 2020),
enquanto o0os mutagénicos demonstram acdo sobre proteinas (FERREIRA;
BRANDAO; DOLABELA, 2020).

Ao se avaliar todos os resultados, as moléculas mais promissoras sdo o
corinanteol, diidrocorinanteol e a aspidospermina, pela sua atividade ja avaliada, pelas
suas caracteristicas fisico quimicas e perfil de toxicidade, e apenas essas moléculas

passaram para o estudo com docagem molecular.

5.4 Docagem molecular

As proteinas para o estudo do docking foram selecionadas de acordo os
resultados encontrados neste trabalho e no de Veiga et al (2022), tendo como foco o
citoesqueleto e a bolsa flagelar/Flagelo, dentre elas estdo a actina (Proteina 1), uma
proteina do cinetdcoro (Proteina 2), um transportador flagelar (Proteina 3) e uma
proteina estrutural da bolsa flagelar (Proteina 4).

Considerando os valores de pontuacéo para a proteina 1, o corinanteol foi o

mais promissor, pois apresentou o maior valor de ChemScore (CH) e o menor valor
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de AG, em comparagdo com O

ligante cristalografado

(ADP),

entretanto,

contraditoriamente, o ADP apresentou um valor de GoldScore (GS) e de energia de

Van Der Waals maior que os compostos testes (Tabela 6). O diidrocorinanteol

apresentou valores um pouco abaixo ao do corinanteol, devido sua alta semelhanca

estrutural, e aspidospermina foi a unica inferior ao ADP. Quanto mais baixa for a

energia de ligagao (AG) do complexo proteina-ligando, maior sera a sua estabilidade,

assim sendo, o corinanteol possui um valor de GoldScore maior e um AG menor que

os ligantes de referéncia. demonstrando que o ligante cristalografico se liga melhor

que todos os compostos estudados (Tabela 6; JOSEPH et al., 2017).

Tabela 6 — Resultados do Docking molecular.

Proteina Composto ChemScore AG GoldScore  vVdw

DCRN 30,72 -30,81 48,53 30,93

o1 CRN 31,30 -31,51 51,28 32,07

ASPD 26,19 -28,86 42,21 30,38

Citoesqueleto ADP* 28,19 -28,74 77,77 33,56
DCRN 22,60 -24,15 22,98 16,71

CRN 22,28 -22,41 35,16 21,21

02 ASPD 22,33 -22,51 31,61 22,99

Imidazol* 10,99 -11,00 18,20 8,87

DCRN 22,88 -23,01 36,72 25,45

CRN 24,51 -24,75 38,66 26,87

03 ASPD 22,88 -23,01 31,13 20,05

Flagelo/Bolsa GDP* 23,53 -23,69 63,55 36,55
Flagelar DCRN 29,88 -29,88 33,04 24,03
CRN 31,02 -31,38 36,80 26,76

04 ASPD 30,79 -30,90 30,96 22,51

FPC4* 35,41 -35,55 54,15 37,93

Legenda: *Ligante Inibitério Cristalografado; AG: Energia de ligacdo; VdW: Energia de Van Der Waals,
DCRN; Diidrocorinanteol; CRN: Corinanteol; ASPD: Aspidospermina. Proteina 01: Actina; Proteina 02:
Proteina do Cinetdcoro, Proteina 03: Transportador intraflagelar e Proteina 04: Proteina Estrutural do

Flagelo.
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Para a proteina 2, todos os compostos apresentam valores de CS maiores que
Imidazol, e valores menores de AG, demonstrando que necessitam menores
quantidades de energia para que ocorra sua ligagdo, em comparacgédo com o imidazol,
e também todos os compostos estudados apresentaram valores maiores de GS e de
energia de Van der Waals (Tabela 6). Para a proteina 03, apenas o Corinanteol
apresentou valores de CS maiores e menor energia de ligagdo comparada ao AG, ja
no GS e energia de van der Walls, o GDP apresentou 0s maiores valores,
demonstrando uma maior estabilidade, em comparagdo com os ligantes, entretanto,
dentre os estudados, o corinanteol apresentou o melhor resultado (Tabela 6). Para a
proteina 4, o ligante FCP4 apresentou os melhores resultados em todos os critérios,
diante disso, dentre os compostos estudados, o corinanteol foi aquele que apresentou
o melhor resultado, apesar dos valores de CS, AG, GS e van der Walls dentre eles
apresentarem poucas variacfes (Tabela 6).

Quanto maior for o valor do GoldScore, maior sera a capacidade de ligacdo aos
residuos de proteinas. As ligacbes de hidrogénio junto das hidrofébicas
desempenham um papel essencial na afinidade de ligacdo e a estabilidade dos
complexos proteina-ligante. Além disso, quanto mais baixa for a energia de ligacao
(AG) do complexo proteina-ligando, maior sera a sua estabilidade, assim sendo, 0s
compostos que possuam um valor de GoldScore maior e um AG menor que os ligantes
de referéncia, apresentariam teoricamente uma atividade biol6gica superior, 0 que
ocorre para o Corinanteol na proteina 01 e proteina 03, para todos os compostos
estudados na proteina 02, e com nenhum dos compostos na proteina 04,
demonstrando que o ligante cristalografico se liga melhor que todos os compostos
estudados (Tabela 6; JOSEPH et al., 2017).

A funcdo GoldScore utiliza uma fungcéo de pontuacdo baseada em campo de
forca, sendo composta por 4 componentes: energia de ligacdo de hidrogénio proteina-
ligante, energia de van der Waals externa, energia de van der Waals interna do ligante,
e a energia de ligacdo de hidrogénio intramolecular do ligante (ANNAMALA;
INAMPUDI; GURUPRASAD, 2007), enquanto que a funcdo ChemScore foi derivada
empiricamente de 82 complexos de proteina ligante disponiveis, estimando a
alteracao total da energia livre que ocorre na ligagao, utilizando como um dos seus
critérios a area de interacao hidrofébica (WANG et al., 2015). Ambas as funcdes

apresentam diferentes métodos algoritmicos, porém, os resultados conversam entre
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si, possuindo diferentes abordagens que garantem um resultado mais acurado, o que
ocorre neste estudo, onde para a proteina 01 o Chemscore do ligante ADP € o menor,
porem seu GoldScore, € o maior, demonstrando as variagdes de energia, 0 mesmo
ocorre para a proteina 03 onde o Chemscore do GDP é menor que o do corinanteol,
porém seu GoldScore € muito maior (Tabela 6).

Com intuito de validar a metodologia utilizada, foi realizado o redocking de
todos os compostos, e todos os foram considerados validos, pois apresentaram Root
Square Mean Deviation (RMSD) menor que 2 A2, para o ADP, foi encontrado o valor
de 0,5776 A2 para o Imidazol, 0,0046 A2 para o GDP, 0,6911 A?; e para o FCP4,
0,8074 A2 (Figura 12; CHEN et al., 2015).

Figura 12 - Comparacéo entre as posi¢cdes dos ligantes cristalografados (em azul) com a posicéo
criada pelo programa (em vermelho). Legenda: A: ADP; B: Imidazol, C: GDP; D: FCP4.

A respeito das interacbes que presentes na Proteina 1, o diidrocorinanteol
ligou-se ao aminoacido Met16 por ligacéo tipo alquil (4.54 A), e com o Met305 via Pi-
alquil (4.41 A), uma ligacdo Pi-Sigma com Glu214 e, uma Pi-Pi em forma de T com
Phe306 (5.82), e realizou 11 interacbes de Van der Waals, ja o Corinanteol, realizou
as mesmas ligacdes, porém com distancias diferentes, Met16 (4.0 A), Met305 (4.73
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A), Glu214 (4.28 A) e, Phe306 (6.01), e realizou 10 interacdes de Wan der Waals. A
aspidospermina realizou 3 ligacdes tipo alquil, com os aminoacidos Met305, Phe306
e Lys336 e 1 uma tipo Pi-alquil com a Lys213, além de 14 interacBes de Van Der
Waals e, por ultimo, o GDP, realizou uma ligacéo tipo Pi-Pi em forma de T com a
Phe306 (6.44 A), uma ligacéo Pi-sigma (4.28 A) e uma Pi-alquil (5.69 A) com a Met305
e uma ligacéo desfavoravel com a Lys336 (6.34 A), além de 4 ligacdes convencionais
de hidrogénio com a Gly15 (3,88 A), Met16 (4.05 A), Asp157 (6.02 A) e Gly302 (4.83
A), além de 10 interacdes de Van der Waals (Figura 13).

O ADP forma uma ligacdo pi-sigma com a Met305, além de, todos os
compostos testes formam uma ligacao pi-alquil com o mesmo aminoécido, além de
uma ligagdo pi-alquil em forma de T com a Phe306, semelhante a encontrada no
diidrocorinanteol e o corinanteol, somado a isso, esses dois compostos apresentam
uma ligacao alquil com a Metl6, ndo presente no ADP, que possui ligacdes de
hidrogénio convencional, que sdo mais fracas, 0 que pode ser 0 que causou 0S
maiores scores de ligacdo, tornando-os mais ativos (Figura 13). A actina é uma
proteina presente no citoesqueleto, no flagelo, na bolsa flagelar e cinetoplasto, que
sao locais onde aconteceu alteracdes tanto no presente estudo quanto no de (VEIGA
et al., 2022), de modo que, como 0s compostos por apresentarem afinidades maiores
gue o ADP, ocupariam o local de acao, e assim, impedindo a ligacdo do ADP ao sitio
ativo, causando méa formacgfes nas zonas as quais essa proteina esta presente, e
modificacdes na atividade da actina, que pode ser uma das causas da perda da

morfologia normal da leishmania, visualizadas nesse estudo (KOTILA et al., 2022).
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Para a proteina 2, o diidrocorinanteol realizou 3 ligacdes do tipo alquil com a
Arg194 (5.57 A), e com a 1le195 (5.82 A e 5.36 A), duas Pi-alquil com a Arg194 (4.73
A) e 1le195 (6.06 A), e outras 7 interacbes de Van der Waals, para o corinanteol,
realizou 1 ligacdo Pi-alquil com a Arg194 (4.73 A), e 5 ligacdes do tipo alquil com a
lle195 (5.61 A e 6.56 A), Ala191 (7.33 A) e Arg194 (5.61 A), e outras 6 interacfes de
Van der Waals, a Aspidospermina, realizou uma ligacéo Pi-alquil com a Arg194 (5.73
A), e quatro ligacdes do tipo alquil com a Lys187 (5.22 A e 4.75 A), Ala191 (5.21 A) e
a lle195 (5.19 A), além de 6 interacbes de Van Der Waals, e por ultimo, o Imidazol,
realizou uma Unica ligac&o tipo Pi-alquil com a 1le195 (3.83 A) e 5 intera¢des de Van
Der Waals (Figura 14).

O Imidazol apresenta uma Unica ligacdo com a 1le195, presente em todos os
compostos que estudamos, e além de que, todos esses compostos apresentam outras
ligacbes mais fortes com outros aminoacidos, que demonstram o0 porqué desses
compostos todos apresentarem valores de afinidade maiores, comparado ao imidazol.
Os cinetocoros séo proteinas em forma de disco que se ligam ao cromossomo para
conduzir a sua separacgao através da ligacdo aos microtubulos, causando a migracéao
dos cromossomos Todas 0s compostos se ligam nos mesmos aminoacidos, e com
ligacdes mais fortes, por isso, ha maiores valores de GoldScore, devido sua acdo nos
microtubulos, mudancas na atividade dessa proteina poderiam uma outra causa da

perda da morfologia normal (Figura 14; LUDZIA et al., 2021).
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As interacfes que ocorrem na proteina 3, para o diidrocorinanteol, ocorrem
apenas 13 interacbes de Van Der Waals, sem ocorrer nenhuma ligacdo, para o
corinanteol, ocorreu uma ligacéo do tipo alquil com a Lys (5.18 A) e uma do tipo Pi-
alquil com a Leul74 (6.39 A) e 11 interacdes de Van Der Waals, para a
Aspidospermina, ocorreram 3 ligacdes do tipo alquil com a Lys18 (3.56 A) e com a
Lys15 (4.41 A e 5.34 A), e 9 interacdes de Van Der Waals, e por Gltimo, para o GDP,
ocorrem 4 ligacbes convencionais de hidrogénios com a Ser19 (3.63 A), Gly17 (3.92
A), Lys15 (6.15 A) e com a Thr20 (3.63 A), além de 11 interacdes de Van der Waals
(Figura 15).

O corinanteol e a aspidospermina possuem valores de afinidade maiores que o
GDP, e isso ocorre principalmente pelos diferentes tipos de ligagdes presentes,
engquanto que o GDP apresenta apenas ligagcées convencionais de hidrogénio, os dois
compostos testes formam ligacfes do tipo alquil para a aspidospermina, enquanto que
o corinanteol forma ligacGes do tipo alquil e pi-alquil, que s&o mais estaveis e mais
fortes.

Desse modo, o transportador intraflagelar se liga a guanosina, de modo que,
essa preferéncia do pelo GDP ao invés do GTP, torna esse transportador mais
presente no citoplasma. Outros transportadores celulares ja foram identificados, e
cada transportador pode trazer uma presenca diferente dependendo do organismo,
como por exemplo, o Transportador Intraflagellar 25 (IFT25) e o Transportador
Intraflagellar 27 (IFT27) ndo séo necessérios para a formacao de cilios traqueais em
ratos, porém sao vitais para a formacao do flagelo espermatico (EGUETHER et al.,
2014; ZHANG et al., 2017a; WACHTER et al., 2019).

Assim sendo, como 0s compostos em estudo apresentam uma afinidade maior
que o GDP, pode, teoricamente, impedir uma boa formacdo do flagelo devido
possiveis alteracdes flagelares, contraditoriamente, o diidrocorinanteol foi o Unico que
nao apresentou ligagdes a nao ser interagdes de van der Waals, e as alteracdes
flagelares visualizadas no presente estudo ocorreram no diidrocorinanteol, o que pode
inferir que o método que causa seus danos flagelares sdo diferentes do que

estudamos.
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Para as interacdes que ocorrem na proteina 4, o diidrocorinanteol realizou 2
ligac6es Pi-Pi em forma de T com o Trp70 (4.37 A e 3.99 A), uma ligacdo Pi-alquil com
a Valél (7.11 A), e seis ligacdes do tipo alquil, com a Val61 (7.85 A), Trp70 (5.44 A),
Phe88 (8.16 A), Tyr86 (5.89 A), Lys17 (4.78 A) e com a Ala97 (3.78 A), e uma interacéo
desfavoravel também com a Ala97 (2.48 A), além de 5 interacdes de Van der Waals,
ja com o corinanteol, ocorreram 3 ligacdes do tipo Pi-Pi em forma de T com a Trp70
(7.55 A) Tyr86 (5.20 A e 5.86 A), 2 ligacdes Pi-alquil com a Lys17 (6.29 A) e Ala97
(5.25 A) e 2 ligacdes alquil, com a Val61 (7.86 A) e com a Phe88 (7.08 A), além de 4
interacOes de Van der Waals. Ja a Aspidospermina, realizou 5 ligaces do tipo Pi-
alquil com a Phe88 (6.97 A), Tyr86 (5.47 A) e com o Trp70 (6.66 A, 4.89 A e 6.40 A),
uma do tipo Amida em forma de T com a Trp70 (5.87 A), e 6 interagdes de Van der
Waals, e por fim, o GDP, realizou duas ligacdes Pi-Sigma com a Phe88 (4.79 A) e
Phe63 (4.52 A), uma pi-alquil com a Phe88 (6.95 A), trés do tipo alquil com a Pro96
(5.21 A), Tyr86 (5.79 A) e Val61l (5.82 A), duas convencionais de Hidrogénio com a
Ala97 (4.60 A e 3.94 A), e por dltimo, 5 interacdes de Van Der Waals (Figura 16).

O colar da bolsa flagelar € uma estrutura especifica do citoesqueleto dos
Cinetoplastideos, presente no pescoco da bolsa flagelar, responsavel pela
manutencdo das atividades relacionadas ao flagelo, tanto na Leishmania quanto no
Trypanossoma (ISCH et al., 2021), e a proteina BILBOZ2, sdo proteinas indispensaveis
para o desenvolvimento da bolsa flagelar, de modo que caso a proteina seja inibida
ou modificada, a biogénese do colar e da bolsa flagelar € feita erroneamente
(BONHIVERS et al.,, 2008), essa inibicdo pode ser o mecanismo de acdo dos
compostos em estudo, devido a presenca de alteracbes flagelares, como flagelo
duplos, curtos e nao existentes.

Os residuos Phe63, Phe88 e Trp70 sdo os principais envolvidos na interacao
com o FPC4, demonstrado experimentalmente e com o0s nossos estudos (ISCH et al.,
2021), dito isso, o ligante FCP4 apresenta o maior valor de GoldScore, comparado
aos compostos estudos, isso pode ser causado devido tamanho da molécula,
permitindo outros tipos de interacéo, e sua natureza peptidica. Desse modo, apenas
0 FCP4 se liga no aminoacido Phe63, e a dupla ligacdo com a Phe88, o que pode ter
causado os maiores valores de afinidade, em contrapartida, os compostos de estudo

se ligam ao Trp70 através de ligacdes alquil e pi-alquil, e na Phe88 também por pi-
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alquil e alquil, de modo que justifica seus valores proximos ao do ligante, além disso,

ha uma ligacéo desfavoravel que causa instabilidade no diidrocorinanteol (Figura 16).
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Com base nisso, possivelmente, os compostos podem ocupar o local de ligacao
do FCP4, por serem menores e interagirem com aminoacidos importantes para essa
ligacdo, ocupando o espac¢o onde esse composto se ligaria (Nao totalmente devido a
presenca de outras interacbes que ndo ocorrem) mas o suficiente para causar a
inibicdo parcial da BILBO, o que pode levar as alteracfes flagelares, principalmente
na bolsa flagelar. Os resultados deste trabalho sdo uma tentativa de entender quais
0s mecanismos por trds dos danos causados pela A. nitidum contra a Leishmania spp,
0s achados deste estudo sdo muito promissores apesar de ndo serem conclusivos,
estudos mais complexos como de Western Blott e protedmicas serdo de vital
importancia para elucidar de maneira comprobatéria a capacidade inibitoria destes

alcaldides nessas proteinas.
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6 CONCLUSAO

A atividade antileishmania de A. nitidum esta relacionada aos alcaloides,
causando alteragdes de citoesqueleto e flagelo. Quando se avalia qual alcaloide de A.
nitidum € o mais promissor como antileishmania, observa-se que apenas o 10 nao
parece ter propriedades fisico-quimicas adequadas, nos aspectos farmacocinéticos
existem variacgdes significativas e os alcaloides com os piores perfis de toxicidade sédo
2, 3, 7 e 10. Deste modo, foram selecionados o diidrocorinanteol, corinanteol e
aspidospermina para os estudos de docagem, sendo que o corinanteol foi a molécula
mais promissora podendo agir tanto no citoesqueleto quanto no flagelo. O
diidrocorinanteol age tanto no flagelo quanto no citoesqueleto, com intera¢cées mais
frdgeis, e de menor estabilidade. Com isso, sdo necessarios estudos mais
aprofundados, como western Blott, para a comprovacéo biologica da atividade nessas

proteinas.
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