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Resumo: As doengas tropicais negligenciadas representam uma significativa fonte de morbidade e
mortalidade em paises em desenvolvimento, configurando-se como um desafio global para a saude. O
mel produzido por abelhas é um alimento organico, composto por uma mistura rica em nutrientes, como
carboidratos, aminoacidos, &cidos graxos, enzimas, minerais e vitaminas. Dependendo da floracéo, o
mel pode conter compostos fendlicos, aromatizantes e flavonoides, 0s quais podem exibir atividades
biolégicas. Neste estudo in silico sobre os constituintes do mel de aroeira (Astronium urundeuva),
buscamos prever as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas, considerando a
capacidade de interacdo dos constituintes com o receptor GP63, da Leishmaniose. Para isso, foi realizada
uma revisdo sistematica da literatura e obtidas as estruturas moleculares dos constituintes, prevendo
propriedades ADMET e avaliando a afinidade de ligacdo com o docking molecular. Assim, foram
obtidas informagGes sobre as propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas in silico dos compostos
identificados, destacando a potencial atividade bioldgica para o tratamento da Leishmaniose, através da
capacidade de interagdo com a protease GP63. Este enfoque possibilitara novas investigacdes e avangos
terapéuticos na area.

Palavras-chave: Astronium urundeuva; mel da aroeira; leishmaniose; GP63; in silico.

Abstract: Neglected tropical diseases represent a significant source of morbidity and mortality in
developing countries, representing a global health challenge. Honey produced by bees is an organic
food, composed of a mixture rich in nutrients, such as carbohydrates, amino acids, fatty acids, enzymes,
minerals and vitamins. Depending on flowering, honey may contain phenolic compounds, flavorings
and flavonoids, which may exhibit biological activities. In this in silico study on the constituents of
mastic honey (Astronium urundeuva), we sought to predict the physicochemical, pharmacokinetic and
toxicological properties, considering the interaction capacity of the constituents with the GP63 receptor,
from Leishmaniasis. To this end, a systematic review of the literature was carried out and the molecular
structures of the constituents were obtained, predicting ADMET properties and evaluating the binding
affinity with molecular docking. Thus, information was obtained on the in silico physicochemical and
pharmacological properties of the identified compounds, highlighting the potential biological activity
for the treatment of Leishmaniasis, through the ability to interact with the GP63 protease. This focus
will enable new investigations and therapeutic advances in the area.

Keywords: Astronium urundeuva; mastic honey; leishmaniasis; GP63; in silico.

1 INTRODUCAO Com isso, as DTNs apresentam indicadores

inaceitaveis, e falta de investimentos em

As Doencas Tropicais pesquisas, na fabricacio de medicamentos e
Negligenciadas (DTNs) estdo mais sujeitas na gestdo (Ministério da Saude, 2023).

nas mais de 1,7 bilhdes de pessoas da
populacdo mundial, principalmente nas que
habitam nas comunidades mais pobres e
marginalizadas do mundo. Doengas estas
gue podem ser causadas por varios fatores,
sendo eles mais comuns por uma variedade
de patogenos, incluindo virus, bactérias,
parasitas, fungos e toxinas, causando
diversos problemas para a salde dessas
pessoas, acarretando problemas também
nos estudos e no trabalho desses individuos.

Entre as DTNs, A leishmaniose
continua sendo um dos principais
problemas de saude publica global,
especialmente em nacgdes de baixa e média
renda. Essa enfermidade € causada por
parasitas  protozodrios do  género
Leishmania. Sua transmisséo ocorre através
de vetores, as fémeas infectadas de
flebotomineos, e possui um ciclo de vida
digenético (Yizengaw e Nibret, 2024). A
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leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose
visceral (LV) representam as formas mais
severas da enfermidade; a LC compromete
a pele, enquanto a LV atinge os 6rgaos
internos da pessoa infectada (lbarra-
Meneses et al., 2022).

Os tratamentos preferenciais para
diversas  formas de  Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) incluem
injecOes diarias de compostos antimoniais
pentavalentes, como o0 antimoniato de N-
metilglicamina e o estibogluconato de sodio
(Wyrepkowski et al., 2020). Substancias
como o isotionato de pentamidina, a
miltefosina, a anfotericina B e a
anfotericina B lipossomal sdo opc¢oes
terapéuticas para casos em que O0s
tratamentos tradicionais tém baixa eficacia
(Carvalho sh, et al., 2019).

As dificuldades relacionadas a
administracdo e a duracdo do tratamento
com os farmacos mais comuns para as
leishmanioses, como 0s antimoniais
pentavalentes, juntamente com seus efeitos
colaterais, tém incentivado 0S
pesquisadores a procurar novas substancias
com acdo contra Leishmania. Além disso,
buscam-se também formas farmacéuticas
que sejam mais faceis de administrar e que
causem menos efeitos adversos
(Wyrepkowski et al., 2020)..

O uso dos produtos naturais esta se
tornando um método cada vez mais
conhecido tanto em tratamentos médicos
como na conservacdo de alimentos. O
crescimento da sua relevancia se deve as
acOes potentes e a baixa toxicidade
(Albaridi, 2019). De acordo com as
estatisticas da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), até 80% dos cidaddos em
diversos paises desenvolvidos recorreu aos
produtos naturais em suas precaucdes de
salde primarios (OMS, 2014). Os produtos
naturais podem ser beneficiados na criagdo
de novos medicamentos antimicrobianos e
no tratamento de doencas infecciosas
(Albaridi, 2019).

Entre as plantas que produzem
produtos naturais, onde seu produto que é
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muito utilizado como remédio, podemos
citar a, Myracrodruon urundeuva Allemao,
popularmente conhecida como “aroeira-do-
sertdao”, pertencente a familia
Anacardiaceae, destaca-se por seu extenso
uso popular como anti-inflamatério,
cicatrizante, antialérgico e para o
tratamento de infeccBes cutaneas e das
mucosas (Ferreira, 2021).

@) mel produzido
predominantemente a partir de uma Unica
espécie vegetal € conhecido como
monofloral e se distingue por caracteristicas
organolépticas, microscopicas e fisico-
quimicas especificas, além de possuir um
valor de mercado mais elevado em
comparacdo ao mel heterofloral, que é
obtido de multiplas origens (Gordoni et al.,
2022). Na populagdo mundial estima-se que
exista cerca de 25 a 30 mil espécies de
abelhas e mais de 4 mil géneros (Michener,
2000). Mas desde da antiguidade nos
principais paises consumidores a abelha
Apis mellifera L é a primordial produtora do
mel para o consumo humano (Chambo e
Toledo, 2020). No pais, possui mais de 250
de género conhecidas que demostram
flutuagdes como, cor, tamanho, forma, entre
outros s (Pedro, 2014).

O mel da aroeira (Astronium
urundeuva)  apresenta  caracteristicas
microscépicas e organolépticas distintas,
como sabor e aroma, além de uma marcante
cor ambar ou ambar escuro e baixos niveis
de umidade (Gordoni et al., 2022).0s
compostos bioativos encontram-se no mel
em quantidades reduzidas, mas sao
responsaveis por essas caracteristicas, como
a presenca de compostos fendlicos que
oferecem ao consumidor antioxidantes
naturais, que ajudam na prevengdo de
doencas e no controle do envelhecimento.
Os fenois encontrados no mel derivam do
polen e do néctar que as abelhas coletam
(Pena Junior et al., 2020).

Neste contexto, considerando a
previsdo das propriedades dos compostos e
a descoberta de potenciais candidatos a
novos farmacos, € relevante ressaltar a
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utilizagdo de ferramentas computacionais
(in silico). Isso se deve a otimizagdo do
tempo, a reducéo de custos e a precisdo dos
dados que podem ser adquiridos por meio
desses métodos computacionais. Esses
resultados podem ser respaldados pelos
dados probabilisticos obtidos por meio de
programas e bases de dados (Silva, 2020).

Dentre as técnicas computacionais
disponiveis para o0 planejamento de
farmacos, destaca-se o docking molecular,
que permite a investigacdo das estruturas
quimicas e das possiveis orientacdes que
uma determinada molécula pode assumir no
interior do sitio ligante de um biorreceptor
ou entre duas macromoléculas (proteina-
proteina ou proteina-DNA) (Silva, 2019).
Dessa forma, o método docking molecular
tem sido uma relevante ferramenta
significativa de ajuste para previsdo de
interagOes entre ligantes macromoleculares
e receptores (Das et al., 2020).

Com isso, a presente investigagao in
silico, por meio de um estudo
computacional, analisara as principais
propriedades fisico-quimicas do mel de
aroeira, as propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas  dos  seus  principais
constituintes e as suas capacidades de
interagBes com os sistemas bioldgicos de
patdbgenos que causam as doencas
negligenciadas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 REVISAO DA LITERATURA

Na primeira etapa da pesquisa,
realizou-se uma busca por artigos na
literatura para identificar os principais
constituintes presentes no mel da aroeira (A.
urundeuva). Para isso, foram consultadas as
seguintes bases de dados: ScienceDirect,
Scielo e Google Scholar. Utilizando como
principal descritor de busca as palavras-
chave: “Componentes; Mel; Aroeira-do-
sertdo; Astronium urundeuva” com o
objetivo de encontrar um maior nimero de
artigos correlatos. Mais informagcbes no
material suplementar.
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2.2 OBTENCAO DAS
ESTRUTURAS 2D E 3D

Na segunda etapa, foram obtidas as
estruturas moleculares 2D e 3D dos
constituintes. Para tal, foi utilizado o banco
de dados para estruturas moleculares:
PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), que
fornece mais de 30 milhdes de estruturas
quimicas (Kim et al., 2023). A estrutura
cristalina 3D da protease GP63 (PDB ID:
1LML), da leishmaniose, foi obtida no
banco de dados de proteinas, Protein Data
Bank, PDB (https://www.rcsb.org/)
(Berman et al., 2000). Mais informagdes no
material suplementar.

2.3 PREDICAO ADMET

Na terceira etapa, foram realizadas
as previsdes das propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas
dos  constituintes, cujas  estruturas
moleculares foram obtidas em 3D. Para a
obtencdo  desses parametros, foram
utilizados os seguintes bancos de dados
online: SwissADME (Daiana et al., 2017),
PreADMET (Lee et al., 2003) e PASS
Online (Filimonov et al., 2014). Os
principais pardmetros avaliados foram a
absorc¢do intestinal humana, a penetracéo na
barreira hematoencefélica, a regra de
Lipinski, a permeabilidade em células do
tipo Caco2 e MDCK, solubilidade aquosa,
mutagenicidade das espécies Ames
Salmonella (TA100 e TA1535), 0s ensaios
de carcinogenicidade, mutagenicidade e
bioatividade (Kramer et al., 2018). Mais
informacdes no material suplementar.

2.4 IDENTIFICACAO DAS
CAVIDADES DE LIGACAO DOS
RECEPTORES

Encontrar cavidades de ligagdo
apropriadas para a concepc¢édo de farmacos é
0 primeiro passo essencial para iniciativas
bem-sucedidas de desenvolvimento de
medicamentos (Xu et al., 2018). Portanto
para obtermos os melhores resultados de
forma segura e uma melhor selegéo para a
cavidade proteica, foi utilizada a plataforma
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CavityPlus
((http://mww.pkumdl.cn:8000/cavityplus/#
/). Utilizamos estruturas de proteinas
cristalograficas 3D de protozoarios
parasitas  cinetoplastideos do género
Leishmania (GP63). Através do Cavityplus
avaliamos a estrutura da GP63 (PDB ID:
1LML). Para a avaliacdo de cavidade,
apenas uma corrente deve ser empregada.
Submetemos pela cadeia A no codigo
1LML como entrada. O componente
cavidade foi ativado com o0s parametros
convencionais e no modo "Sem Ligante"
(Xu et al.,, 2018). Sairam ao todo 10
cavidade como mostradas na Tabela 1 e na
Figura 3.

2.5 DOCKING MOLECULAR

Na quarta etapa, foram realizadas as
simulagOes de docking molecular. Para tal,
foi utilizado o software AutoDock Vina
(Trott e Olson, 2010). Tanto os ligantes
como as proteinas foram preparados para a
simulagdo com o AutoDock Tools (ADT)
1.5.6, conforme descrito por Morris et al.
(2009). Foram adicionados hidrogénios aos
receptores e ligantes de maneira individual,
e, em seguida, as cargas de Gasteiger foram
calculadas com o ADT. A dimensdo da
caixa de grade (grid box) foi estabelecida
em 225 A para cada eixo, conforme
descrito por Barros et al. (2020) e S et al.
(2021). A posicdo da caixa de grade foi
determinada pelas coordenadas de um dos
residuos de aminodcidos localizado no sitio
catalitico dos receptores selecionados. O
namero de modos de busca foi configurado
para 50, enquanto a exaustividade foi
ajustada para 24 (Barros et al., 2020; Sa et
al., 2021). A analise das interaces entre
proteinas e ligantes foi conduzida utilizando
o software Discovery Studio Visualizer
2020 (Biovia, 2020) e as imagens
resultantes foram geradas por meio do
software UCSF Chimera (Pettersen et al.
2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTADO DA ARTE

Apbs examinar os artigos obtidos
pela revisdo da literatura, que trazem os
constituintes do mel da aroeira-do-sertéo, os
dados relacionados ao titulo do artigo, aos
autores e ao ano de publicacdo, foram
apresentados na Tabela 1S (material
suplementar).  Adicionalmente,  foram
destacados os constituintes presentes e o
potencial terapéutico dos componentes
identificados.

Ap6s a identificacdo dos 71
compostos quimicos nos referidos artigos
expostos na Tabela 1S, foi realizada a
obtencdo das estruturas 2D e 3D desses
compostos, a previsdo das propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas,
toxicoldgicas e a probabilidade de atividade
bioldgica dos compostos, sendo estas
previamente avaliadas por meio das
plataformas ADMET.

4.2 ESTRUTURAS 2D E 3D DOS
CONSTITUINTES

Segundo Silva 2003, as estruturas
moleculares  bidimensionais (2D) e
tridimensionais  (3D)  possibilitam a
exploragdo dos  aspectos espaciais,
facilitando o reconhecimento molecular, o
que gera hipGteses que orientam o0
planejamento e a sintese de novos ligantes.
Através da representacdo das estruturas em
2D e 3D, é possivel realizar a manipulagédo
ou representacdo de forma mais realista
possivel das estruturas das moléculas, assim
como dos célculos derivados das
propriedades fisico-quimicas (Barreiro e
fraga, 2014).

Na Tabela 2S (material
suplementar) sdo  representadas  as
estruturas bidimensionais e tridimensionais
de todos os constituintes do mel da aroeira
analisados, com o respectivo CID de cada
estrutura.
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4.3 PROPRIEDADES ADMET IN
SILICO

Atualmente, pesquisas
computacionais estdio na etapa de
modelagem do estudo da farmacocinética
do farmaco, abrangendo absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excregcdo e
toxicidade (ADMET) (Kurnia et al., 2023).
A previsdo farmacocinética de um
composto deve ser analisada utilizando
estudos computacionais, pois esse método é
mais econémico e eficiente. Compostos
bioativos isolados de plantas podem ser
considerados  compostos  lideres  se
apresentarem um bom perfil ADMET
(Prasanth et al., 2021).

A Tabela 3S (material suplementar)
revela alguns parédmetros fisico-quimicos
dos 36 compostos selecionados, visando
compreender, por meio dos critérios
empregados, se estes podem  ser
considerados como potenciais candidatos a
novos medicamentos.

A avaliacdo da semelhanca a
medicamentos de um composto pode seguir
a Regra dos cinco de Lipinski (RO5)
(Kurnia et al., 2023). A Regra dos Cinco de
Lipinski (RO5) estabelece os seguintes
critérios: valor de refratividade molar entre
40 e 130, Log P a baixo a 5, nimero de
aceitadores de ligacbes de hidrogénio
inferior a 10, ndmero de doadores de
ligacGes de hidrogénio inferior a 10 e massa
molecular inferior a 500 Daltons (Kurnia et
al., 2023; Tumilaar et al., 2021). Na Tabela
3S, os constituintes Erlose e Melezitose
violaram todos o0s critérios abordados
acima. Os demais compostos ndo violam
nenhuma regra. Esta regra também afirma
que um composto pode ser usado como
medicamento administrado por via oral se
ndo apresentar mais de uma violagéo (Tallei
et al., 2020). Além disso, se 0s compostos
apresentarem duas ou mais violagbes de
RO5, a solubilidade e a permeabilidade do
composto serdo muito baixas (Kurnia et al.,
2023).

A solubilidade em agua é um fator
crucial no mecanismo de biodisponibilidade
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do farmaco. A solubilidade molar ideal em
agua (logS) deve ser superior -4 e inferior a
6, com base em uma avaliagcdo qualitativa
de solubilidade fornecida pela escala logS
(S& et al., 2020). Diante disso podemos
observar os compostos da Tabela 3S que
todos obedeceram a esse parametro.

A superficie polar (TPSA) e a
quantidade de ligagOes rotacionais de
medicamentos sdo igualmente indicadores
confidveis de uma biodisponibilidade oral
eficaz. A TPSA esta associada ao nimero
de ligacOes de hidrogénio presentes em uma
molécula. Observa-se que a maioria dos
medicamentos  comerciais com  boa
biodisponibilidade oral exibe valores de
TPSA inferiores a 140 A (Rodrigues e
Costa 2021). Para 0s compostos propostos
aqui, Erlose, Melezitose e o Acido
rosmarinico apresentam valores acima do
ideal para a literatura. A Tabela 4S (material
suplementar) apresenta as previsdes
farmacocinéticas observadas para 0s
compostos selecionados.

O valor ideal da absorcéo
gastrointestinal € calculado a partir da
biodisponibilidade e absorcdo, sendo um
elemento essencial na previsdo da
viabilidade da absorcdo de medicamentos
através do intestino delgado (S& et al.,
2021).

Para medicamentos administrados
via oral, o ideal é que possuam uma boa
absorcdo intestinal. Este fator é crucial para
gue o composto seja rapidamente absorvido
pela microbiota intestinal e ndo sofra tantas
interferéncias do metabolismo (Pinheiro et
al., 2023). Os constituintes Erlose,
Melezitose e Acido rosmarinico apresentam
baixa absorcdo gastrointestinal, ja& o0s
demais compostos apresentam alta absorgéo
gastrointestinal.

0] termo BBB (barreira
hematoencefalica), empregado para avaliar
a permeabilidade da barreira entre o sangue
e o cerebro, e reconhecido como a barreira
mais crucial para restringir a passagem de
substancias da corrente sanguinea para o
cérebro. Isso ocorre devido a sua notavel
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impenetrabilidade e seletividade (Bastos et
al., 2020).

Segundo Santana, Miranda e Sousa
(2020), a glicoproteina P (Gp- P) funciona
como transportadora de xenobidticos, ou
seja, substancias estranhas ao organismo,
para o figado, rins, cérebro e trato

gastrointestinal, além de  estarem
envolvidas em todos 0s processos
farmacocinéticos. Essa proteina

desempenha um papel essencial na cinética
de absorcdo e distribuicdo de diversos
farmacos usados na prética clinica. No
contexto deste estudo, 0 composto
sintetizado ndo atua como inibidor da Gp-P,
indicando que pode causar restricdo do
efluxo do farmaco apds a absor¢do (Bastos
et al., 2020).

O coeficiente de permeabilidade da
pele (Kp) € um parametro crucial para
avaliar a capacidade de um composto
penetrar na epiderme. Esse parametro esta
diretamente ligado a absorgdo sistémica de
medicamentos ap0s a administracdo
transdérmica (Sobanska et al., 2021). Na
pesquisa de farmacos ou cosméticos
destinados a aplicagio na pele, é
fundamental avaliar a permeabilidade, ou
seja, a taxa de penetracdo de uma molécula
no estrato corneo, a fim de determinar o
potencial para uma liberacdo transdérmica
eficaz de drogas. Considera-se que uma
molécula conseguira atravessar a pele se 0
valor de log Kp for superior a -2,5 cm/h
(Awadelkareem et al., 2022).

As células Caco-2, originadas de
adenocarcinoma do intestino  grosso
humano, tém sido extensivamente
utilizadas ao longo dos anos em ensaios
para avaliar a absorgéo e permeabilidade de
substancias. O objetivo é obter um
prognostico fundamentado sobre a absorgao
de moléculas por permeabilidade de
membranas, podendo at¢é medir a
capacidade de absorgéo in vivo (Bastos et
al., 2020).

Estudos farmacocinéticos propGem
a seguinte classificacdo quanto a
permeabilidade em células Caco-2: > 70
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nm/s indica alta permeabilidade, 4-70 nm/s
indica média permeabilidade e < 4 nm/s
indica baixa permeabilidade (Bastos et al.,
2020).

A ligacéo as proteinas plasmaticas
(do inglés, Plasma Protein Binding - PPB)
é um fator de extrema relevancia para o
planejamento e desenvolvimento de novos
farmacos, bem como para andlises
farmacocinéticas. Quanto maior o nimero
de moléculas/farmacos ligados as proteinas
plasmaticas, maior sera a capacidade dessas
proteinas de atuarem como um reservatorio,
aumentando assim a disponibilidade do
farmaco no organismo (Bastos et al., 2020).

As drogas sdo transportadas para
seus locais de acdo, passam por
biotransformacdo e sdo  excretadas,
geralmente ligadas a proteinas plasméticas
ou hemécias. Apenas a forma livre da droga
pode exercer sua acdo. Portanto, a resposta
terapéutica de um medicamento depende da
porcentagem de droga livre disponivel.
Assim, quanto maior a capacidade de
manter-se na forma livre, menor serd o
tempo de meia-vida do farmaco, o que pode
exigir a reducdo dos intervalos entre as
administracdes (Pinheiro et al., 2022).

A PPB é considerada elevada
quando for superior a 90% e moderada a
baixa quando for inferior a 90% (Brandéo et
al., 2020). Neste estudo, o valor encontrado
para este parametro foi de 100%, o que, em
teoria, ndo seria um resultado ideal, ja que a
droga precisa estar livre para exercer sua
acdo. No entanto, isso abre espago para a
utilizacdo em combinacdo com outros
farmacos que possuem alta afinidade,
permitindo que, por meio da competicdo, o
farmaco perca parte de sua ligagcdo e
aumente a fracdo livre, elevando sua
biodisponibilidade (Santana; Miranda;
Sousa, 2020).

O citocromo P450 (CYP450) é um
grupo de enzimas que desempenha um
papel essencial no metabolismo de
medicamentos e outros xenobioticos,
incluindo micotoxinas. (McDonnell e Dang
2013; Lootens, 2022). As enzimas CYP450



S 0202

podem transformar medicamentos e
xenobidticos em compostos menos toxicos,
visando prevenir sua toxicidade ou, por
outro lado, gerar produtos reativos
(metabolitos) que podem  provocar
toxicidade (Guengerich, 2021). A Tabela
5S (material suplementar) apresenta as
propriedades  toxicoldgicas para 0s
compostos selecionados.

As células MDCK podem ser
consideradas um tipo de células renais
caninas do modelo. Quando cultivadas em
membranas semipermeaveis, essas células
se diferenciam em um formato de epitélio
colunar, apresentando juncdes semelhantes
as células Caco-2.

De acordo com Santana, Miranda e
Sousa (2020), a carcinogenicidade é a
capacidade de uma substancia induzir
estimulos que levem ao desenvolvimento
do céncer. Importa destacar que 0s ensaios
para avaliar a carcinogenicidade demandam
um periodo mais extenso, especialmente
nos testes com ratos e camundongos,
denominados como ensaios in vivo. Diante
disso podemos observar que 0S cOmpostos
rutina, erlose e melezitose apresentam
valores negativos para este parametro. Para
0s demais compostos da Tabela 5S, todos
possuem carcinogenicidade negativa para
ratos e positiva para camundongos.

Na realizagdo da predicdo da
inibicdo do hERG este parametro viabiliza
a avaliacdo da influéncia do farmaco em
teste na funcdo cardiaca, devido a
capacidade do gene hERG de codificar a
subunidade a do canal de potassio presente
no midcito. A inibicdo desse gene resulta no
bloqueio do canal de potassio controlado
por voltagem, que é essencial para o
potencial de acdo no coracdo (Bastos et al.
2020). Os compostos galicos, acido 4-
hidroxifenilatico, acido azelaico e o éster
monociclohexilico de acido succinico,
apresentam baixo risco para esse parametro.

O Teste de Ames tem relevancia
significativa ao avaliar caracteristicas
mutagénicas de uma substancia especifica.
Esse teste € capaz de identificar mutacdes
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no material genético envolvido na sintese
do aminoéacido histidina (Kauffmann et al.,
2020). Na realizagdo do teste, utilizam-se
linhagens de Salmonella typhimurium para
verificar a possibilidade de mutagenicidade,
sendo este um método amplamente aceito
(Zeiger, 2019).

O Teste de Ames baseia-se na
utilizacdo de cepas indicadoras de S.
typhimurium, que sdo sensiveis a
substancias capazes de induzir diferentes
tipos de mutacdo. Na presenca de agentes
mutagénicos, essas cepas reverterdo sua
caracteristica de auxotrofia para a sintese de
histidina e comecardo a formar colonias em
um meio que ndo contém esse aminoacido
(Bastos et al., 2020).

Em relacdo a mutagenicidade nas
quatros cepas selecionadas de Salmonella
typhimurium (TA100_10RLI, TA100 NA,
TA1535 10RLI e TA1335_NA), somente a
rutina, alcool hidroxiconiferilico, o éster
monociclohexilico de acido succinico e o
lumicromio  apresentaram  resultados
negativos para as quatros cepas. A Tabela
6S (material suplementar) apresenta as
previsdes de atividades biologicas para os
compostos selecionados.

O PASS Online prevé a
probabilidade de um composto estar ativo
(Pa) e a probabilidade de estar inativo (Pi).
Pa estima a chance de o composto estudado
pertencer a subclasse de compostos ativos,
enquanto Pi estima a chance de o composto
pertencer a subclasse de compostos inativos
(Filimonov et al, 2014).

O Pass Online fornece previsdes
sobre a probabilidade de novos efeitos e
mecanismos de acdo de compostos, com
base no espectro de atividade desejado,
utilizando informagdes de bases de dados
internas, antigas e comerciais. Ele antecipa
0 espectro de atividade bioldgica dos
compostos avaliados (Palmeiraetal., 2019).
Na Tabela 6S contém os valores das
propriedades analisadas: Anti-inflamatoria,
Antioxidante, Anticarcinogénica e
cicatrizante dos principais compostos do
mel.
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4.4 IDENTIFI~CAQAO DA
CAVIDADE DE LIGACAO
O CavityPlus emprega uma

abordagem fundamentada em geometria
estrutural para identificar e examinar 0s
locais de acoplamentos dos ligantes. Em
contraste com outras técnicas de deteccao
de sitios de ligacdo, o CavityPlus oferece
uma elevada precisdo na predigéo tanto em
conjuntos de testes de proteinas unidas
quanto desunidas (Yuan; Pei; Lai, 2013).

Uma particularidade exclusiva do
CavityPlus é sua utilizacdo do CavityScore
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e CavityDrugScore para quantificar a
ligandabilidade e a capacidade de drogar,
respectivamente, de uma cavidade de
ligacdo identificada. A ligandabilidade
indica a viabilidade de desenvolver
pequenos ligantes com afinidades de
ligacdo elevadas para uma determinada
cavidade, enquanto a drogabilidade reflete a
probabilidade de uma cavidade ser um alvo
promissor para a ligacdo de moléculas com
caracteristicas farmacoldgicas similares
(Xu et al., 2018). A Tabela 1 mostra os
valores das cavidades da proteina em
estudo.

Tabela 1 - Saida do modulo CavityPlus com o PDB ID: 1LML

Cavity Pred Max pKd Pred Ave pKd DrugScore Druggabilidade
1 11.09 6,98 268 Médio
2 10,62 6,95 148 Forte

3 10.54 6,94 777 Forte

4 9,47 5,86 -515 Fraco
5 7,88 5.32 -952 Fraco
6 7,19 5.08 -730 Fraco
7 6,8 4,95 -936 Fraco
8 6,08 4.7 -1527 Fraco
9 5,93 4,65 -1541 Fraco
10 5,49 4,5 -1434 Fraco

Fonte: Adaptado (Xu et al., 2018).



v.10n.12024

lIESCIenCIa

Figura 1 - (A) Cavidades detectadas no CavityPlus e (B) Cavidade estabelecida com a melhor

potuacdo de resultados Pred Max pKd, Pred Ave pKd, DrugScore e Druggabilidade.

Fonte: Adaptado (Xu et al., 2018)

4.5 DOCKING MOLECULAR

Uma maneira direta de examinar a
energia de interacdo entre um ligante e um
receptor € através do método de docking
molecular. Basicamente, esse método
envolve identificar uma  disposi¢do

adequada do ligante que reduz a0 maximo a
energia de interacdo com o receptor
correspondente. A estabilidade da ligacéo
entre o ligante e o receptor é diretamente
proporcional a diminuicdo da energia de
ligacdo entre eles. Como uma etapa inicial,
estimamos as energias de interacdo para 0s
complexos conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2 - Estimativas dos valores das energias de ligacdo entre os ligantes do mel de aroeira e

o0 receptor GP63 da Leishmaniose.

Receptor
Ligantes (Codigo CID) GP63 (PDB ID: 1LML)
AGgino (keal/mol)

Rutina (6728944) -7,8
Acido elagico (5281855) 75
Quercetina (5280343) -7,4
Luteolina (5280445) -7,4
Eriodictiol (440735) -7,3
Fisetina (5281614) -7,2
Hesperetina (72281) -7,2
Kaempferide (5281666) -7,2
Apigenina (5280443) -7,1
Baicaleina (5281605) -7,1
Acido rosmarinico (5281792) 71
Epicatequina (72276) -7,0
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Genisteina (5280961)
Isorhamnetina (5281654)
Campferol (5280863)
Lumicrémio (5326566)
Naringenina (439246)
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-7,0
-7,0
-7,0
-7,0
-7,0

Fonte: Autores (2024).

O presente estudo estimou 0s modos
de ligacdo e a energia envolvida para 17
ligantes identificados no mel de aroeira,
como mostrado na Tabela 2, sendo ligantes
promissores para a inibicdo da proteina
GP63 da leishmaniose. Os valores de
energia de acoplamento para os ligantes
mencionados acima foram encontrados na
faixa entre -7,0 a -7,8 kcal/mol, para o alvo
enzimatico GP63. Sendo assim, 0S
resultados moleculares mostram que as
energias de ligacdo dos quatros ligantes
ativos da proteina foram todos <7,0
kcal/mol, indicando que os ligantes ativos
acima mencionados tém uma boa ligacao
com o alvo, enquanto a energia de ligacao
da Rutina- GP63 (-7,8 kcal/mol) foi a de

melhor afinidade de ligacdo. Isto mostra
que pode vim a ser um alvo potencial para
inibicdo do receptor GP63 no tratamento da
leishmania.

Portanto, com base nos resultados da
Tabela 2, optamos por selecionar apenas 0s
quatro ligantes com melhores energias de
ligagdo para a formacgdo dos complexos e
para a analise subsequente.
Especificamente, escolhemos os ligantes
que demonstraram os melhores resultados,
com valores menores que -7,3 kcal/mol.
Esses ligantes sdo identificados pelos
codigos Rutina (6728944); Acido elagico
(5281855); Quercetina (5280343);
Luteolina (5280445) tendo os valores,
respectivamente de -7,8; -7,5; -7.4 e -7.4
kcal/mol.

Figura 2 - Visualizacdo da posi¢do do ligante no software Discovery Studio 2020 (BIOVIA).

(C) Posicao do ligante Rutina encaixado no receptor; (D) Posi¢cdo do ligante Quercetina no

receptor; (E) Posicdo do ligante Acido elagico no receptor; e (F) Posicdo do ligante Luteolina

no receptor.

Fonte: Autoria propria com o uso do BIOVIA Discovery Studio Visualizer (2024).
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Na figura 2 podemos visualizar a posi¢éo
de encaixe dos ligantes, quercetina,
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luteolina, rutina e 4cido elégico, no
receptor GP63.

Figura 3 - Interagdes dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina GP63 junto com o

ligante Rutina. (G) Estrutura do ligante em 2D e as ligacdes existentes e (H) As interacdes entre

os residuos e o ligante em 3D.
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Fonte: Autoria prépria com o uso do BIOVIA Discovery Studio Visualizer (2024).

A rutina foi o composto que
apresentou o melhor resultado de afinidade
de ligacdo, como mostra a Tabela 6S.
Apresenta 1 ligacdo de hidrogénio com o
residuo Glu220, o residuo GLU265 possui
1 ligacdo eletrostatica e 2 ligagdes carbono
hidrogénio com a rutina. Também
demostrou 14 ligagdes de van der Waals
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Figura 4 - InteracGes dos residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina GP63 com o ligante

Quercetina. (1) Estrutura do ligante em 2D e as ligacOes existentes e (J) As interagOes entre 0s

residuos e o ligante em 3D.
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Fonte: Autoria prépria com o uso do BIOVIA Discovery Studio Visualizer (2024).

Na Figura 41 é possivel observar as
interacdes que a quercetina realiza com o
sitio de ligacdo da proteina GP63. Com
relagdo as ligagdes de hidrogénio, observa-
se 2 ligacBes com os residuos His334 e o
Thr229. Pode ser citado um exemplo
interessante, onde essa interacédo foi crucial
para o desenvolvimento de compostos com
atividade bioldgica, como € o caso de certos
inibidores de proteinas cinases, que se
ligam ao sitio do ATP nessas enzimas.
Esses inibidores precisam estabelecer
interacbes por meio de ligacdes de
hidrogénio em uma regido crucial da
enzima, conhecida como  "hinge"
(dobradica) (Fokoue et al., 2020). A
quercetina é um polihidroxiflavonoide que

possui  diversas funcBes biologicas,
incluindo  acdo  antioxidante,  anti-
inflamatdria, antiviral, entre outras (Liu e
Liu, 2020).

Esse composto também apresentou
uma ligacdo desfavordvel com o residuo
Ser333, esta provocada por uma forte
repulsdo, sendo o Unico que apresentou esse
tipo de interacdo entre 0S compostos
estudados. Percebe-se ainda na Figura 41,
uma ligacdo eletrostatica com o residuo
Glu265 e uma ligacdo Pi-Pi com o residuo
His268. Além das 9 ligacGes de van der
Waals com os residuos Gly329, Thr228,
Ala269, Gly274, Ser273, Phe276, Pro275,
Ala227, Trp226
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Figura 5 - Interacdes dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina GP63 junto com o
ligante Luteolina. (K) Estrutura do ligante em 2D e as ligagOes existentes e (L) As interagoes
entre os residuos e o ligante em 3D.
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Fonte: Autoria prépria com o uso do BIOVIA Discovery Studio Visualizer (2024).

A luteolina apresentou interacfes
por ligagdes de hidrogénio, van der Waalls
e eletrostaticas. Como mostrado na Figura 5
e na Tabela 1 esse composto apresenta 9
interacbes de van der Waals com o0s
residuos Ser330, Ser333, Ser334, Ala227,

Trp226, Ser273, Thr228, Ala269, Phe276.
Também apresentou 3 interacBes de
hidrogénio convencional produzindo o0s
residuos aminoacidos Thr 229, Glu265,
Gly329. E uma interacdo eletrostatica com
o residuo His268.

Figura 6 - InteracGes dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina GP63 junto com o
ligante Acido elagico. (M) Estrutura do ligante em 2D e as ligacdes existentes e (N) As
interagBes entre os residuos e o ligante em 3D.
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Fonte: Elaboragdo propria por meio do BIOVIA Discovery Studio Visualizer (2024).
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A Figura 6M mostra todas as
interacOes realizadas no docking molecular
com o ligante acido elagico no qual é visivel
duas ligagOes de hidrogénio entre o0s
oxigénios do grupo éster com o residuo
His334, possui também ligacdo de van der
Waals com os residuos Leu224, Gly222,
Val223, Gly329, His268, Glu265. Esse
composto nao apresenta nenhuma ligacao
eletrostatica.
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A Tabela 3 apresenta as moléculas
investigadas e suas respectivas interagoes
intermoleculares, com  ligacbes de
hidrogénio, eletrostaticas, hidrofobicas e de
van der Waals, com o0s respectivos residuos
de aminodcidos no sitio ativo da principal
proteina da leishmaniose.

Tabela 3 - Resumo das interacdes intermoleculares entre cada ligante e os residuos que

compdem o sitio catalitico da proteina GP63.

Ligante Tipo de Interagoes

Cor atribuida

Residuos de Aminoacidos

Acido elagico Van der Waals

Ligagdo de Hidrogénio
Convencional

Pi-Pi em forma de T

Verde claro

Verde

Rosa Escuro

LEU224, GLY222, VAL223,
GLY329, HIS268, GLU265

HIS334

HIS264

Rosa ALA349, VAL261
Pi-Alquila
Luteolina Van der Waals Verde claro SER330, SER333, SER334,
ALA227, TRP226, SER273,
THR228, ALA269, PHE276
Ligacdo de Hidrogénio Verde THR 229, GLU265, GLY329
Convencional
Pi-cation Laranja HIS268
Pi-Alquila Rosa PRO275
Quercetina Van der Waals Verde claro GLY329, THR228, ALA269,
GLY274, SER273, PHE276,
PRO275, ALA227, TRP226
Ligacdo de Hidrogénio Verde HIS334, THR229
Convencional
Doador-doador Vermelho SER333
desfavoravel
Pi-anion Laranja GLU265
Pi-Pi em forma de T Rosa Escuro HIS268
Rutina Van der Waals Verde claro THR28, GLY 329, HIS268,

SER333, ALA227, HIS332,
ALA348, PRO347, ALA346,
ALA349, GLY222, LEU224,

ALA225
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Liga¢do de Hidrogénio
Convencional

Ligacdo Carbono
Hidrogénio

Pi-Sigma
Pi-Pi em forma de T
Alquila
Pi-Alquila
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Verde GLU220
Azul Claro GLU265
Roxo VAL223, TRP226
Rosa Escuro HIS264
Rosa claro ALA136, ILE190
VAL261

Fonte: Autores (2024).

Através da Figura 6 acima e
conforme a Tabela 3, podemos constatar
que o ligante Acido elagico apresentou ao
todo 10 interacdes, sendo 6 de van der
Waals, 1 ligacdo convencional de
hidrogénio, 3 ligacBes Hidrofobicas.

O composto Luteolina, conforme
evidenciado na Figura 5 e na Tabela 3,
demonstra um total de 14 interacGes
moleculares, compreendendo 9 interacdes
de van der Waals, 3 interagdes de
hidrogénio convencional, 1 interacdo
eletrostatica e 1 interacdo hidrofdbica.

A substancia Quercetina, conforme
ilustrado na Figura 4 e detalhado na Tabela
3, apresenta um conjunto de 14 interac6es
moleculares distintas. Estas incluem 9
interacdes de van der Waals, 2 interac6es de
hidrogénio convencionais, 1 interagdo de
doador  desfavoravel, 1 interacdo
eletrostatica e 1 interacdo hidrofébica.

O ligante Rutina, conforme ilustrado
na Figura 3 e detalhado na Tabela 3,
apresenta 21 ligacBes, sendo o composto
com mais ligagdes analisadas, ao todo séo
formadas 13 ligacGes de van der Waals, 1
ligag&o de hidrogénio, 1 ligagéo carbono de
hidrogénio, sendo o Unico composto que
apresentou essa ligacdo, e o total de 6
ligacOes hidrofobicos.

5 CONCLUSAO & PERSPECTIVAS

Diante dos resultados apresentados,
é possivel afirmar que o mel derivado da
espécie botanica conhecida como aroeira-

do-sertdo demonstra notavel potencial
medicinal e farmacoldgico. A utilizacdo
amplamente difundida do mel na medicina
tradicional destaca sua relevancia. Nesse
contexto, a presente investigacdo empregou
abordagem computacional para analisar
alguns constituintes especificos do mel da
aroeira, visando a previsao das propriedades
farmacocinéticas e a capacidade de
interagdlo com a proteina GP63 da
Leishmaniose.

Os resultados obtidos nesta pesquisa
revelam que, dentre os 36 constituintes
submetidos a analise, com especial atencao
a observancia da regra dos 05 de Lipinski, a
Erlose e a Melezitose estdo entre os Unicos
compostos que ndo obedece a regra.
Portanto, esses compostos ndo s&o
considerados alvos promissores para a
subsequente fase de desenvolvimento
farmacéutico, mesmo diante de resultados
favoraveis em outros pardmetros. Vale
ressaltar que futuras pesquisas
contemplardo a investigacdo de outros
constituintes, visando uma compreensao
mais abrangente, com a aspiracdo de
realizar, em etapas subsequentes, com o0
estudo do docking molecular.

Com base nos resultados mostrados
nesse estudo na parte do docking molecular,
podemos ressaltar que entre 0s quatros
ligantes com maior afinidade de ligacédo
foram a rutina, acido elagico, quercetina e
luteolina tendo os valores, respectivamente
de -7,8; -7,5; -7,4 e -7.4 kcal/mol. Com
relacdo as interacdes entre 0s residuos e 0s
ligantes, a luteolina tem a menor afinidade
de ligacdo, poréem realiza importantes
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interagBes com os residuos do sitio ativo da
proteinase GP63.
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