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Resumo

As plantas sdo importantes fontes de compostos naturais com atividades
terapéuticas. Desde a antiguidade, as comunidades tém feito uso desses metabolitos
secundarios como meios de tratamento de doencas e como curativos de ferimentos.
Ap6s a modernizagdo da industria farmacéutica, os compostos de origem natural tém
perdido seu lugar para os farmacos sintéticos, com a justificacdo de que estes seriam
mais seletivos e eficazes. Devido ao frequente insucesso destes compostos sintéticos
atingirem o mercado como produto final, a comunidade cientifica tem voltado a sua

atencao para a investigacao de farmacos a partir de fontes de origem natural.

Compostos de origem natural, como flavondides, sdo mais seguros quando
comparados aos compostos sintéticos, porém colocam um grande desafio quanto a sua
extracdo e transposicdo para um produto final. Extratos de plantas podem conter
dezenas de compostos bioativos, com diferentes propriedades fisico-quimicas, o que
torna sua identificacéo e isolamento tarefas dificeis que podem custar tempo e dinheiro

durante o processo de pesquisa de um novo possivel farmaco.

Atualmente existem ferramentas computacionais disponiveis gratuitamente, como
bancos de dados de compostos e ferramentas de previsdo de atividades e de
caracteristicas de ADME que podem auxiliar neste processo, prevendo quais compostos
ativos em determinados alvos moleculares e quais as suas caracteristicas fisico-
quimicas previstas. Somando-se isso as ferramentas de docking molecular, é possivel
prever quais 0s compostos bioativos presentes num extrato possuem maior atividade,
de modo a isola-los de maneira guiada, poupando esfor¢os e acelerando o processo de

pesquisa.

O Cymbopogon citratus € uma planta largamente utilizada no mundo e conhecida
principalmente pelo seu 6leo essencial. O seu extrato possui uma variedade de
compostos bioativos, com atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antidiabética.
Entre estes, os flavonoides C- e O-glicosilados sdo os menos estudados e possuem

atividades terapéuticas ainda ndo exploradas.

Este trabalho visa utilizar as ferramentas de previsdo de atividades e docking
molecular para identificar compostos bioativos no C. citratus capazes de inibir a a-

glucosidase, importante alvo molecular para o tratamento da diabetes.






Abstract

Plants are the most important sources of natural compounds with biological activities.
Until the modern age, humans have been using these secondary metabolites as means
of treating diseases and as curatives for wounds. After the modernization of the
pharmaceutical industry, natural compounds have been losing its place to synthetical
drugs, the reason being that synthetical drugs are more selective and efficient. Due to
the frequent failure of these synthetical compounds reaching the market as a final
product, the scientific community have been turning its attention back to the research of

drugs based on natural compounds.

Natural compounds, like flavonoids, are safer when compared to synthetical
compounds, but they still pose a huge challenge because of its extraction and translation
to a final product. Plants extracts can contain several bioactive compounds, with different
physical-chemical properties, which makes its identification and isolation a hard task that

could take time and resources during the research process of a new drug.

Nowadays, several computational tools are freely available online, like compound
databases, biological activities and ADME properties prediction tools that could aid in
this process, predicting which compounds are actives in which molecular targets and
what are their predicted physical-chemical properties. Alongside these tools, molecular
docking allows to predict which bioactive compounds present in a plant extract is more
active, so it’'s possible to isolate it in a guided manner, saving resources and speeding

up the research process.

Cymbopogon citratus is a widely used plant around the world and known mainly
because of its essential oil. Its extract has several bioactive compounds, with antioxidant,
anti-inflammatory and antidiabetic activities. Along those, C- and O-glicosilated
flavonoids are less investigated and possesses unknown and unexplored therapeutical

activities.

This work aims to use activity predicting tools and molecular docking to identify
bioactive compounds in C. citratus able to inhibit a-glucosidase, an important molecular

target for the treatment of diabetes.






Agradecimentos

Agradeco, primeiramente, a oportunidade que me foi dada de realizar o sonho de
estudar fora. Nada disso seria possivel sem o apoio dagqueles que me amam e que me
suportam. Meus pais, irmao, amigos, amigas e todos aqueles que passaram por mim e
dividiram suas vidas comigo. Foram dois anos de uma experiéncia que jamais

esquecerei e carregarei no coracao.

Ao Professor Doutor Artur Figueirinha, por ter me recebido no Laboratério de
Farmacognosia, por ter me orientado e me ensinado e por aceitar o desafio de tentarmos
algo novo e transforma-lo em uma dissertacdo. Agradeco também pelo tempo
disponibilizado e por sempre me fazer buscar por mais, além das preocupagcdes nos

meus momentos mais baixos.

A Professora Doutora Maria Manuel, por também aceitar este desafio e por me
proporcionar as condigfes necessarias para que eu pudesse seguir com meus estudos.
Agradeco também pelas apresenta¢cdes que me eram solicitadas, pois era sempre uma

forma de estar a par dos meus estudos.

A Professora Doutora Olga Borges por disponibilizar o equipamento necessario para

gque eu pudesse realizar meus ensaios enzimaticos.

A Professora Doutora Teresa Batista por sempre se preocupar COm meu percurso

académico e sempre me desafiar a buscar fazer o melhor.
A Doutora Salete Baptista por toda a orientacdo em docking e pelas explicacdes.

As minhas queridas colegas de laboratério e colegas de mestrado, que me
receberam em Portugal com muita alegria e sorriso no rosto, nunca me deixando na
mao.

Aos meus colegas de trabalho e residéncia, que me proporcionaram bons momentos

e alegrias nos momentos de estresse e descanso.

A minha parceira de vida, Jdlia de Almeida, que me deu todo o suporte emocional
para sobreviver a este periodo e que em nenhum momento me abandonou neste
processo. Que sempre me deu forgas para continuar e sempre procurou trazer o melhor

de mim.

E, finalmente, a Coimbra por ser recetiva e pelo espirito académico aqui presente

que me fard, para sempre, ansiar por um retorno.

Vil



Dedico esta dissertacdo a todos aqueles que sonham alto, que ndo desistem de

seus sonhos e que lutam por um mundo melhor.

Vil



indice de Figuras

Figura 1. Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Gomes e Negrelle, 2007). ....c..cccevvevvveneeee. 6
Figura 2. Esquema da estrutura das diferentes classes de flavondides. ....................... 10

Figura 3. Estrutura dos flavondides presentes na constituicdo da Cymbopogon citratus.

Figura 4. Projecdo (escala multidimensional, MDS) de NPs aleatorios (n = 1000, azul)
e compostos disponiveis (n = 1000, vermelho) nos bancos de dados TCM@Taiwan e

WA | N[ @3 AR (2 oo [T [V =TT 0 1 ) TSR 19
Figura 5. Cromatogramas obtidos para o extrato de Cymbopogon citratus (esquerda) e
da frag@o de flavonGides (Ir€ita).........cocevererierieieirieirese e 29
Figura 6. Pagina de submissao do SWISSADME. .........cccccceiieieveneeecseeeee e 31
Figura 7. Gréafico BOILED-egg (WLOGP -versus- TPSA) para a luteolina. ................... 32
Figura 8. Radar de biodisponibilidade para a luteolina. ..........ccccceeveveiiieieneceece e, 33
Figura 9. Pagina de submissao do PASS ONlINE.......cccceeoeiieeececeecceceeeseee e 34
Figura 10. Arquivo gerado pelo PASS Online para a luteolina. ........c..ccccoevevenieieenncnne. 35
Figura 11. Esquema de reacéo do cromoforo Fast Blue Salt B com o produto da reagéo
ENZIMALICAL 1.ttt ettt b et b ettt s et s et e st st e et et e be et e ebenea 39
Figura 12. Grafico BOILED-egg para os flavonéides da Cymbopogon citratus. ........... 45

Figura 13. (A) Sobreposicéo das estruturas da acarbose co-cristalizada, em azul, e da
obtida em docking. (B) Sobreposicdo da unidade acarvosina das duas estruturas...... 51
Figura 14. Interagdes entre o ligando de referéncia (amarelo) e os residuos da a-
gIUCOSIAASE lISOSSOMAL.......ccieiiciieieceeee ettt st te e b e re e s e neeneeneas 52
Figura 15. Interacdes entre a isomaltose e os residuos da proteina obtida por modelo
(o 1= 0] .00 (o]0 1 - VO R S 52
Figura 16. Alterac&o do residuo Glu411 para Asp408 impede a interacéo entre o ligando
e o residuo do modelo obtido por hoMOIOGia..........c.cceeeriririeriereieeeee e 53
Figura 17. InteragBes entre o ligando 2"-O-ramnosil isoorientina e os residuos da a-
gluCOSIAASE lISOSSOMAL. ......cociieiiieciieee et et sre et be e e e naenras 54
Figura 18. Interacfes entre os ligandos cassiaocidentalina B (esquerda) e kurilesina A
(dIr€ita) € @ ENZIMA. ..ccveeeeiiceee et e st e e et e sbe et e steesaessessaensesreensenees 54
Figura 19. Posi¢bes previstas para os ligando C-O-diglicosilados, 2"-O-ramnosil
isoorientina (azul), cassiaocidentalina B (amarelo) e kurilesina A (vermelho). .............. 55

Figura 20. Orientag@es previstas para o carlinésido (azul) e o isoshaftésido (vermelho).



Figura 21. Orientacbes previstas para isoorientina (verde), orientina (roxo) e
swertiagjaponina (AMAEI0). ......cc.eouriririrereree ettt sr et 56
Figura 22. InteracBes entre os ligandos e os residuos da enzima. (A) carlinésido, (B)
isoorientina, (C) isoshaftésido, (D) orientina e (E) swertiajaponina. ...........ccccceeveerueuennen 57
Figura 23. Poses previstas para os compostos O-glicosilados cinardsido (vermelho),
isoscoparina (roxo), L70G (amarelo) e luteolina 7-O-nechesperidésido (azul)............. 58
Figura 24. Interacdes entre a luteolina 7-O-glucésido (L70G), em amarelo, e os
reSIAUOS A PrOTEINAL. ....coueuiiiiiieicieee ettt s 58
Figura 25. Interacdes entre os ligandos e os residuos da enzima. (A) cinarésido, (B)
isoscoparina, (C) luteolina-7-0O-neohesperidOSido. .........cccererierieieireeesese e 59
Figura 26. Orientagdo previstas para as agliconas apigenina (azul), canferol (vermelho),
luteolina (verde) e quercertina (AMarel0). ........ccceceeerereninieneeee e 60
Figura 27. Interacdes entre canferol (vermelho) e quercertina (amarelo) e os residuos
PIOXIMOS. ..vtueetitetirtettstettetet st ettt et bttt b et e st s e ea b e st st e st st e st e b e st eb e st e b et e b et eb et eb et ebe s ebentenennene 60
Figura 28. Interagfes entre a enzima e os ligandos apigenina (esquerda) e luteolina
(o1 =T1 = ) OSSOSO P PSPPSRSO 61
Figura 29. Esquema 2D da interacdo da acarbose com residuos do sitio ativo da a-
QIUCOSIAASE dE IEVEAUIA. ..ottt 61
Figura 30. Interacdo da cassiaocidentalina B com residuos do sitio ativo da a-
QIUCOSIAASE A€ IEVEUUIA........eeieeeeieieeeee ettt ettt s te e e besreessesneeneeneas 62
Figura 31. Interacdes entre os residuos da enzima e os ligandos kurilesina A (esquerda)
e 2"-O-ramnosil isoorientina (Air€ita)..........ccevereeeerieeeeieseeere e 62
Figura 32. Orientagcdo dos grupos glicosil da 2"-O-ramnosil isoorientina (vermelho) e
kurilesina A (amarelo) no interior da cavidade da proteina. .........c.ccccceevveveveneececeeienen, 63
Figura 33. Orientacdo prevista para os compostos 6,8-C-diglicosilados, carlinésido
(vermelho) e isoshaftosido (verde) e as intera¢cdes com os residuos proximos. ........... 64
Figura 34. Interacbes dos grupos glicosil dos compostos isoorientina (azul) e
swertiajaponina (roxo) com 0S residuos INTEINOS. .......ccecveieieecececeee e 65
Figura 35. Orientacdo da orientina (amarelo) prevista no interior do sitio ativo da
O] (01 1= = VRS SR R 65
Figura 36. Orientacdes previstas para apigenina (vermelho) e canferol (verde) e suas
interagdes com residuos do Sitio ativo da eNZiMa. .........cccevereereieiininesese e 66
Figura 37. Orienta¢cBes previstas para luteolina (azul) e quercertina (amarelo) e suas
interagdes com residuos do Sitio ativo da eNZiMa. .........cccceveeereieininese e 67
Figura 38. Placa TLC visualizada sob luz visivel e sob os comprimentos de onda 254nm
(centro) @ 366NM (AIr€ITA)......cccueeiieeieeceeriece e e e e re e te e s e e s e e saeesatesabeenreesaesenas 69



Figura 39. Placa multiwell apds incubagéo e adigdo do Fast Blue Salt B...................... 70
Figura 40. Atividade inibitéria das amostras em diferentes concentracdes. Os valores
correspondem a média + desvio padrao de trés ensaios independentes. (*** P<0,001 e
NS = NA0 SIGNITICALIVO) ...veueeueeiieiieiieieet ettt ettt 71

Figura 41. Curvas de dose resposta para as diferentes amostras e seus valores de ICso.

Xl






indice de Tabelas

Tabela 1. Caracterizacdo botanica da Cymbopogon citratus (Gomes e Negrelle, 2007).

Tabela 2. Nomes comuns e usos terapéuticos das partes da Cymbopogon citratus..... 7
Tabela 3. Classe dos flavondides presentes ha Cymbopogon citratus. ...................... 11
Tabela 4. Identificacdo dos compostos presentes no extrato e fragdo do Cymbopogon
citratus. Atribuicdo feita de acordo com Figueirinha, Santos-buelga e Batista (2008). 30
Tabela 5. Concentracdo (em pg/mL) e log da concentracdo (logC) das amostras
utilizadas NOS eNSAIOS ENZIMALICOS. ..cccoeieeie e 39
Tabela 6. Possiveis atividades biolégicas dos flavonéides da Cymbopogon citratus. . 43
Tabela 7. Propriedades fisico-quimicas dos flavonéides da Cymbopogon citratus. .... 46
Tabela 8. Parametros de lipofilicidade calculados para os flavonéides da C. citratus. 46
Tabela 9. Propriedades farmacocinéticas dos flavonéides da C. citratus.................... 47
Tabela 10. Propriedades druglikeness dos flavonéides da C. citratus. ....................... 47
Tabela 11. Caracteristicas quimicas medicinais e acessibilidade sintética dos
L1 E2AVZ0 g Lo )T [T o o O o1 (= L LU 48
Tabela 12. Docking molecular dos flavondides da Cymbopogon citratus para a a-
glucosidase lisossomal (PDB ID: 5NNB8) e de levedura (AGS) ......cccceeeveeeviiveiiiiiieneeennn, 50
Tabela 13. Resultados do ensaio enzimatico obtidos para acarbose, extrato e fracdo de

TV ONOIAES. ..o 70

Xl






indice de Abreviacdes

5-LO
AChE
AD
AGS

BACE1
local B

BChE

C.AD.D.

COX-2
DIl
DPPH
GAA
GSK3p
HIF-1A
HRAR
HTS
iNOS
L70G
LPS
LTB4
NCE
NF-kB
PASS
PPARy
PPHG
RLAR
TNF-a
TXB,
VEGF-A
WHO

Lipo-oxigenase 5

Acetilcolinesterase

Doenca de Alzheimer

a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae

Enzima 1 responséavel pela clivagem da proteina precursora amildide no

Butirilcolinesterase

Computer Assisted Drug Design
Ciclo-oxigenase 2

Doenca Inflamatoria Intestinal
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

a-glucosidase lisossomal &cida de Homo sapiens
Glicogénio sintase cinase-3f3

Fator de hipdxia induzido-1A

Aldose redutase recombinante humana
High Throughput Screening

Oxido nitrico sintase induzida
Luteolina-7-O-glucopiranésido
Lipopolissacérido

Leucotrieno B4

Novas entidades quimicas

Fator nuclear kappa B

Prediction of Activity Spectra of Substances
Proliferador de peroxissoma y
Hiperglicemia de periodo pds-prandial
Aldose redutase recombinante de ratos
Fator de necrose tumoral a

Tromboxano B2

Fator de crescimento vascular endotelial A

World Health Organization

bY






INDICE GERAL

1.

4.

© N o v

TN (oo 1V Lo} o 1SR 1
1.1. Plantas medicinais e 0 seu papel no desenvolvimento de novos
FAIMACOS o 3
1.2. O género CymbOPOgON ....ccooiiiiiiiiiiiii s 5
1.3, CymbopOgon CIlratUS. ....cuuuiiiii i e e e et e e e e e e e 5

1.3.1. Caracterizacio DOtANICA ..........uvvuiiiiiiei e 5
1.4, CompoSIGA0 fItOQUIMICA ...ccoiiiiiiiiiiiii e 8

1.4.1.  OlE0 @SSENCIAN......cueiueeeeeeeeceeie et ettt te e e e eaeereare e, 8

1.4.2. CompoStOS fFENGLICOS .....ceeiiieeece e 9
1.5. Flavonodides C-glicosilados e suas atividades terapéuticas.................... 13
1.6, DIADELES ..o e 15
1.7. Computer Assisted Drug Desigh (C.AD.D.) .vciiiiiiiiiiiiciee e, 18

OB JELIVOS ..ot e e e e et e e e e e e et e aaeaaaran 23

MEtOdOS EXPEIIMENTAIS ....cciiiiiiiiiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e 27
3.1, MateriaiS € rEAGENTES .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiitii bbb eebbbenennnnnne 29
3.2. Preparacdo e caracterizagcdo quimica do extrato e fracdo de flavondides

29
3.3. Caracterizagao fisico-quimica dos flavonoides do Cymbopogon citratus
31
3.4. Selecédo dos alvos farmacolégicos dos flavonéides do Cymbopogon
(0] 8 = LD 34
3.5, ENSAIOS iN SIlICO.ciiiiiiiiiii e 35
3.5.1. Modelo de homologia para a a-glucoSidase ............ccooeeeeeeeiieiiiieeeeeeeeee 35

3.6. Andlise qualitativa dos fitoconstituintes por cromatografia de camada
fina 37

RESUITA0S € DISCUSSA0 ... .uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiib bbb bbeneeneanenes 41
4.1. Selecédo dos alvos farmacolégicos dos flavonéides do Cymbopogon
o3 11 = 1 PP 43
4.2, ENSAIOS IN SHICO...ciiiiiiiiiiiie e 45
4.2.1. Previséo das propriedades fiSiCO-QUIMICAS ...........cuvvieiiieeiiiiiiiiiiiieee e 45
4.2.2.  DOCKING MOIECUIAT........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii b beeeeeeeee 50
4.2.2.1. Docking sobre a-glucosidase lisossomal...............ccceeiiiiiiiiiniieenieennn, 53
4.2.2.2. Docking sobre a-glucosidase de levedura..............ccooeeviiiiiiiieerieennnn. 61
DI o ST Lo I 1= - | R 73
1070 o Lod ¥ =7 T L SUSPPPPPRRN 77
PerSPetivas FUTUINAS. .....coiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e eeeeees 81
Referéncias BibliografiCas .......c.uuuvviiiiiiiiiiiii e 85






1. Introducao






Introducao

1.1. Plantas medicinais e o0 seu papel no desenvolvimento de novos farmacos

Desde a antiguidade o ser humano tem utilizado fontes naturais de origem animal,
vegetal e mineral para o tratamento de doencas. Apesar de ndo possuir o conhecimento
sobre os mecanismos das doencas, as comunidades adquiriram e acumularam dados
sobre usos terapéuticos de fontes naturais, que perduram até hoje e ainda sao utilizados
para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Historicamente, o0s
tratamentos disponiveis eram maioritariamente de origem natural e eram o0s Unicos
disponiveis até o século XX, quando se verificou um grande avancgo tecnoldgico que
permitiu mudangas na forma como desenvolvemos novos farmacos (Lahlou, 2013).
Ap6s este periodo, o surgimento de técnicas como quimica combinatorial, High
Throughput Screening (HTS) e técnicas mais avancadas de quimica organica resultou
em uma forte mudanca no panorama da Investigacdo e Desenvolvimento de
medicamentos. A abordagem antes empirica e baseada na observacao de fenétipos
produzidos pelos extratos de produtos naturais, também chamada de abordagem
phenotype-based, passou a ser uma abordagem baseada na hip6tese de que um Unico
composto presente nos extratos interage com proteinas chaves responsaveis pelo
desenvolvimento de uma determinada doenca. Esta abordagem, conhecida como
target-based, é a abordagem preferencial ainda utilizada pela industria farmacéutica.
Com isso, esperava-se que a sintese de compostos cujas estruturas eram previstas
computacionalmente tornasse a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos mais
eficiente e barata (Swinney, 2013).

Apesar do sucesso da nova abordagem, a inddstria comegou a presenciar uma
gueda no numero de pequenas moléculas aprovadas como medicamentos. Por
exemplo, no periodo entre 1940 e 2014, das 175 pequenas moléculas aprovadas na
area do cancro, 75% eram consideradas “ndo-sintéticas”, sendo 85 destas moléculas
provenientes de produtos naturais ou derivadas dos mesmos, e apenas 36% das 1073
novas moléculas aprovadas entre 1981 e 2010 foram puramente sintéticas, sendo mais
de metade destas inspiradas ou derivadas de compostos naturais (Atanasov et al., 2016;
Newman e Cragg, 2016). Esta reducdo pode ser explicada pelo facto de os compostos
sintéticos raramente resultam em medicamentos aprovados, muitas vezes por serem
ineficazes ou por serem muito toxicos (Hughes et al., 2011). Estes nimeros mostram
um panorama preocupante, visto que o custo de desenvolvimento de um novo
medicamento pode chegar a mais de US$ 2 bilides, sendo que apenas cerca de 10%
dos compostos considerados hits/leads conseguem avancgar da fase Il até o seu
lancamento no mercado, sobretudo por causa de problemas relacionados com eficacia

e seguranca, correspondendo a 52% e 24%, respetivamente, das falhas no periodo
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Introducao

entre 2013-2015 (DiMasi, Grabowski e Hansen, 2016; Harrison, 2016; Smietana,
Siatkowski e Mgller, 2016). Devido a estas adversidades, os investigadores voltaram as
suas atencfes para 0s produtos naturais, em contrassenso com a tendéncia atual de
pesquisa e desenvolvimento. Esta mudanca de estratégia confere muitas vantagens,
inerentes as caracteristicas dos produtos naturais e seus fitoconstituintes.

Os compostos presentes nos produtos haturais possuem elevado grau de
complexidade, dificilmente podendo ser reproduzidos sinteticamente, com scaffolds
semi-rigidos, presenga de muitos centros quirais, mais de 5 dadores de ligacdo de
hidrogénio, mais de 10 aceitadores de ligacao de hidrogénio, mais de 5 ligacdes C-C
rotativas, uma area de superficie polar grande e peso molecular acima de 500. Também
€ importante lembrar que a quinta regra de Lipinski diz que as primeiras quatro regras
ndo se aplicam aos produtos naturais, nem a nenhuma outra molécula que é
reconhecida por um sistema de transporte ativo. Além disso, técnicas muito utilizadas
hoje como HTS baseiam-se em bibliotecas de compostos contendo muitas informacdes
estruturais de compostos naturais, 0 que ainda demonstra uma grande dependéncia de
conhecimento sobre estas estruturas por parte da industria farmacéutica (Lahlou, 2013;
Newman e Cragg, 2016).

Das fontes naturais disponiveis, as plantas estdo fortemente presentes na historia
da medicina, contribuindo com um numero significativo de compostos, nomeadamente
a morfina, ingrediente ativo do 6pio extraido da papoila, e a digoxina, um estimulante
cardiaco extraido da planta Digitalis lanata (Lahlou, 2013). Medicamentos como o acido
acetilsalicilico, largamente utilizado hoje para o tratamento de dores leves a moderadas
e febre, e a galantamina, utilizada para o tratamento da doenga de Alzheimer, surgiram
das plantas ou foram derivadas dos seus principios ativos a partir de semi-sintese.

Porém, a principal desvantagem da investigacao de novos medicamentos a partir de
compostos derivados de fontes naturais é a dificuldade de transpor os resultados das
pesquisas para um item comercial, sobretudo devido as dificuldades inerentes das
etapas de extragdo, isolamento e identificacdo, que sao complexas e morosas. Além
disso, certos compostos naturais possuem estruturas muito complexas que ndo podem
ser sintetizadas facilmente, levando a um grande impacto ambiental devido a exploracéo
da fonte principal. Mesmo assim, o panorama nao é desanimador. Das 250000 espécies
de plantas, estima-se que apenas entre 5 e 15% ja tenham sido investigadas, o que nos
da um grande espaco para investigacdo e desenvolvimento de novos farmacos a partir
de plantas medicinais (Lahlou, 2013; Newman e Cragg, 2016). Com a tecnologia
disponivel hoje, como ferramentas de previsdo de atividades farmacoldgicas e bancos
de dados disponiveis gratuitamente pela internet, é possivel reduzir o custo e facilitar o

processo de isolamento de um determinado principio ativo, além de possibilitar a
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descoberta de atividades ainda ndo investigadas para os fitoconstituintes presentes

numa planta medicinal.

1.2. O género Cymbopogon

O género Cymbopogon € largamente distribuido nas regides tropicais e sub-tropicais
da Africa, Asia e América e compreende 144 espécies. Este género é notdrio pelo seu
alto contetdo de Oleos essenciais, que sao largamente comercializados e utilizados com
aplicacdes na cosmética, perfumaria e industria farmacéutica. O grande valor comercial
atribuido as plantas deste género pode ainda ser explicado devido as suas capacidades
de crescerem em condi¢des climaticas moderadas ou extremas. Dentre 0s usos mais
comuns para estas plantas, incluem-se o uso como chd comum, controlo da gripe,
analgésico e anti-inflamatério, inseticida e repelente de insetos e também como

suplemento alimenticio (Avoseh et al., 2015).

O nome Cymbopogon foi primeiramente introduzido por Sprengel em 1815 e possui
grande semelhanca com o género Andropogon, com alguns autores concordando que
plantas pertencentes ao primeiro género sdo subespécies do segundo. As plantas deste
género costumam ser altas, com até 1 metro de altura, perenes e com folhas longas e
estreitas, principalmente caracterizadas por pequenos espinhos alinhadas com as
extremidades das folhas. Dentre as plantas deste género, as mais conhecidas séo a C.

citratus, C. martinii, C. flexuosus, C. nardus, e C. winterianus (Bertea e Maffei, 2010).

1.3. Cymbopogon citratus
1.3.1. Caracterizacao botanica

O Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, anteriormente classificado como Andropogun
citratus, pertence a familia Poaceae, que engloba cerca de 500 géneros e
aproximadamente 8000 espécies, classificado botanicamente conforme descrito na
Tabela 1. E uma planta nativa das Américas, Asia e Africa, sendo também cultivada em
outras regides temperadas e tropicais. Com mais de 28 designa¢des em todo o mundo,
€ popularmente conhecida como capim-limdo ou erva cidreira (Brasil), erva-principe
(Portugal), hierba limon ou zacate de limén (Espanha), lemon grass (Estados-
Unidos/Inglaterra), citronelle ou verveine des indes (Franga) e xiang mao (China), entre
outros. Pertence ao género Cymbopogon, o qual possui cerca de 180 espécies, sub-
espécies, variedades e sub-variedades e, dentre as diferentes espécies do genus, &
uma das mais conhecidas no mundo, juntamente com a C. martinii, devido ao seu 6leo

essencial de grande valor comercial (Bertea e Maffei, 2010; Lawal et al., 2017).
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Tabela 1. Caracterizacdo boténica da Cymbopogon citratus (Gomes e Negrelle,
2007).

Reino Plantae

Sub-reino Tracheobionta

Super divisdo Spermatophyta

Divisdo Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Subclasse Cammelinidae

Ordem Cyperales

Familia Poaceae (R.BR) Barnhart, 1895
Género Cymbopogon Spren., 1815
Espécie Cymbopogon Citratus

Figura 1. Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Gomes e Negrelle, 2007).

Devido a facilidade da sua plantacao, o consumo de infus@es e outros preparados a
partir de diversas partes tornou-se pratica comum em muitos paises, tanto pelo seu valor
medicinal, como pelas suas caracteristicas fisico-quimicas. Possui uma coloracao
levemente esverdeada e um aroma agradavel, caracteristico do lim&o, que faz com que
seja muito utilizado em alimentos e na industria de aromas. Devido ao seu sabor
levemente citrico, é frequentemente utilizada na culinaria asiatica, sendo muito comum
encontré-la na preparacdo de chas e como condimento (Figueirinha, 2011). Quanto ao
seu valor medicinal, muitos paises utilizam diferentes partes da planta para o tratamento
ou alivio de diversas doengas como febre, doengas inflamatdrias intestinais (DII) e

diabetes, sendo ainda utilizada como repelente de insetos e para usos ornamentais. Em
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alguns locais, como Nigéria, Argentina, Cuba e Costa Rica, as folhas de Cymbopogon

sdo utilizadas para tratamento de diabetes, gripe, constipacdo, alivio da tosse,

expetorante e como uma alternativa a escova de dentes ao mastigar. Nas Filipinas

também acreditam que a C. citratus possui propriedades curativas e ajuda no alivio da

indigestao, problemas estomacais, stress, resfriados, febres, dores e artrite. Outros usos

ja reportados incluem atividades antibacteriana, antifingicas, anticarcinogénica,

antioxidante, cardioprotetora e antirreumatica (Avoseh et al., 2015; Ekpenyong, Akpan
e Nyoh, 2015; Shah et al., 2011).

O dleo essencial da C. citratus € muito utilizado pela industria de cosméticos,

farmacéutica e de perfumaria, atribuindo um elevado valor econémico a planta e

rendendo diversos estudos acerca de sua composi¢céo e propriedades (Avoseh et al.,

2015).

Tabela 2. Nomes comuns e usos terapéuticos das partes da Cymbopogon citratus.

Regido Nome comum Partes Usos terapéuticos Ref.
Resfriado, gripes,
Argentina Limonaria Folhas disturbios digestivos, Avoseh et
S al., 2015
malaria
o Avoseh et
. Cap'm.'"mf"‘o Ansiolitico, anti- al., 2015;
Brasil Erva-cidreira Folhas . .
Capim-santo hipertensivo Shah et al.,
2011
China Xiang mao Planta Alivio de dores F'g;%'f?ha’
Mastigado como pasta Avoseh et
Coldombia Limonaria Rizoma dentaria, controle de
al., 2015
pestes
Tosse, expetorante, Avoseh et
Costa Rica Grass tea Folhas carminativo,
. al., 2015
depurativo
Resfriado, gripes, Avoseh et
Cuba Cana Santa Folhas distarbios digestivos,
S al., 2015
malaria
Estados- Lemon grass Planta Feridas e fratura Shah et al.,
Unidos Citronella O6ssea 2011
india Lemon arass Aereas Febre, problemas Avoseh et
9 digestivos al., 2015
Nigéria Lemon arass Folhas Diabetes, inflamacédo,  Avoseh et
9 9 doenca nos nervos al., 2015
Analgésico gastrico,
problemas digestivos, Lo
o - - Figueirinha,
Portugal Erva-principe Folhas anti-inflamatério 2011
intestinal, enjoo,
antiespasmadico renal
Trinidad & Fever arass Grama e Gripes, resfriados, Avoseh et
Tobago g rizoma febres e diabetes al., 2015
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O Cymbopogon citratus é uma planta perene, frondosa e robusta, que pode chegar
a um metro ou mais de altura formando touceiras, com rizomas curtos. Caracteriza-se
pelos colmos simples ou ramificados, eretos, lisos e glabros, as folhas moles, basais,
glabras; bainhas fechadas na base, mais curtas que os entrends, estriadas; ligula
membranacea ou arida, com 4-5 mm de comprimento; laminas eretas, planas, longo-
atenuadas na base da lamina estreita, para cima atenuada, na ponta setacea, cerca de
1 m de comprimento, 5-15 mm de largura, margens escabrosas e perto do 4pice costa
forte em baixo e alvacentas na face superior. As inflorescéncias normalmente sdo em
pares de racimos espiciformes, sendo um ou outro solitério, e terminais no colmo ou nos
ramos de colmo, 30-60 cm de comprimento, eretas, entrends da rdquis semelhantes aos
pedicelos da espigueta pedicelada; os racimos sdo desiguais, com 3-6 cm de
comprimento; os pedicelos sao lineares, planos na face ventral, dorsalmente convexos,
normalmente com cavidade no 4&pice, vilosos, arroxeados. Espiguetas sésseis
desarmadas, canaliculadas no lado ventral, 4,5-5,0 mm de comprimento, 0,8-1,0 mm de
largura, margens crescentes, ciliadas. Glumas iguais ou subiguais, a inferior lanceolada,
bilobulada no 4pice, bicarinada, com margens agudamente curvadas do meio para cima,
a superior lanceolada, 4,3-4,5 mm de comprimento, normalmente 1-nervada. Lema
estéril lanceolado, 3,5 mm de comprimento, 2-nervado ciliado. Lema fértil linear, 2,5 mm
de comprimento, bifido, 1-nervado, ciliado. As suas folhas sédo longas, medindo até 1,5
m de comprimento, lanceoladas, de coloragdo verde-palida, cortante ao tato quando
dilacerada manualmente. As epidermes em sec¢do paradérmica, apresentam células
de paredes espessas e ondulosas com formatos alongados, os estbmatos possuem
células oclusivas em “halteres” e os tricomas tectores sao unicelulares, curtos (50 mm)

e curvos, constituindo aspeto de “serra” (Gomes e Negrelle, 2007).

1.4. Composicéo fitoquimica

1.4.1. Oleo essencial

O dleo essencial (O.E.) da C. citratus é muito comum e um dos mais baratos
disponiveis no mercado. E obtido através da destilac&o a vapor a partir das folhas secas
ou frescas, resultando em uma mistura de hidrocarbonetos, como terpenos e
sesquiterpenos, e compostos oxigenados, como éteres, ésteres, cetonas, fenois e
aldeidos, que conferem o aroma caracteristico do 6leo essencial (Koul et al., 2004),
sendo alguns destes fitoconstituintes invariaveis a origem da planta. Os terpendides que
constituem o Oleo essencial possuem algumas variagbes dependendo do local de

cultivo, estado de maturacéo e diferencas genéticas, além das diferencas dos métodos
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de extracdo e partes das plantas utilizados (Lawal et al., 2017). O 6leo contém alto teor
de citral, uma mistura dos aldeidos neral e geranial (em maior predominancia), que pode
chegar a concentracdes de 70 a 80% (Gomes e Negrelle, 2007), e é usado
principalmente na confecdo de sabonetes, produtos de perfumaria e outros de carater
nao-medicinal. Além destes, hd uma variedade de monoterpenos que constituem o 6leo,
sendo o mirceno 0 que aparece em maior quantidade, com concentracfes entre 2 e
25%, seguido do limoneno, que pode chegar a 5% (Figueirinha, 2011; Figueirinha,
Santos-buelga e Batista, 2008).

Apesar de 0 seu uso ser maioritariamente nao-medicinal, muitos estudos
evidenciaram o carater terapéutico do 6leo essencial, principalmente atividades anti-
inflamatéria, anti-fngica, ansiolitica, efeitos no sistema cardiovascular e atividade anti-
tumoral (Boukhatem et al., 2014; Gomes e Negrelle, 2007; Moreira et al., 2010). Em
regibes como Asia e Africa, o 6leo é ainda utilizado como antisséptico, antitissico e
antirreumatico, através do uso das infusGes das folhas (Boukhatem et al., 2014). No
Brasil, o cha com folhas secas ou frescas é utilizado para tratamento de problemas
digestivos, como antitissico, analgésico, antitérmico, anti-inflamatério, tratamento de
doencas do trato urinério, anti-hermético, antiespasmodico, anticardiopatico e
antialérgico (Gomes e Negrelle, 2007; Sousa, Silva e Viccini, 2010). Devido ao seu alto
valor comercial, grande parte da investigacdo é voltada para a composi¢cdo do 6leo
essencial, sendo poucos os estudos que procuram caracterizar os compostos fendélicos

presentes e relaciona-los com as atividades terapéuticas da planta.
1.4.2. Compostos fendlicos

Os compostos polifendlicos sdo partes importantes na constituicdo das plantas e
estao presentes como metabolitos secundérios, ndo tendo nenhuma funcéo vital para o
funcionamento do seu metabolismo principal. Estes compostos agem principalmente
como mecanismos de defesa nas plantas, ou outras formas de comunicacao e interacdo
com o ambiente externo, mas possuem grande valor medicinal. Entre 0s compostos
fendlicos, os flavonodides desempenham diversas funcbes, como protecdo UV,
quimioatrativos para bactérias e fungos ou como defesa contra virus, bactérias, fungos
e herbivoros (Marin et al., 2015). Os flavondides compdem um conjunto de diferentes
classes de compostos, como antocianidinas, flavonais, flavonas, flavanéis, flavanonas,
isoflavonas, isoflavanos e isoflavanonas, cada uma com suas respetivas subclasses e
estdo largamente distribuidas nas plantas (Figura 2). Estes compostos podem ser
encontrados em diferentes fontes naturais, geralmente sob as formas C- ou O-

glicosiladas, estando relacionados com diversas atividades terapéuticas.
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Até hoje, foram caracterizados na C. citratus diferentes compostos fenélicos com
atividades terapéuticas, principalmente o acido clorogénico, &cido cafeico, acido p-
cumarico (Negrelle e Gomes, 2007). Compostos como elemicina, catecol e hidroquinona
também j& foram isolados do 6leo essencial da Cymbopogon citratus no Bangladesh,

assim como outros acidos fendlicos como nerolico e geranico (Figueirinha, 2011).

Entre os flavondides presentes nesta planta, diferentes derivados glicosilados da
apigenina e luteolina foram identificados, principalmente flavonas como a luteolina 6-C-
B-glucopirandsido (isoorientina), luteolina 7-O-B-glucopiranésido (L70G), luteolina 2” -
O- ramnosil-(6-desoxi-ribo-hexos-3-ulosilo (cassiaocidentalina B), isoorientina 2"-O-
ramndsido, apigenina 6-C-a-arabinopiranosil-8-C--glucopiranésido (isoshaftésido),
luteolina 6-C-B-glucopiranosil-8-C-a-arabinopiranésido (carlinésido), luteolina 7-O-
neohesperidésido (Lonicerina) e 6-C-a-arabinofuranosil-(1—2)-a-L-ramnopirandésido
(kurilesina A) (Figueirinha, 2011). Outros autores também ja reportaram a presenca de
quercetina, canferol, luteolina 7-O-glucésido (cinarésido) (Sousa, Silva e Viccini, 2010),
crisoeriol 6-C-glucosido (isoscoparina), luteolina 8-C-B-glucopirandsido (orientina) e
swertiajaponina (Cheel et al., 2005) na C. citratus (Figura 3). Estes compostos podem
ser separados em grupos de acordo com o numero de glicésidos ligados e a posi¢ao de

ligacdo do mesmo (Tabela 3).

Isoflavona Flavanona

O

Flavonal Isoflavanona Antocianidinas

Flavanol Isoflavano

NS
=

Figura 2. Esquema da estrutura das diferentes classes de flavondides.
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Tabela 3. Classe dos flavondides presentes na Cymbopogon citratus.

Introducao

Classe Nome Estrutura
2"-0O-Ramnosil Isoorientina 1
C-O-diglicosilados Cassiaocidentalina B 2
Kurilesina A 3
Carlinésido 4
Isoorientina 5
C-glicosilados Isoshaftésido 6
Orientina 7
Swertiajaponina 8
Cinarésido 9
o Isoscoparina 10

O-glicosilado

L70G 11
Luteolina 7-O-neohesperiddsido 12
Apigenina 13
Genina Canfer.ol 14
Luteolina 15
Quercetina 16

11
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/@\ (12) (13) (15)
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4 (16)

Figura 3. Estrutura dos flavonéides presentes na constituicao da Cymbopogon
citratus.

Muitos estudos comprovam os seus diferentes beneficios para a salde,
principalmente devido as suas capacidades de captacdo e estabilizacdo de radicais
livres de oxigénio ou azoto, atividades anti-inflamatérias, anti-mutagénica e anti-
carcinogénica, além de serem capazes de modular enzimas importantes. Estas
propriedades conferem a esta classe de compostos um vasto potencial terapéutico,
desde o possivel tratamento da doenga de Alzheimer (AD), diabetes e cancro (Panche,
Diwan e Chandra, 2016). Dentre os flavonoides presentes na C. Citratus, a orientina,
isoorientina, luteolina e apigenina j4 foram largamente reportados como possuindo
atividades anti-inflamatérias, através da reducdo a expressao de enzimas e citocinas

pro-inflamatérias, como a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), a 6xido nitrico sintase induzida
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(iNOS), 5-lipo-oxigenase (5-LO ou 5-ALOX), fator nuclear kappa B (NF-kB), fator de
necrose tumoral a (TNF-a) e modulacdo da expressdo de isoleucinas pré e anti-
inflamatérias (Francisco et al., 2011; Jiang, Doseff e Grotewold, 2016; Lee e Kim, 2010;
Mello et al., 2011; Park e Song, 2013). Francisco e colaboradores (2011) também ja
evidenciaram a acao anti-inflamatéria da fracéo de flavondides do extrato aquoso das
folhas da C. citratus. Neste, mostram que a fracdo foi capaz de reduzir a expressao da
INOS em macrofagos estimulados com LPS, apesar de néo reduzir a expressao de
COX-2. Sagradas e colaboradores (2015) também mostraram que a infusdo das folhas
da Cymbopogon é capaz de reduzir os danos no estdmago dos ratos em modelo de

Ulcera péptica causada por etanol.

1.5. Flavonéides C-glicosilados e suas atividades terapéuticas

Apesar de existirem muitos estudos sobre as atividades dos flavondéides, em geral o
foco é voltado para as atividades das agliconas ou dos flavonoides O-glicosilados,
principalmente devido & dificuldade existente em isolar e caracterizar os flavondides C-
glicosilados. Adicionalmente, devido a maior solubilidade e capacidade de absorcéo e
maior facilidade de metabolizacdo das agliconas e dos O-glucdsidos, estes tornam-se
objetos de maior interesse. Em perspetiva, enquanto o nimero de flavonas e flavonois
O-glicosilados conhecidos durante o periodo de 2004-2006 aumentou em cerca de 31
e 60%, respetivamente, o numero de flavonas e flavonoéis C-glicosilados diminuiu em
22%. Os C-glicosilflavonoides possuem um glucésido geralmente ligado nas posi¢cdes 6
ou 8 do anel C, ou até mesmo em ambas, onde o tipo de glucdsido pode ser variavel.
Os flavondides C e O-glicosilados mais comuns encontrados nas plantas geralmente
sdo flavonas e flavondis, dentre os mais pesquisados a vitexina, a isovitexina, a
orientina, isoorientina e seus derivados multiglicosilados (Veitch e Grayer, 2011; Xiao et
al., 2016).

Ainda assim, existem estudos que comprovam as suas atividades como potenciais
agentes terapéuticos. Por exemplo, Odontuya e colaboradores (2005) foram capazes
de isolar a isoorientina das partes aéreas da Gentiana tenella e G. azurea e estudaram
a sua capacidade de inibir a sintese de tromboxano B2 (TXB.) e leucotrieno B4 (LTB.)
em leucocitos de ratos, ambos derivados do acido araquidonico da via da ciclo-
oxigenase (COX) e 5-lipo-oxigenase (5-LOX) com propriedades pro-inflamatorias. A
atividade anti-inflamatoria foi atribuida a estrutura da isoorientina. Kwon e colaboradores
(2004) estudaram a capacidade de diferentes flavonoides C-glucésidos, entre eles a

orientina, em inibir a produ¢cdo de NO induzida por lipopolisacarido (LPS), cujos
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resultados mostraram que, a excecao de alguns flavonoides, muitos mostraram inibir a
producdo de NO de forma dose-dependente. Estes resultados foram atribuidos a

presenca de um grupo glicosilo nas posi¢coes 6 e 8 do anel (Xiao et al., 2016).

Ninfali e colaboradores (2017) realgaram a atividade antioxidante, anti-inflamatoéria
e antiproliferativa da vitexina-2-O-xilésido e vitexina-2-O-ramnésido isoladas da acelga
(Beta vulgaris var. cicla L.) e da beterraba (Beta vulgaris var. rubra L.). Estes compostos,
em conjunto com as betaxantinas e betacianinas isoladas da B. vulgaris, sdo capazes
de exercer atividades antiproliferativas nas linhas celulares de cancros de mama,
bexiga, célon e figado, através da indug&o de vias apoptdticas intrinsecas e extrinsecas,
além de exercerem um papel importante na downregulation de genes pré-sobrevivéncia
e gue controlam a angiogénese, como o fator hipoxia induzido-1A (HIF-1A) e o fator de

crescimento vascular endotelial A (VEGF-A).

Liang e colaboradores (2016) verificaram a capacidade do extrato de seda de milho
(Zea mays L.) de inibir a glicogénio sintase cinase-3B3 (GSK3B), enzima chave
responsavel pela hiperfosforilagdo da proteina Tau e que desempenha um papel critico
no desenvolvimento de doencas degenerativas, como a doenca de Alzheimer. Os
pesquisadores isolaram dois C-glicosidos do extrato, isoorientina e 3’-metoximaysina, e
realizaram o docking molecular, mostrando que a inibicao da GSK3[ ocorre através de
um mecanismo nao-competitivo com o ATP, em um sitio alostérico da enzima onde a
C-glicona realiza uma interacdo polar com residuos proximos a cavidade de ligacédo da

molécula de ATP.

Modesti e colaboradores (2015) isolaram seis flavondides C-glicosilados, dentre eles
isovitexina, isoorientina, isovitexina-2”-O-ramnésido e isoorientina-2”-O-ramnésido, do
extrato aquoso das folhas de Passiflora bogotensis e analisaram os seus potenciais de
inibicdo da a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae. Os seus estudos mostraram
qgque os flavonoides C-glicosilados isolados foram capazes de inibir a enzima,
concordando com outros estudos similares. Além disso, notaram que as atividades dos
compostos monoglicosilados sdo maiores quando comparados aqueles diglicosilados e

ainda maiores quando ha um grupo acetilo na posicao C(6”) do agucar.

Derivados mono e di-glicosilados da apigenina e da luteolina, isolados do extrato
das folhas de Passiflora edulis, também mostraram capacidades antioxidantes contra

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e inibicdo da xantina oxidase (Ferreres et al., 2007).

Além disso, por ndo sofrerem hidrélise acida no estbmago, as C-glicosilflavonas sao
mais estaveis e chegam praticamente intactas a regiao do cdélon, onde entdo podem ser

metabolizadas pelas bactérias existentes da flora intestinal, sendo uma caracteristica
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muito interessante para se considerar em relacdo as doencas inflamatdrias intestinais
(DII), como a doenca de Chron e colite ulcerativa, além de doencas como diabetes,
através da competicdo com a glicose com certos mecanismos de absor¢ao no intestino

(Cazarolli et al., 2008; Francisco, Figueirinha e Costa, 2014; Sagradas et al., 2015).

Porém, ainda h4 uma extensa falta de dados sobre a relacao estrutura-atividade dos
C-glicosidos em ensaios in vivo que permitam fazer uma generalizagéo sobre o assunto.
O que se observa até o momento é que a O-glicosilacdo reduz a atividade, quando
comparado com as respetivas agliconas, podendo promover muitas outras atividades,
como anti-HIV, antialérgica, antiobesidade, anticolinesterase, inibicdo da tirosinase,
entre outros (Xiao, 2015; Xiao et al., 2016). Nos derivados da luteolina e apigenina, a C-
glicosilacdo confere diferentes resultados sobre a atividade antioxidante, antidiabética,
anti-inflamatdria e anti-Alzheimer. Entre a luteolina e seus dois derivados C-glicosilados,
a orientina e isoorientina, a Ultima mostrou maior atividade antioxidante contra DPPH,
apesar da aglicona mostrar maior inibicdo da geragéo de espécies reativas de oxigénio.
A atividade anti-Alzheimer destes compostos foi maior para a aglicona, sobre alvos
como a acetilcolinesterase (AChE), a butirilcolinesterase (BChE) e a enzima 1
responsavel pela clivagem da proteina precursora amiléide no local B (BACE1). A
isovitexina, um derivado da apigenina, mostrou maior potencial inibitério para estes
alvos. Apesar da apigenina e seus derivados se mostrarem potentes inibidores da
aldose redutase recombinante humana (HRAR) e aldose redutase de ratos (RLAR),
ambos alvos para diabetes, o derivado glicosilado isovitexina mostrou maior atividade
(Chai et al., 2014a, 2014b). Portanto, estudos detalhados sobre estes compostos sdo

necessarios para avaliar seus potenciais terapéuticos.
1.6. Diabetes

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (WHO), a diabetes € uma doenca
cronica que ocorre quando o pancreas nao produz insulina suficiente ou quando o corpo
€ incapaz de usar a insulina de maneira eficiente, sendo esta hormona a responsavel
pela regulacéo dos niveis de glucose no sangue. Em pacientes com diabetes o quadro
comum é de hiperglicemia, isto é, quando os niveis de glicose no sangue estao
elevados, e cuja permanéncia do quadro pode levar a sérios danos aos sistemas do
corpo, principalmente os nervos e vasos sanguineos. A diabetes é dividida em duas

classificactes:

e Diabetes tipo 1, também conhecida como diabete insulina independente, que é

caracterizada pela deficiéncia da produgéo de insulina pelo corpo. A causa da
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diabetes do tipo 1 ainda € desconhecida e o tratamento é dado através da
injecao diaria de insulina;

e Diabetes tipo 2, também conhecida como insulina-ndo-dependente, é
caracterizada pela ineficacia do organismo para utilizar a insulina. E a forma de
diabetes mais comum e é frequentemente resultado do excesso de peso e falta
de atividade fisica. Os sintomas, como poliuria, mudanga da visao, fadiga e entre
outros, presentes na diabetes tipo 1, sGo menos marcantes na diabete tipo 2, o

que leva a um diagnéstico tardio.

Apesar de ser uma doenca com maior prevaléncia em adultos, tem sido identificada
também em criancas, de forma cada vez mais frequente. De 1980 a 2014, o nimero de
pessoas com diabetes cresceu de 108 milhdes para 422 milhdes, onde a prevaléncia da
doenca em adultos com mais de 18 anos subiu de 4,7% para 8,5% no mesmo periodo.
Em 2015, cerca de 1,6 milhdes de mortes foram diretamente ligadas a diabetes. Até
2030, estima-se que a doenga sera a sétima maior causa de morte no mundo. A diabetes
esta relacionada como causadora de cegueira, falha renal, ataques cardiacos, doencas
cardio-vasculares e amputacdo dos membros inferiores. Ainda assim, a diabetes pode
ser prevenida por meio de exercicio fisico, alimentagcédo saudavel, manutengéo do peso
e reducdo do uso tabaco. Atualmente, a diabetes é tratdvel por meio de medicamentos

e pode ser prevenida com dieta adequada, atividade fisica e diagndstico precoce.

Os flavondides tém demonstrado de grande potencial para o tratamento da diabetes
mellitus. Dentre 0s mecanismos propostos, encontram-se a inibicdo da absor¢édo de
glicose, por meio da inibicdo competitiva do transportador de glicose sédio-dependente
1 (SGTL-1), ou através do aumento da toleréncia a glicose, regulagédo da atividade ou
expressao de enzimas limitantes no metabolismo de hidratos de carbono, estimulagéo
da captagéo de glicose nos tecidos periféricos, estimulacdo da secrecao de insulina e
também a capacidade de mimetizar enzimas importantes da via metabdlica através de

complexos metalicos (Cazarolli et al., 2008).

A a-glucosidase é uma das principais enzimas estudadas como potencial alvo contra
a diabetes mellitus tipo 2. Esta enzima, também conhecida por a-glucosidase acida
(GAA) ou a-glucosidase lisossomal em seres humanos, é responsavel pela degradacéo
de glicogénio e hidratos de carbono em glicose. Assim, os inibidores da a-glucosidase
sdo de grande interesse na medicina devido a sua capacidade de reduzir a hiperglicemia
do periodo pds-prandial (PPHG). Diversos inibidores da a-glucosidase ja foram
utilizados para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2, como a acarbose, miglitol e

voglibose, porém muitos efeitos adversos foram observados, como inchaco, diarreia e
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flatuléncia, fazendo com que novos inibidores sejam pesquisados (Leong et al., 2017).
Muitos flavonéides, principalmente agliconas, ja foram estudados como potenciais
inibidores desta enzima, geralmente separados em grupos de acordo com sua estrutura.
Proenca e colaboradores (2017) avaliaram a capacidade de inibicdo de 44 flavondides
sobre a enzima através de estudos in vitro e técnicas de docking e concluiram que
diversos flavonoides possuem atividade inibitéria. Também concluiram que um
flavonoide contendo dois grupos catecois nos anéis A e B, além de um grupo hidroxilo
na posicdo 3 do anel C foi o mais ativo, com atividade superior a da acarbose, um

inibidor da a-glucosidase atualmente usado na clinica para diabetes.

A oa-amilase pancreatica é outro alvo molecular muito estudado para o
desenvolvimento de farmacos contra a diabetes. Esta enzima age sobre o amido, o
glicogénio e polissacéridos, quebrando as liga¢des (1->4) - a-D-glicosidicas e libertando
mondmeros de hidratos de carbono na corrente sanguinea. Tadera e colaboradores
(2006) testaram seis grupos de flavonodides em a-glucosidases de leveduras e de
intestino de ratos e na a-amilase pancreatica de suinos e avaliaram as estruturas e
atividades dos flavonodides testados. Todos os flavondides testados, com excecdo da
apigenina, se mostraram fortes inibidores destas enzimas, cuja atividade foi atribuida a
insaturacéo do anel C, a presenca do grupo hidroxilo na posi¢éo 3, & presenga do grupo
carbonilo na posicao 4, a ligacdo ao anel B na posi¢ao 3 e a substituicdo do hidroxilo no
anel B, sendo as antocianidinas o grupo com maior atividade inibitéria. Jumepaeng e
colaboradores (2013) analisaram a capacidade antioxidante e de inibir a a-amilase do
Oleo essencial da Cymbopogon citratus e mostraram que a inibicdo desta enzima foi
cerca de quinze vezes maior que a da acarbose. Este resultado, porém, foi atribuido a
presenca de terpenos e sesquiterpenos presentes no 6leo essencial, ao invés dos

compostos fendlicos.

Porém, apesar de conhecermos suas atividades, os seus mecanismos de agéo
ainda ndo foram completamente esclarecidos e pouca informacéo acerca desta classe
de compostos existe na literatura. Além disso, em muitos artigos as enzimas utilizadas
ndo sdo de procedéncia humana, sendo principalmente utilizadas enzimas de ratos ou
leveduras. Wang, Li e Bi (2017), em seu trabalho, realizam uma extensa revisdo sobre
estudos de relacéo estrutura-atividade de diferentes flavondides bioativos em plantas
medicinais. Apesar de haver muitos estudos sobre os efeitos dos flavonoides sobre a a-
glucosidase, pouco é mencionado sobre esta classe de compostos, especificamente e

informacg0des acerca dos seus derivados glicosilados ainda é escassa.
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1.7. Computer Assisted Drug Design (C.A.D.D.)

Um dos conceitos mais conhecidos da quimio-informética é o do espac¢o quimico;
um espaco finito contendo um numero determinado de moléculas farmacologicamente
ativas. Estima-se que este espaco contém cerca de 10 moléculas, cada uma com sua
respetiva atividade e capazes de se ligarem a qualquer sitio de ligagdo em um
determinado alvo na biologia (Reymond e Awale, 2012). Numa primeira abordagem,
pode-se imaginar que percorrer este espaco na busca de uma molécula especifica com
uma determinada atividade pode ser praticamente impossivel. Nao obstante, técnicas
mais recentes como HTS e quimica combinatorial surgem com a proposta de percorrer
este vasto espaco de forma eficiente, direcionada e barata, através de uma biblioteca
de pequenas estruturas conhecidas. Além disso, o design de novo de moléculas
promete gerar novos ligandos direcionados a uma determinada atividade terapéutica
desejada (Schneider, 2012).

Apesar dos avancgos tecnologicos nesta area, o numero de novos farmacos
aprovados nos ultimos anos tem sido cada vez menor. Mesmo com a capacidade do
HTS de explorar cerca de 1 a 2 milhdes de compostos, ainda néo é possivel explorar o
espaco quimico na sua totalidade (Schneider, 2012). Diversas ferramentas existem
atualmente para auxiliar na busca local de compostos que podem se desenvolver em
novos farmacos, desde ferramentas de previsdo de atividades até a existéncia de
bancos de dados com informacdes fisico-quimicas e atividades biolégicas. Ainda assim,
0s compostos completamente sintéticos descobertos através da sintese de novo

correspondem a uma taxa de sucesso de aprovacao muito baixa.

Frente ao espaco quimico que os quimicos tém de explorar, os compostos de
produtos naturais mostram-se vantajosos devido a sua grande diversidade. Rodrigues
(2017) mostrou que entre 1000 produtos naturais (NP) e outros compostos aleat6rios
coletados dos bancos de dados TCM@Taiwan e ZINC15, os primeiros mostraram
grande diversidade e diferencas estruturais em comparacdo ao segundo grupo (Figura
4). Além disso, devido a esta diversidade, cobriam uma area maior da projecéo
multidimensional (MDS), o que em termos de varredura in vitro, cobriria uma area maior

do espaco quimico.
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Figura 4. Projecédo (escala multidimensional, MDS) de NPs aleatorios (n = 1000, azul)
e compostos disponiveis (n = 1000, vermelho) nos bancos de dados TCM@Taiwan e
ZINC15 (Rodrigues, 2017).

Ao contrario dos compostos puramente sintéticos os compostos ativos de produtos
naturais sao isolados baseados nos fenétipos produzidos pelos extratos através de usos
terapéuticos documentados destas plantas na medicina popular, do conhecimento
Ayurvédico, pesquisa exaustiva da literatura e uso tribal ndo documentado. Isto traz uma
grande vantagem & industria farmacéutica, visto que a aprovagédo de novas entidades
guimicas (NCEs) somada aos elevados custos da investigagdo configuram um enorme
desafio para o desenvolvimento de novos farmacos (Katiyar et al., 2012). Devido a estas
dificuldades, a busca por NCEs através de plantas medicinais tem encontrado
novamente o0 seu espaco nas ultimas décadas. Apenas no periodo entre 1981 e 2006,
mais de 70% dos NCEs introduzidos foram de origem natural (Lagunin, Filimonov e
Poroikov, 2010). Muitas ferramentas modernas nas areas da quimica e biologia, como
as diversas tecnologias “-Omicas”, permitem detalhar a natureza exata dos efeitos
biol6gicos dos compostos naturais no organismo humano, assim como evidenciar novas
sinergias que podem ser promissoras para o tratamento de doencas como cancro e
deméncia (Ji, Li e Zhang, 2009).

Entretanto, os extratos de plantas contém muitos compostos diferentes e € dificil
poder esclarecer qual o composto responsavel por determinada atividade ou se tem
atividade terapéutica. Como estes compostos diferem em polaridades e caracteristicas
guimicas, a separacgdo destes permanece como um grande desafio para a identificacédo

e caracterizagcdo de compostos bioativos. Entre os métodos mais comuns de separacao,
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utilizam-se a cromatografia em camada fina (TLC), cromatografia em coluna, Sephadex,
HPLC e cromatografia FLASH para a obtencdo de compostos isolados (Sasidharan et
al., 2011). Porém, muitas vezes estes processos sdo demorados, havendo a
necessidade de se identificar qual 0 composto mais promissor para que se faca um
isolamento orientado. Adicionalmente, a mudanca de fendtipos devido a aplicacéo de
compostos naturais pode estar associada as diferentes vias ou alvos moleculares,
tornando menos 6bvias as interagdes entre o farmaco e o alvo. A falta de conhecimento
sobre os alvos modulados por parte dos produtos naturais é o que torna dificil o
desenvolvimento racional destes compostos em novos farmacos (Rodrigues, 2017). De
um mesmo modo, projetos de investigacdo cujo alvo molecular era conhecido levavam
diretamente a derivagdo de um composto natural. Com o advento de novas tecnologias
de previsdo, potenciais hovos alvos moleculares poderiam ser descobertos e auxiliariam
na descoberta de novas bioatividades de produtos naturais. Em conjunto com estas
ferramentas de previsdo, o docking inverso, isto é, o docking de um Unico ligando sobre
um conjunto de alvos, também se mostrou uma importante ferramenta de descoberta
de novas bioatividades de compostos naturais, identificando a COX-2 e 0s recetores
ativados por proliferador de peroxissoma y (PPARy) como alvos da meranzina, um

composto natural encontrado em frutas citricas (Rodrigues et al., 2016).

Atualmente existem diversas ferramentas computacionais que auxiliam a
descoberta de NCEs e o desenvolvimento de novos farmacos. O programa PASS
(Prediction of Activity Spectra of Substances), por exemplo, permite prever o perfil de
atividades biolégicas de compostos organicos que possuam caracteristicas drug-like
(cuja massa molecular esteja entre 50 e 1250 Da) a partir de uma biblioteca de mais de
4000 tipos de atividades bioldgicas, com uma precisdo de mais de 95%. Esta previsao
é feita através de uma analise da relacao estrutura-atividade contida em um conjunto de
informagdes (training set) de mais de 300000 compostos orgéanicos, envolvendo
farmacos, candidatos a farmacos em diversos estagios de desenvolvimento, agentes
farmacéuticos e compostos cujas atividades farmacolégicas e toxicidade sdo
conhecidas. O utilizador do programa recebe como resultado um relatério contendo as
probabilidades do composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi), que variam de zero a um.
Porém, apesar do programa prever algumas atividades, € preciso ainda realizar
experimentos que comprovem tal atividade, sendo maiores as probabilidades de
encontra-la quando o valor de Pa for alto e menor quando o valor de Pi for baixo. Porém,
0 usuario também deve ter em atencdo que baixos valores de Pa ndo descartam as

probabilidades do composto ter uma determinada atividade, cabendo sempre ao
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utilizador discernir quais as atividades que devem ser investigadas (Filimonov et al.,
2014).

Sabendo-se da diversidade de atividades biologicas que os fitocompostos possuem,
devido as suas diferencas estruturais, como a C- ou O-glicosilacdo dos anéis dos
flavonoides, além da capacidade de se ligarem a diversos alvos moleculares e atuarem
por diferentes vias (Choi et al., 2014; Khan et al., 2009; Vezza et al., 2016), o PASS
(disponivel em http://www.way2drug.com/Total_plus/index.php) € de grande utilidade
para a descoberta de atividades antes ndo investigadas para esta classe de compostos.
Lagunin, Filimonov e Poroikov (2010) mostraram que 0S compostos naturais sao
submetidos a métodos de screening virtual de modo a identificar substancias lead, mas
estas estratégias apenas resultam em atividades j& descritas pela etnofarmacologia e
estima-se que apenas uma pequena porc¢ao da diversidade estrutural dos compostos
naturais foram exploradas quanto ao seu potencial terapéutico. Goel e colaboradores
(2011) também corroboram esta ideia, afirmando que o potencial de previsdo de
atividades “ocultas” dos compostos naturais pelo PASS é subestimado. Para chegar a
esta conclusdo, realizaram um estudo sobre a capacidade do PASS de prever as
atividades ja reportadas de compostos naturais presentes nas plantas Withania
somnifera, Curcuma longa, Boerhaavia diffusa, Piper longum, e Alium sativum e
confirmaram que o PASS foi capaz de prever a maior parte das atividades ja reportadas
para o principal composto de cada planta, sendo o restante das atividades atribuidas
aos outros fitocompostos. Foi ressaltado também o modo como o PASS prevé as
atividades, pois 0 mesmo ¢é feito a partir de estruturas conhecidas. Compostos que
tenham Pa baixo pode ndo significar que ndo possuam determinada atividade, mas que
a sua estrutura € nova ou suficientemente diferente dos compostos existentes. Apesar
de que quanto menor for o Pa, menor é a probabilidade de se encontrar a atividade

experimentalmente, a probabilidade de se encontrar um NCE é maior.

Em conjunto com o PASS, o uso de bancos de dados também permite filtrar alvos
moleculares, procurar farmacos ja desenvolvidos ou ainda em desenvolvimento e
permite verificar artigos que reportam um determinado composto. O site Open Targets
(disponivel em https://www. targetvalidation.org) € um banco de dados contendo e
cruzando informacdes sobre doencas, seus alvos moleculares, estudos publicados e
farmacos desenvolvidos. Nesta plataforma cada farmaco esta ligado a uma doenca
através de uma ampla fonte de dados, sendo possivel fazer pesquisas centradas nos
alvos moleculares e quais doencas estdo associadas, ou centradas em uma
determinada doenca e quais alvos moleculares estdo associados (Koscielny et al.,
2017).

21



Introducao

O banco de dados de enzimas, BRENDA (disponivel em https://www.brenda-
enzymes.org), contém uma extensa biblioteca de informac¢des sobre 83000 enzimas,
com aproximadamente 3 milhdes de dados e 137000 referéncias da literatura. Estas
informacBes sdo recolhidas manualmente e posteriormente estendidas a partir de
procedimentos de text mining, integracdo de dados externos e algoritmos de previsao.
E possivel recolher informacées sobre a funcdo de uma determinada enzima, seu papel
metabdlico, envolvimento em doencgas, a sequéncia e estrutura da proteina e genémica
de todos os grupos taxonémicos, desde eucariotas, archaea, bactérias e virus (Placzek
et al., 2017).

A ferramenta online SwissADME (disponivel em http://www.swissadme.ch/) permite
prever as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas, drug-likeness e informacgdes
sobre a absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) de um determinado
composto a partir de sua estrutura. Esta ferramenta permite uma avaliag&o inicial sobre
a ADME de um determinado composto de maneira rapida e barata, permitindo maior
eficiéncia na pesquisa de novos medicamentos sem recorrer a ensaios in vivo e

descartando possiveis falhas nos ensaios clinicos (Daina, Michielin e Zoete, 2017).

Por ultimo, o banco de dados de compostos bioativos, ChEMBL (disponivel em
https://www.ebi.ac.uk/chembl/), € um banco de dados aberto contendo informacfes
sobre compostos com caracteristicas drug-like. De forma semelhante ao BRENDA, as
informagbes presentes sdo manualmente inseridas a partir da literatura e
posteriormente refinadas de modo a melhorar sua qualidade e permitir uma busca
menos trabalhosa. Em 2012, este banco de dados contava com a presenga de cerca de
1 milh&o de compostos, 5200 alvos moleculares e 5,4 milhdes de ensaios biolégicos.
Devido ao seu carater coeso, a busca de compostos ja identificados e possiveis ensaios
realizados torna-se mais facil, tornando a pesquisa por novos compostos bioativos mais

eficiente e econdmico (Gaulton et al., 2012).
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Objetivos

Os objetivos do presente trabalho séo:

a)

b)

avaliar a capacidade de previsdo de atividades terapéuticas a partir das
propriedades fisico-quimicas de flavonoides da planta Cymbopogon citratus por
meio de métodos in silico;

confirmar estas atividades por meio de ensaios enzimaticos in vitro;
desenvolver uma metodologia que permita encontrar principios ativos presentes
em extratos de produtos naturais de modo facil, rapido e barato, encurtando o
tempo necessério para o isolamento do mesmo;

Estabelecer uma correlacdo entre as actividades previstas e as actividades
determinadas; e

Contribuir para um melhor conhecimento das atividades terapéuticas da planta

Cymbopogon citratus, descobrindo novas moléculas com atividade antidiabética.
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Métodos Experimentais

3.1. Materiais e reagentes

O programa para docking foi o GOLD versdo 5.6 (CCDC - Cambridge
Crystallographic Data Centre, Cambridge, Reino Unido). Os programas para
visualizacdo e andlise das interagbes proteina-ligando foram o Visual Molecular
Dynamics (VMD) versédo 1.9.3 (Theoretical and Computational Biophysics Group e
National Institution of Health, Universidade de lllinois, EUA) e Discovery Studio
Visualizer 2017 (Dassault Systémes BIOVIA, Discovery Studio Modeling Environment,
Release 2017, San Diego: Dassault Systémes, 2016). O leitor de placas foi do modelo
Multiskan EX (Thermo electron corporation), com estacdo de controlo e tratamento de
dados Ascent Software Thermo Labsystems versao 2.6, contendo filtro de 620 nm.

O etanol, metanol, acido acético, acetato de sddio e placa de TLC de silica gel 60
Fza foram Merck (Darmstadt, Alemanha). A a-glucosidase de Saccharomyces
cerevisiae (LOT# SLBV6748), o cromoforo Fast Blue Salt B e o padréo acarbose séo
todos da Sigma-Aldrich. Os padrdes isoorientina e luteolina-7-O-glucésido foram
Extrasynthése (Franca). O substrato a-naftil-D-glucopiranésido foi Chem-INPEX
International (EUA, LOT# EN066011001).

3.2. Preparacéo e caracterizagcdo quimica do extrato e fracdo de flavondides

De modo a avaliar a atividade inibitéria do Cymbopogon citratus sobre a a-
glucosidase, optou-se por utilizar o infuso das folhas secas da planta e uma fracéo de
flavonoides deste extrato, ambos liofilizados. O extrato e a fragédo de flavonoides foram
obtidos e caracterizados por parte do grupo de trabalho do Laboratério de
Farmacognosia da Universidade de Coimbra, através de método previamente descrito

por Figueirinha, Santos-buelga e Batista (2008).
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Figura 5. Cromatogramas obtidos para o extrato de Cymbopogon citratus (esquerda) e
da frag&o de flavonodides (direita).
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Na Figura 5 estdo representados os cromatogramas obtidos por HPLC-
PDA/ESI/MSn do extrato e da fracdo, evidenciando a presenca de taninos (1), acidos
fendlicos (2-4) e flavondides (5-13). Os flavonoides presentes sdo principalmente
flavonas, mais especificamente derivados da luteolina e da apigenina e estdo descritos
na Tabela 4.

Tabela 4. ldentificacdo dos compostos presentes no extrato e fracdo do

Cymbopogon citratus. Atribuicao feita de acordo com Figueirinha, Santos-buelga
e Batista (2008).

Tempo de
N A max HPLC-PDA
Composto Identificagcdo retencdo
: (nm)
(min)
1 Tanino condensado 16,78 273,7
2 Acido neoclorogénico 18,26 298,8sh;326,5
3 Derivado do &cido cafeico 19,48 297,9;325,6
4 Derivado do acido p-cumarico 22,42 309,9

Luteolina 6-C-B-glucopiranosil-8-C-a-
5 o ) 23,17 259,9sh;270,6;347,9
arabinopirandésido

Apigenina 6-C-a-arabinopiranosil-8-C-f3-

6 o 24,74 270;332,3
glucopiranosido

7 Apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosilo 26,10 272;338,1
Isoorientina

8 ) 27,76 258,1sh;269,7;350,6
Isoorientina 2”-O-B-ramnésido

9 Luteolina 6-C-pentosil-8-C-pentosilo 29,19 259,4sh;271,1;350,6

10 Luteolina 7-O-B-glucopirandsido 32,16 258,1sh;267,5;345,7
Luteolina 7-O-neohesperidésido

11 33,13 258,1sh;265,7;348

Luteolina 6-C-pentosil-8-C-desoxihexosilo
Luteolina 6-C-pentosilo
12 Luteolina 2”-O-a-L-ramnosil-6-C-a- 35,82 258,1sh;270,2;347
arabinofuranésido
Luteolina 2”-O-ramnosil-(6-desoxi-ribo-

13 ) 36,89 258,5sh;269,7;351,1
hexos-3-ulosilo)

A composicdo quimica da fracao enriquecida em flavonoides foi determinada por
RMN-H apés o isolamento dos compostos presentes por Figueirinha (2011), tendo se
identificado os seguintes flavondides: luteolina 6-C-B-glucopiranésido (isoorientina),
luteolina 7-O-B-glucopiranésido (L70G), luteolina 2°"-O- ramnosil-(6-desoxi-ribo-hexos-
3-ulosilo (cassiaocidentalina B), isoorientina 2"-O-ramndsido, apigenina 6-C-a-

arabinopiranosil-8-C-B-glucopirandsido (isoshaftésido), luteolina 6-C-B-glucopiranosil-8-
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C-a-arabinopirandsido (carlindsido), luteolina 7-O-neohesperidésido (Lonicerina) e 6-C-

a-arabinofuranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido (kurilesina A).

3.3. Caracterizacao fisico-quimica dos flavonoéides do Cymbopogon citratus

As caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos flavondides da
Cymbopogon citratus foram analisados pelo servidor SwissADME. A utilizagdo do
servidor é feita através da insercao dos cédigos SMILES das estruturas, uma para cada
linha, com a possibilidade de adicionar um nome a molécula através de um espaco apés

0 cbdigo para cada estrutura (Figura 6).

Enter a list of SMILES here:
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Figura 6. Pagina de submissao do SwissADME.

O servidor analisa seis propriedades fisico-quimicas, como: lipofilicidade, tamanho,
polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacdo. Dentre estas propriedades, diversos
descritores moleculares séo calculados, como peso molecular (MW), area de superficie
polar (PSA), coeficiente de particdo n-octanol/agua (log Pow), permeabilidade da barreira
hemato-encefalica, drug likeness, entre outros. Além disso, o servidor também gera um
gréfico intuitivo (Figura 7) estilo “ovo cozido” (BOILED-egg), que prevé a absorcao
gastrointestinal passiva humana (HIA) e a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BBB) com base em dois parametros: WLOGP, um método atomistico para o calculo do
log P desenvolvido por Wildman e Crippen (Wildman e Crippen, 1999), e a area de
superficie polar topolégica (TPSA), que considera a contribuicdo de grupos funcionais
de uma ampla biblioteca de estruturas (Prasanna e Doerksen, 2009). Neste gréfico, a
seccado amarela (gema) engloba o espaco fisico-quimico com alta probabilidade de
permeacao da BBB, enquanto a sec¢do branca (clara) engloba o espaco fisico-quimico

com alta probabilidade de permeacdo da HIA. Estes espacos ndo sdo mutualmente
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exclusivos e moléculas pertencentes a area cinza do grafico possuem caracteristicas
que implicam baixa permeabilidade a BBB e HIA. Neste mesmo gréafico, é dada a
probabilidade de uma determinada molécula ser substrato da glicoproteina-P (P-gp), um
importante mecanismo de efluxo ativo encontrados nestas barreiras bioldgicas;
visualmente demonstrado por pontos azuis, para substratos da P-gp (PGP+), ou pontos
vermelhos para nao-substratos (PGP-), informando de maneira simplificada a
capacidade de absorcdo e de eliminagdo da molécula por estas barreiras (Daina,
Michielin e Zoete, 2017).

7 ¥ Show Molecules Name
Legends
EEE
HIA

) 0 PGP+

N o  PGP—
Remarks

None
o
Luteolina

Figura 7. Gréfico BOILED-egg (WLOGP -versus- TPSA) para a luteolina.

Para cada molécula é gerado um radar de biodisponibilidade contendo as seis

propriedades fisico-quimicas calculadas (Figura 8).
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LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR
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Figura 8. Radar de biodisponibilidade para a luteolina.

Este radar contém uma faixa ideal de valores para cada propriedade. Para a
lipofilicidade (LIPO), o valor de XLOGP3 calculado deve estar na faixa de -0,7 até +5,0.
Para o tamanho (SIZE), a molécula deve ter entre 150 e 500 g/mol. Para a polaridade
(POLAR), o valor calculado de TPSA devera estar entre 20 e 130 A2. Para a solubilidade
(INSOLU), o valor calculado de log S, calculado pelo método de ESOL, deve estar entre
0 e 6. Para a insaturagéo (INSATU), o valor da Fracdo Csp3, a razdo entre o nimero de
atomos de carbono sp3 hibridizados e o nimero total de atomos de carbono da
molécula, deve estar entre 0,25 e 1. Finalmente, para a flexibilidade (FLEX), o nimero
de ligagOes rotacionaveis deve ser entre 0 e 9. A area rosa representa a faixa 6tima das
seis propriedades para que uma molécula seja considerada drug like. Qualquer desvio
desta area representa condicbes de baixa biodisponibilidade oral (Daina, Michielin e
Zoete, 2017).

A previsdo das caracteristicas de ADME é bastante Util e ja foi demonstrada como
essencial para diminuir as probabilidades de falha nos ensaios clinicos durante o
desenvolvimento de um farmaco (Hay et al.,, 2014). Portanto, a previsdo destas
propriedades foi considerada para avaliar se 0s possiveis compostos ativos possuem

caracteristicas drug like e se podem atuar no local de acéo da a-glucosidase.
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3.4. Selecdo dos alvos farmacologicos dos flavondides do Cymbopogon
citratus

A previsdo das atividades terapéuticas dos flavondides foi realizada através da
ferramenta PASS Online. As estruturas dos compostos, previamente preparadas no
MarvinSketch, foram inseridas e seguiu-se com a previsao das atividades, mecanismos,
transporte e toxicidade (Figura 9). O procedimento computacional para a previsdo das
atividades esta extensamente descrito na literatura (Poroikov et al., 2007).

Também se buscaram referéncias nos bancos de dados sobre os flavonodides
presentes no extrato da Cymbopogon citratus, principalmente o0s compostos
glicosilados, no ChEMBL e PubChem.

Draw a structure:

DSEDCXOE®RE QO = he o
0‘ H
Ve c
,—:-" N
(s o

RO OQ

Choose activities/properties which you want to predict:

LYY
(O VI 1}

Figura 9. Pagina de submissao do PASS Online.

Ap6s a submissao de cada estrutura, um arquivo no formato PDF é gerado contendo
diversas possiveis atividades biol6gicas para aquele composto e suas devidas
probabilidades de acordo com a razdo Pa/Pi (Figura 10).
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3 HO

Pa Pi Activity
0,978 0,001 Chlordecone reductase inhibitor
0,965 0,003 Membrane integrity agonist
0,964 0,003 HIF 1A expression inhibitor
0,953 0,002 Membrane permeability inhibitor
0,952 0,002 2-Dehydropantoate 2-reductase inhibitor
0,947 0,001 Aryl-alcohol dehydrogenase (NADP+) inhibitor

Figura 10. Arquivo gerado pelo PASS Online para a luteolina.

3.5. Ensaios in silico

Os compostos utilizados para o ensaio em docking foram escolhidos de acordo com
a literatura publicada dos compostos ja identificados e isolados para a Cymbopogon
citratus. No total, 16 compostos da classe flavonéides foram escolhidos para testes in
silico nas enzimas a-glucosidase lisossomal (GAA) e a-glucosidase de levedura e
ferramentas online de previsdo de atividades e de caracteristicas fisico-quimicas.
Dentre eles, apigenina, luteolina, Isoorientina, luteolina 7-O-B-glucopirandsido,
cassiaocidentalina B, isoorientina 2"-O-ramnésido, isoshaftdsido, carlindsido, luteolina-
7-O-neohesperidésido (lonicerina), kurilesina A, quercetina, canferol, cinarésido,
isoscoparina, orientina e swertiajaponina. As respetivas estruturas foram desenhadas e

otimizadas através da minimizacao de energia a pH 7,4 no programa MarvinSketch.

3.5.1. Modelo de homologia para a a-glucosidase

Devido a indisponibilidade da estrutura 3D da a-glucosidase da Saccharomyces
cerevisae, criou-se um modelo de homologia através do Swiss-MODEL, de acordo com
o descrito na literatura (Leong et al., 2017; Proenca et al., 2017; Xu, 2010). A construgéo
do modelo de homologia da a-glucosidase de levedura Saccharomyces cerevisiae
iniciou-se com a busca da sequéncia de aminoacidos da a-glucosidase (maltase,
MAL32) da levedura (UniProt P38158), contendo 584 residuos. A busca do template foi
realizada através do BLAST e HHBIits contra a biblioteca estrutural do SWISS-MODEL,

resultando em um total de 174 templates. Para cada template identificado, a sua
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gualidade foi prevista através do alinhamento alvo-template. Agqueles com maior
gualidade foram selecionados para a constru¢do do modelo. A proteina isomaltase/a-
metilglucosidase (PDB ID: 3AJ7) possui 72,51% de similaridade com a sequéncia
inserida e uma resolucdo da estrutura de raio-X de 1,30 A, sendo entdo utilizada como
template. O modelo foi construido através do ProMod3. A estrutura resultante, nomeada
AGS, possui uma Estimativa Global da Qualidade do Modelo (GMQE) de 0,92 e um
RMSD de 9,57, calculado pelo RMSD Calculator do VMD.

A estrutura foi posteriormente validada pelo servidor RAMPAGE através do gréfico
de Ramachandran, contendo apenas um residuo fora da regido permitida, o que foi
considerado aceitavel e reforca a qualidade do modelo.

Devido a auséncia de ligandos no template o modelo de homologia foi sobreposto
com a isomaltase complexada com a isomaltose (PDB ID: 3AXH). Sabendo-se que a
acarbose inibe a a-glucosidase a partir da sua ligacdo no mesmo sitio do substrato, a

sobreposigéo das cavidades foi considerada valida.
3.5.2. Docking molecular

Os estudos em docking molecular foram realizados usando-se o GOLD (Genetic
Optimization Ligand Docking), que permite uma flexibilizagcdo parcial da proteina e uma
flexibilidade total do ligando (Azam et al., 2012). Durante a configuragdo da proteina,
adicionaram-se todos os hidrogénios a estrutura cristalina. As configuracées do
algoritmo genético (GA) foram mantidas no Automatico, com eficiéncia de busca de
100%, contando com até 100,000 operacgdes. Os ligandos foram inseridos na cavidade
ativa dos alvos moleculares selecionados a partir de uma esfera de 6 A de diametro

centrada no ligando cocristalizado.

Devido & sua praticidade e velocidade nos calculos, a fungdo de pontuagéo
escolhida foi a ChemPLP. Esta fun¢éo usa o termo de ligagdo de hidrogénio presente
na funcdo ChemScore e inclui multiplos potenciais lineares para modelar termos de van
der Waals e termos repulsivos. Apesar da sua rapidez, diversos testes de validacdo

mostraram que esta funcado é geralmente mais eficaz que outras funcdes existentes.

As proteinas utilizadas para os ensaios foram retiradas do Protein Data Bank (PDB,
disponivel em https://www.rcsb.org/) de acordo com a sua resolucao cristalogréafica e
referéncias na literatura. De modo a avaliar os efeitos dos compostos sobre 0s principais
alvos relacionados com a diabetes, foram selecionadas as proteinas a-glucosidase
lisossomal acida (GAA) de Homo sapiens (PDB ID: 5NN8) e a a-glucosidase MAL32
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construida por modelo de homologia (homeada aqui de AGS) da Saccharomyces

cerevisiae.

A presenca de moléculas de dgua durante o célculo de docking podem ser ou nédo
consideradas e tem grande importancia na precisdo na previsdo da ligagao entre a
enzima e um determinado ligando. Isto deve-se, principalmente, a capacidade destas
moléculas mediarem e criarem uma rede de ligacdes de hidrogénio que podem
estabilizar o complexo proteina-ligando (Roberts e Mancera, 2008). A decisdo de
considerar estas moléculas varia, dependendo da contribuicdo comprovada de
determinadas moléculas presentes na cavidade para a estabilidade da ligacdo entre o
ligando e a enzima e, consequentemente, para a atividade de um determinado farmaco.
Porém, como o docking também procura a melhor interagéo ligando-enzima, a presenca
destas moléculas pode intervir nesta previsdo, pois podem ocupar espagos que antes
seriam ocupados pelo ligando de interesse. Ainda assim, devido a presenca destas
moléculas proximas a cavidade de ligagédo, com ligacdes mais fortes que aquelas que
estdo ao redor da enzima e por poderem participar ativamente da ligacdo, estas
moléculas foram consideradas sempre que possivel para avaliar a sua contribuicéo para

a estabilidade da ligagéo.

Para a GAA, foram visualizadas pelo Protein Data Bank as moléculas de agua
proximas a cavidade de ligacdo e estas moléculas foram extraidas e utilizadas para o
calculo do docking. As moléculas de dgua foram colocadas em modo toggle, permitindo
que o GOLD avalie a importancia da presenca de cada molécula de agua dependendo
da sua contribuicédo para a estabilidade da ligacdo entre o ligando e a enzima.

Devido a auséncia de moléculas de agua proximas ao sitio de ligacao da proteina
utilizada para o modelo de homologia da a-glucosidase de levedura e devido a exclusao
das moléculas de agua presentes no template pelo Swiss-MODEL, nenhuma molécula

de agua foi considerada para o docking da proteina AGS.

3.6. Andlise qualitativa dos fitoconstituintes por cromatografia de camada fina

De modo a avaliar a presenca de compostos fenélicos no extrato e na fracdo de

flavondides, prosseguiu-se com a andlise por cromatografia de camada fina (TLC).

Numa placa de TLC de silica gel 60 Fs4 foram aplicados dois pontos contendo 10 e
5 pL de solugdes aquosas de extrato deslipidificado da C. citratus e da fragéo contendo
flavondides. A placa foi desenvolvida em uma solugdo contendo acetato de etilo,

metanol e 4gua em uma razao de 15:2:1. Apos o desenvolvimento da placa, a mesma
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foi seca com ar frio até remoc&o completa do solvente. As placas foram visualizadas

sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.
3.7. Ensaio colorimétrico para avaliacao da inibicdo da a-glucosidase

A atividade inibitéria dos fitoconstituintes da C. citratus foi determinada através da
acao do extrato e da fracdo de flavondides sobre a a-glucosidase da Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados foram comparados com a atividade do inibidor padrao,
acarbose. De modo a comparar o potencial inibitério da fracdo de flavondides com os
flavondides puros, o ensaio também foi realizado com dois padrées, luteolina-7-O-8-

glucopirandésido (L70OG) e isoorientina, ambos dissolvidos em metanol.

O ensaio de atividade foi baseado nos procedimentos da literatura para o ensaio
bioautogréafico (Simdes-Pires et al., 2009) e no ensaio descrito por Saleem Ali-Shtayeh
e colaboradores (2014) para a avaliacdo da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) por

extratos de plantas, com algumas alteracoes.

Uma solucado estoque de a-glucosidase foi preparada dissolvendo-se 11,4 mg da
enzima em 25,00 mL de tamp&o (17,003 g de acetato de sédio tri-hidratado em 250,00
mL de &cido acético 0,2 M até pH 7,0), dividida em fragbes de 1,0 mL e refrigeradas a
0°C. Uma solugéo 1,0 mg/mL de a-naftil-D-glucopiranésido foi preparada dissolvendo-
se 1,0 mg do substrato em 1,00 mL de uma mistura etanol/agua (1:1) levemente
aquecida até dissolucdo completa. Em uma placa multiwell de 96 pocos foram aplicados
10,0 pL de amostra, 10,0 pL de substrato, 50,0 UL de enzima e 190,0 pL de tampéao pH
7,1. A placa foi entdo incubada a 37°C por 30 min em ambiente humido. Apds este
intervalo, 10,0 uL de uma solucdo 2,5 mg/mL de croméforo Fast Blue Salt B foram
aplicados a cada poco, observando-se em poucos segundos a alteracéo da coloracao.
A mudanca de coloragéo ocorre devido a reacédo do croméforo com o produto da reacéao
do substrato com a enzima, formando um sal de diazénio, conforme ilustrado na Figura
11. Para cada ensaio, foram realizados dois controlos, contendo agua no lugar da
amostra, e um branco, contendo agua no lugar da amostra e do Fast Blue Salt B. Um
branco da amostra também foi medido, com os mesmos reagentes, a exce¢do do
croméforo. Apds a adicdo do cromoforo, a placa foi imediatamente analisada por um
leitor de placas com um filtro de comprimento de onda a 620 nm. Os ensaios foram
realizados de maneira independente. As concentragcdes das amostras (em pg/mL) estdo
descritas na Tabela 5, onde logC representa o logaritmo da concentracdo de cada
amostra presente no meio reacional. A gama de concentragdes escolhida foi baseada

levando-se em consideracdo a absorvancia medida, de forma que seus valores fossem
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abaixo de 1,0, e os valores estimados de ICso, de modo a ser possivel calcular o mesmo
a partir dos graficos obtidos.
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Figura 11. Esquema de reacdo do cromoforo Fast Blue Salt B com o produto da
reacdo enzimatica.

Tabela 5. Concentracdo (em pg/mL) e log da concentracéo (logC) das amostras
utilizadas nos ensaios enzimaticos.

Acarbose Extrato Fragao L70G e isoorientina
Conc. logC Conc. logC Conc. logC Conc. logC
15360 2,7714 1280 1,6922 250 0,9830 112,5 0,6362
30720 3,0724 2560 1,9933 500 1,2840 225 0,9372
38400 3,1694 3200 2,0902 800 1,4881 450 1,2382
48000 3,2663 6400 2,3912 1000 1,5850 600 1,3632
60000 3,3632 8000 2,4881 2000 1,8861 800 1,4881
80000 3,4881 10000 2,5850 4000 2,1871 1000 1,5850

3.8. Tratamento estatistico de dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo programa GraphPad Prism, verséo
5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), utilizando-se One-way ANOVA e teste

de Bonferroni’s para comparacao entre amostras.

Os ensaios enzimaticos foram realizados de maneira independente, em trés dias
diferentes. A determinagdo do ICso das amostras foi realizada a partir dos céalculos

realizados sobre a sigmoide obtida através da curva dose resposta (log da concentracao
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versus porcentagem de inibicdo) com regressao nao linear de curva variavel. Os outliers
identificados foram automaticamente descartados pelo programa no tratamento de

dados.
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4.1. Selecdo dos alvos farmacologicos dos flavondides do Cymbopogon

citratus

A ferramenta PASS online fornece um ficheiro com diversas atividades e respetivos

valores de Pa/Pi. Os alvos foram selecionados levando-se em consideracdo dois

critérios principais: facilidade e possibilidade da validacdo por meio de teste in vitro e

maior relagéo Pa/Pi. Dos resultados obtidos, escolheram-se os alvos com maior relagao

Pa/Pi e cuja validacdo experimental fosse possivel de maneira rapida e eficiente. Para

cada composto testado, os valores de Pa/Pi para cada respetiva doenca estéo listados

na Tabela 6.

Tabela 6. Possiveis atividades biolégicas dos flavondides da Cymbopogon

citratus.
Classe Nome Pa Pi Alvo/Acéao farmacolégica
.0 " 0,854 0,001 Inibidor da a-glucosidase
-O-ramnosi o
isoorientina 0,687 0,002 In|b|dc.)r.da,H.IF1A
0,783 0,005 Antidiabético
o . 0823 0,010 Inibidor da”e:éﬂessao da
C-O- Cassiaocidentalina
L B 0,607 0,002 Inibidor da a-glucosidase
diglicosilados " .
0,257 0,039 Inibidor da a-amilase
0,839 0,001 Inibidor da a-glucosidase
Kurilesina A 0,776 0,013 Inibidor dﬁlixlpptessao da
0,241 0,043 Inibidor da a-amilase
0891 0,006 Inibidor daliﬁpxessao da
Carlinosido 0,794 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,225 0,048 Inibidor da a-amilase
Inibidor da expresséo da
o 0,922 0,004 HIF1A
Isoorientina 0,767 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,407 0,015 Inibidor da a-amilase
0887 0,006 Inibidor daliﬁpxessao da
C-glicosilados Isoshaftosido 0,790 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,259 0,039 Inibidor da a-amilase
0940 0,004 Inibidor daliﬁﬂessao da
Orientina 0,772 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,374 0,019 Inibidor da a-amilase
0,900 0,005 Inibidor dgltla:ﬁpxessao da
Swertiajaponina 0,575 0,002 Inibidor da a-glucosidase
0,319 0,027 Inibidor da a-amilase
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Tabela 6. Possiveis atividades biolégicas dos flavonéides do Cymbopogon
citratus (cont.).

Classe Nome Pa Pi Alvo/Acéao farmacolégica
0,904 0,005 Inibidor da expresséo da HIF1A
Cinarésido 0,852 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,514 0,005 Inibidor da a-amilase
0,897 0,006 Inibidor da expresséao da HIF1A
Isoscoparina 0,810 0,001 Inibidor da a-glucosidase
O-glicosilados 0,454 0,009 Inibidor da a-amilase
0,904 0,005 Inibidor da expresséo da HIF1A
L70G 0,852 0,001 Inibidor da a-glucosidase
0,514 0,005 Inibidor da a-amilase
) 0,891 0,001 Inibidor da a-glucosidase
n;‘ggggﬁigogdo 0,868 0,008  Inibidor da expressdo da HIF1A
0,488 0,006 Inibidor da a-amilase
0,249 0,004 Inibidor da a-glucosidase
Apigenina 0,963 0,003 Inibidor da expresséao da HIF1A
0,176 0,070 Inibidor da a-amilase
0,969 0,002 Inibidor da expresséao da HIF1A
Canferol 0,248 0,004 Inibidor da a-glucosidase
) 0,136 0,103 Inibidor da a-amilase
Genina 0,964 0,003 Inibidor da expresséao da HIF1A
Luteolina 0,275 0,004 Inibidor da a-glucosidase
0,136 0,103 Inibidor da a-amilase
0,969 0,002 Inibidor da expresséo da HIF1A
Quercetina 0,273 0,004 Inibidor da a-glucosidase
N/D N/D N/D

De todas as atividades previstas no programa PASS, trés atividades aparecem com
maior frequéncia, sendo estas a inibicdo da expresséo da HIF1A, a inibicdo da enzima
a-glucosidase e inibicdo da enzima a-amilase. As duas Ultimas sdo consideradas os
principais alvos farmacol6gicos para o tratamento da diabetes e contam com

medicamentos ja na clinica, como a acarbose.

A partir destes resultados, pdde-se prever que todos os compostos glicosilados
possuem um valor previsto de atividade para a inibicdo da a-glucosidase muito maior
em relacéo aqueles ndo-glicosilados. Estes resultados séo interessantes, tendo em vista
0s poucos estudos acerca dos flavondides glicosilados, sendo em sua maior parte sobre
as suas geninas. Além disso, muitos dos fitoconstituintes da C. citratus pertencentes a
esta classe de compostos ndo tiveram a sua atividade comprovada nestes alvos

moleculares, como carlindsido, kurilesina A, cassiaocidentalina B, swertiajaponina e
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isoshaftosido. Tal comprovacao permite o isolamento guiado destes compostos e uma

busca mais rapida e eficiente para novos compostos com atividade terapéutica.

De modo a validar as atividades previstas, prosseguiu-se com 0S ensaios em
docking molecular para a previsdo da ligacdo entre os fitoconstituintes da C. citratus e

ensaios in vitro para a enzima a-glucosidase da levedura Saccharomyces cerevisiae.

4.2. Ensaios in silico

4.2.1. Previsao das propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas (Tabela 7), lipofilicidade (Tabela 8), propriedades
farmacocinéticas (Tabela 9), caracteristicas de druglikeness (Tabela 10) e facilidade
sintética dos fitoconstituintes da Cymbopogon citratus previstas pelo SwissADME estéo
descritos a seguir. O grafico BOILED-egg para todos os compostos estudados esta

descrito na Figura 12.

Numa primeira abordagem, é possivel notar que os compostos com melhores
propriedades farmacocinéticas sao as geninas, com melhores capacidades de absorcéo
gastrointestinal guando comparadas aos compostos glicosilados. Isto é esperado devido
ao aumento da massa e do volume molecular ocorrido pela presenga dos glicosidos,
além da perda da configuracéo planar dos flavonoides. Os flavondides glicosilados séo,
na sua maioria, substratos da glicoproteina-P, o que diminui ainda mais sua
biodisponibilidade no interior das células. Dos 16 flavonéides estudados, 8 se encontram

fora da faixa do gréfico, podendo indicar baixa absorcéo.
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Figura 12. Grafico BOILED-egg para os flavonoides da Cymbopogon citratus.
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Tabela 7. Propriedades fisico-quimicas dos flavondides da Cymbopogon citratus.

Fr.

Molécula MM Csp3 #L. Rot. #Ace. #Doad. TPSA
2"-O-ramnosil isoorientina 594,52 0,44 5 15 10 260,20
Cassiaocidentalina B 576,5 0,41 4 14 8 236,81
Kurilesina A 564,49 0,42 4 14 9 239,97
Carlinésido 580,49 0,42 4 15 11 271,20
Isoorientina 448,38 0,29 3 11 8 201,28
Isoshaftésido 564,49 0,42 4 14 10 250,97
Orientina 448,38 0,29 3 11 8 201,28
Swertiajaponina 462,4 0,32 4 11 7 190,28
Cinarésido 448,38 0,29 4 11 7 190,28
Isoscoparina 462,4 0,32 5 11 6 179,28
L70G 448,38 0,29 4 11 7 190,28
néggigggflgogdo 50452 0,44 6 15 9 249,20
Apigenina 268,26 0,06 1 4 3 77,76
Canferol 286,24 0 1 6 4 111,13
Luteolina 284,26 0,06 1 5 4 97,99
Quercetina 302,24 0 1 7 5 131,36
Acarbose 645,6 0,92 9 19 14 321,17

MM = Massa molecular, Fr. Csp3 = fragdo Csp3, #L. Rot. = n° de ligagbes

rotacionaveis, #Ace. = n° de &tomos aceitadores de ligacdo-H, #Doad. = n° de
atomos doadores de ligacdo-H, TPSA = area de superficie topoldgica polar

Tabela 8. Parametros de lipofilicidade calculados para os flavonéides da C.

citratus.
Molécula iLOGP  XLOGP3 WLOGP MLOGP Silicos-  Consensus

ITLogP Log P

2"&'(';‘;323?:”' 1,93  -1,24 -168 -383 -1,66 1,3
Cassiaocidentalina B 1,76 -0,32 -0,44 -3,17 -0,47 -0,53
Kurilesina A 1,6 -1,18 -1,04 -3,29 -1,18 -1,02
Carlinésido 1,42 -2,54 -2,7 -4,44 -1,79 -2,01
Isoorientina 2,12 -0,15 -053 -2,51 -0,14 -0,24
Isoshaftésido 1,41 -2,19 -2,4 -3,97 -1,32 -1,7
Orientina 1,27 -0,5 -063 -2,51 -0,14 -0,41
Swertiajaponina 1,81 0,18 -0,22 -2,29 0,4 -0,02
Cinar6sido 1,83 1,46 -0,24 2,1 -0,12 0,16
Isoscoparina 2,66 1,79 0,06 -1,89 0,42 0,61
L70G 1,83 1,46 -0,24 2,1 -0,12 0,16
Luteolina-7-O- 096 036 -1,39 -343 -164 11,03

neohesperidésido
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Tabela 8. Parametros de lipofilicidade calculados para os flavondides da C.
citratus (cont.).

Silicos- Consensus

Molécula iLOGP  XLOGP3 WLOGP MLOGP IT Log P Log P
Apigenina 1,89 2,89 2,63 1,44 2,67 2,3
Canferol 1,7 1,9 2,28 -0,03 2,03 1,58
Luteolina 1,72 2,54 2,33 0,88 2,17 1,93
Quercetina 1,63 1,54 1,99 -0,56 1,54 1,23
Acarbose -0,35 -8,53 -8,56 -6,94 -7,69 -6,41

Tabela 9. Propriedades farmacocinéticas dos flavonéides da C. citratus.

Molécula Absorcdo GI BBB permeavel Substrato da P-gp
2"-O-Ramnosil-Isoorientina Baixo N&ao Sim
Cassiaocidentalina B Baixo N&ao Sim
Kurilesina A Baixo N&ao Sim
Carlinésido Baixo N&o N&o
Isoorientina Baixo N&o N&o
Isoshaftésido Baixo Nao Sim
Orientina Baixo N&ao N&ao
Swertiajaponina Baixo N&ao N&ao
Cinardésido Baixo N&ao Sim
Isoscoparina Baixo N&o Sim
L70G Baixo Nao Sim
neohesperidssido Nao
Apigenina Alto Sim N&ao
Canferol Alto N&o N&o
Luteolina Alto N&o N&o
Quercetina Alto Nao Nao
Acarbose Baixo N&o Sim

Tabela 10. Propriedades druglikeness dos flavonoides da C. citratus.

i #Violacbes o
Molécula — . Biodisp.
Lipinski  Ghose Veber Egan Muegge

2"-O-Ramnosil-

L. 3 4 1 1 3 0,17
Isoorientina
Cassmocgdentalma 3 3 1 1 3 0.17
Kurilesina A 3 3 1 1 3 0,17
Carlinésido 3 3 1 1 4 0,17
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Tabela 10. Propriedades druglikeness dos flavonoides da C. citratus (cont.).

#Violacbes -
Molécula — : Biodisp.
Lipinski Ghose Veber Egan Muegge

Isoorientina 2 1 1 1 3 0,17
Isoshaftésido 3 3 1 1 4 0,17
Orientina 2 1 1 1 3 0,17
Swertiajaponina 2 0 1 1 3 0,17
Cinarésido 2 0 1 1 3 0,17
Isoscoparina 2 0 1 1 3 0,17
L70G 2 0 1 1 3 0,17
neohesperidéso 3 4 11 3 ow
Apigenina 0 0 0 0 0 0,55
Canferol 0 0 0 0 0 0,55
Luteolina 0 0 0 0 0 0,55
Quercetina 0 0 0 0 0 0,55
Acarbose 3 4 1 1 5 0,17

Tabela 11. Caracteristicas quimicas medicinais e acessibilidade sintética dos
flavondides da C. citratus.

p PAINS Brenk Leadlikeness Acessibilidade
Molécula

#alertas  #alertas #violacbes Sintética
 lsoorentina. 1 - - 6,39
Cassiaocidentalina B 1 1 1 6,18
Kurilesina A 1 1 1 6,16
Carlinésido 1 1 1 6,22
Isoorientina 1 1 1 5,04
Isoshaftésido 0 0 1 6,18
Orientina 1 1 1 5,17
Swertiajaponina 1 1 1 5,12
Cinarésido 1 1 1 5,17
Isoscoparina 0 0 1 5,28
L70G 1 1 1 5,17
nésézzgg?igé(s)ido 1 1 1 6.37
Apigenina 1 0 0 2,92
Canferol 0 0 0 3,14
Luteolina 2 1 0 3,00
Quercetina 1 1 0 3,23
Acarbose 0 1 2 7,34
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Os resultados previstos para ADME dos fitoconstituintes da C. citratus demonstram
com clareza as diferencas das propriedades fisico-quimicas entre as geninas e seus
respetivos derivados glicosilados. Sabe-se que a glicosilacdo destes compostos
conferem diferentes propriedades quanto ao seu metabolismo, estabilidade e atividades

biol6gicas, dependendo do numero e tipo de agucar ligados.

Os flavonoides existem, maioritariamente, na forma glicosilada. Apds ingeridos,
passam por diversas etapas metabodlicas que hidrolisam a ligacdo glicosidica e
produzem a respetiva aglicona, que ir4 finalmente ser absorvida no intestino delgado.
Entretanto, estas etapas metabdlicas e seus respetivos produtos dependem da ligacéo
glicosidica existente. Para os O-monoglicosilados, a metabolizacdo envolve a hidrolise
por enzimas ou degradacdo por bactérias existentes no intestino, reducéo e entdo a
conjugacédo da fase Il para formar flavondides O-glucoronideo e O-sulfato no figado.
Para esta classe de compostos, especificamente, os efeitos biol6gicos observados
podem estar associados aos metabolitos produzidos na fase de conjugacao, ao inves

dos compostos O-glicosilados em si (Murota, Nakamura e Uehara, 2018).

No caso dos C-glicésidos, a ligacdo C-C entre o flavondide e o grupo acucar € mais
estavel, o que impossibilita a hidrélise pela B-glucosidase presente no intestino, fazendo
com gque a metabolizacdo desta classe de compostos seja dada principalmente pela
microbiota intestinal. De modo geral, os flavonéides C-monoglicosilados sdo mal
absorvidos no trato gastrointestinal. Estima-se que apenas cerca de 10% dos glicésidos
de flavondides ingeridos s&@o absorvidos no trato gastrointestinal superior. Alguns
estudos reportam que C-monoglicésidos de flavonas, como orientina, isovitexina,
homoorientina e isovitexina foram mal absorvidos no trato gastrointestinal de ratos,
chegando ao colon e excretados nas fezes ap6s 24 h (Murota, Nakamura e Uehara,
2018; Xiao et al., 2016).

Porém, alguns artigos demonstram que os flavondides C-multiglicosilados s&o
absorvidos de forma inalterada e passam pela circulacdo entero-hepética, sendo
distribuidos para outros tecidos. Flavondides desta classe, como vitexina 4-O-glucésido
e vitexina 2”-O-ramnésido, mostraram ser absorvidos rapidamente no plasma com picos
de concentracdo apoés 0,75 h de administracao, sendo rapidamente distribuidos nos rins

e figado, e eliminados apo6s 12 h (Ma et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Quanto ao farmaco de referéncia, sabe-se que a biodisponibilidade da acarbose é
baixa, devido a sua degradagdo ao longo do trato gastrointestinal pelas bactérias do
intestino e a pequena quantidade do farmaco que alcanca a circulagdo sistémica é

depurada pelos rins (Goodman e Gilman, 2013). Além disso, de acordo com os dados
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experimentais obtidos no DrugBank, o valor de log P para este farmaco é de -6,8, 0 que
esta de acordo com a média dos valores de log P calculados (consensus log P) de -
6,41.

Todavia, apesar da baixa biodisponibilidade prevista para este farmaco e para os
flavondides em estudo, ndo h& necessidade de os mesmos serem absorvidos ou de
ultrapassarem membranas, pois a a-glucosidase encontra-se nas paredes do limen do

intestino.

Portanto, a partir do tipo de perfil de metabolizacdo existente para estas classes de
compostos e, em conjunto com os dados obtidos, sugere-se que 0s compostos C-
diglicosilados sejam mais estaveis a metabolizacdo e terdo maior biodisponibilidade em
relacdo as agliconas, e aos C- e O-monoglicosidos. Além disso, todos os glicosidos
avaliados possuem perfil de propriedades fisico-quimicas semelhantes ao farmaco de
referéncia acarbose, o que pode sugerir um perfil de absorcdo e biodisponibilidade

semelhante.
4.2.2. Docking molecular

Os resultados do docking molecular para a a-glucosidase lisossomal humana (PDB

ID: 5NNB8) e para a a-glucosidase da levedura (AGS) estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Docking molecular dos flavonéides da Cymbopogon citratus para a a-
glucosidase lisossomal (PDB ID: 5NN8) e de levedura (AGS)

Classe Nome Score
5NN8 AGS
2"-O-Ramnosil Isoorientina 87,16 50,59
C-O-diglicosilados Cassiaocidentalina B 79,67 64,17
Kurilesina A 85,97 75,04
Carlinésido 80,98 59,58
Isoorientina 77,73 58,53
C-glicosilados Isoshaftésido 93,39 72,89
Orientina 81,99 67,72
Swertiajaponina 72,45 57,17
Cinarésido 90,34 56,26
O-glicosilado Isoscoparina 84,75 84,95
L70G 101,83 64,67
Luteolina 7-O-neohesperidosido 99,68 71,83
Apigenina 70,15 47,27
) Canferol 68,55 49,40
Genina Luteolina 73,91 51,79
Quercetina 72,27 53,56
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Tabela 13. Docking molecular dos flavondides da Cymbopogon citratus para a a-
glucosidase lisossomal (PDB ID: 5NN8) e de levedura (AGS) (cont.).

Classe Nome Score
5NN8 AGS
Referéncia Acarbose 113,83 85,15

A qualidade do docking foi avaliada através do calculo do desvio quadratico médio
(RMSD) entre a posicao da estrutura do ligando co-cristalizado e da posicéo do ligando
obtido no docking. O célculo foi realizado através do programa Discovery Studio
Visualizer 2017.

Para a a-glucosidase lisossomal (PDB ID: 5NN8), o valor de RMSD entre o ligando
co-cristalizado (acarbose) e o obtido no docking é de 2,6428 A (Figura 13 - A). A anélise
da estrutura cristalizada permite visualizar que a acarbose se liga ao sitio ativo da
enzima através da sua unidade acarvosina, que compreende 0s dois primeiros anéis do
terminal ndo redutor da molécula, interagindo com residuos proximos como His674,
Asp404, Asp282, Asp6l6 e Arg600, enquanto as unidades de glicose quase néo
interagem com residuos préoximos (Figura 14). Se considerarmos apenas a unidade
acarvosina, verificamos que o RMSD ¢é de 0,8323 A, sendo a maior parte do desvio,
portanto, dos dois anéis de glicésido, que ndo sdo essenciais para a ligacao e,

consequentemente, para a sua atividade (Figura 13 - B).

Figura 13. (A) Sobreposigéo das estruturas da acarbose co-cristalizada, em azul, e da
obtida em docking. (B) Sobreposicao da unidade acarvosina das duas estruturas.
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Figura 14. Interacdes entre o ligando de referéncia (amarelo) e os residuos da a-
glucosidase lisossomal

Para a a-glucosidase de levedura, o ligando de referéncia utilizado foi o mesmo do
template (PDB ID: 3AJ7), isomaltose, e o valor de RMSD entre as duas estruturas foi de
6,5257 A. Apesar do alto valor de RMSD, a pose obtida para o ligando ainda permite a
ligacdo do mesmo com os principais residuos da cavidade ativa da enzima, como
Asp68, Hislll, Arg212, Asp214, His348, Asp349 e Arg439 (Figura 15).
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Figura 15. Interacdes entre a isomaltose e os residuos da proteina obtida por modelo
de homologia.
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Devido a alteracao do residuo Glu411 presente no template para o residuo Asp408
no modelo, o ligando fica impossibilitado de interagir com o grupo carboxilato do 4cido
glutdmico, resultando em menor estabilidade na interacao com a enzima e influenciando
a pose obtida. Como as ligacbes com os principais residuos ndo foram diferentes entre

as duas estruturas, o docking foi considerado valido (Figura 16).

Figura 16. Alteragéo do residuo Glu411 para Asp408 impede a interag&o entre o
ligando e o residuo do modelo obtido por homologia.

4.2.2.1. Docking sobre a-glucosidase lisossomal

Entre os compostos C-O-diglicosilados, os diferentes grupos agucar ligados a
aglicona conferem conformagfes que podem ser mais ou menos favoraveis a
estabilidade da interagdo enzima-ligando. No caso da 2”-O-ramnosil isoorientina, a
conformacgéo dos glicésidos permite a interacdo com residuos mais internos como a
Arg600 e Asp616, os mesmos que interagem com a acarbose, além de outros residuos
como Asp518 (Figura 17).

53



Resultados e Discussao

HOH
o 41106
ASLE

LEU405

TRP
A4EL LEU
AA05

"
i w/
ARG LN
TRP
o H -0, H A376
W b
o A AASLSS
hsPy p/ Q.
ABLE AN
o A

—0

&
T =

s

1)

o

HOH
A1119
ASP
A282 ARG
A281

Figura 17. Interacdes entre o ligando 2"-O-ramnosil isoorientina e os residuos da o-
glucosidase lisossomal.

Outros compostos do mesmo grupo, cassiaocidentalina B e kurilesina A, apresentam
posicBes que impedem as interagdes com os residuos internos da proteina, deixando
0S grupos acucar voltados para fora da cavidade. Estas posicbes conferem menor
estabilidade de ligacao, quando comparados com a 2’-O-ramnosil isoorientina e,
consequentemente, menor pontua¢do no docking. O ligando kurilesina A é capaz de
interagir com outros residuos como Arg281, Asp282 e Trp481, o que conferem maior

estabilidade quando comparada com a cassiaocidentalina B (Figura 18).
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Figura 18. InteracBes entre os ligandos cassiaocidentalina B (esquerda) e kurilesina A
(direita) e a enzima.
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Figura 19. Posic¢Oes previstas para os ligando C-O-diglicosilados, 2"-O-ramnosil
isoorientina (azul), cassiaocidentalina B (amarelo) e kurilesina A (vermelho).

Os compostos do grupo dos C-glicosilados apresentam pontuagfes diferentes de
acordo com a posi¢cdo da glicosilagdo na estrutura. As flavonas isoshaftésido e
carlinésido apresentam dois grupos glicosilo ligados, cada um, nas posi¢ées C-6 e C-8
do anel A que favorecem as interac6es com diversos residuos ao redor da cavidade
catalitica. Enquanto o carlinésido € capaz de interagir apenas com His674, Asp518 e
616, o isoshaftésido é capaz de interagir com todos os residuos que fazem ligacdo com
a acarbose, além de interagir também com Asp518 e Trp481 (Figura 20). Este efeito
deve-se, provavelmente, a estrutura do grupo glicosilo ligado nas diferentes posicoes.
Entre as flavonas C-monoglicosiladas, a isoorientina e swertiajaponina apresentam
menor pontuacdo em relacdo a orientina, sendo a principal diferenca a posicao da
ligacdo do grupo glicosilo. A orientina possui um grupo glicosilo na posi¢cdo C-8 que
permite a interacdo com o residuo Leu677, enquanto os grupos hidroxilos do anel B
interagem com os residuos internos His674 e Asp404. Os compostos restantes,
glicosilados na posi¢édo C-6, estdo orientados de forma que o grupo glicosilo esteja
direcionado para dentro da cavidade catalitica, fazendo com que os grupos hidroxilo
responsaveis pela interagdo com os residuos internos sejam provenientes do acucar, o
gue torna a ligacdo de hidrogénio mais fraca devido a auséncia da ressonancia que
existe no anel B (Figura 21).
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Figura 20. OrientagcBes previstas para o carlinosido (azul) e o isoshaftosido
(vermelho).

Figura 21. OrientagBes previstas para isoorientina (verde), orientina (roxo) e
swertiajaponina (amarelo).
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Figura 22. Interacdes entre os ligandos e os residuos da enzima. (A) carlinésido, (B)

isoorientina, (C) isoshaftésido, (D) orientina e (E) swertiajaponina.

Os flavondéides que contém glicésidos ligados ao oxigénio presente na posicao C-7,

os O-glicosidos, sdo os que possuem a maior estabilidade prevista em docking. Nas

posicdes previstas para esta classe de compostos, todos possuem 0S seus grupos

glicosidos voltados para dentro da cavidade catalitica da enzima, com as principais

interagBes ocorrendo entre os grupos hidroxilo dos agucares. A conformacdo destes

compostos devido & glicosilagdo na posi¢cao O-7 permite que 0S mesmos interajam com

0s principais residuos da cavidade enquanto mantém a estrutura planar e rigida do
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flavondide para fora do sitio catalitico. Este tipo de conformacao favorece as ligacdes
de hidrogénio e evita impedimentos estéricos impostos pela estrutura rigida dos anéis
A e C (Figura 23). Além disso, 0 oxigénio presente entre o aglcar e 0 anel A participa

como um ponto de interacdo adicional, que ndo estd presente nos compostos C-

glicosilados, como evidenciado no caso da L70G (Figura 24).

Figura 23. Poses previstas para os compostos O-glicosilados cinarésido (vermelho),
isoscoparina (roxo), L70G (amarelo) e luteolina 7-O-nechesperidésido (azul).
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Figura 24. Interacdes entre a luteolina 7-O-glucésido (L70G), em amarelo, e 0s
residuos da proteina.
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Figura 25. Interacdes entre os ligandos e os residuos da enzima. (A) cinarésido, (B)
isoscoparina, (C) luteolina-7-O-neohesperiddsido.

Finalmente, para as agliconas, devido as suas estruturas rigidas e planares, além
do numero reduzido de pontos de coordenac¢éo devido a auséncia dos grupos hidroxilos
presentes nos glicosidos, este grupo de flavondides apresenta a menor pontuacao entre
0s compostos estudados. Devido as suas caracteristicas supracitadas, estes compostos
séo incapazes de interagir com alguns residuos importantes como a Arg600, a excecao
da apigenina. Este, por sua vez, interage apenas com os residuos Arg600 e Asp616,
enguanto canferol e luteolina interagem com outros residuos vizinhos (Figuras 27 e 28).
Devido a presenca de dois grupos hidroxilo no anel B e pela possibilidade da rotagdo da
ligacdo C-C entre os anéis B e C, a luteolina mostra maior flexibilidade em relagédo a
apigenina e as principais interagdes ocorrem neste anel, enquanto a regido planar da
estrutura encontra-se fora da cavidade. Quercertina e canferol apresentam orientacfes
semelhantes, devido a presenca do grupo hidroxilo na posicao 3 do anel C que interage
com o residuo Asp616 e do grupo hidroxilo presente na posicdo 4’ do anel B que
favorece a interacdo com o residuo Asp404 (Figura 26). A diferenca de pontuacao entre

estes dois compostos deve-se principalmente a estabilizacdo da ligacdo de hidrogénio
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pela presenca da molécula de agua entre os hidroxilos nas posigcées 3’ e 4’ do anel B

da quercertina.

Figura 26. Orientacdo previstas para as agliconas apigenina (azul), canferol
(vermelho), luteolina (verde) e quercertina (amarelo).

Canferol

Figura 27. Interacdes entre canferol (vermelho) e quercertina (amarelo) e os residuos
proximos.
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Figura 28. Interacdes entre a enzima e os ligandos apigenina (esquerda) e luteolina
(direita).

4.2.2.2. Docking sobre a-glucosidase de levedura

A a-glucosidase da levedura é o principal alvo para o ensaio de compostos com
atividade inibitéria de modo a avaliar os seus potenciais terapéuticos na diabetes e,
portanto, foi também testado em docking para verificar se as atividades dos compostos

estudados traduzem para a enzima de origem humana.

A acarbose possui a maior pontuacdo entre 0S compostos estudados,
principalmente devido ao grande numero de grupos hidroxilo ao redor da estrutura,
capazes de interagir com muitos residuos do sitio ativo, principalmente Asp68, His111,
Asp349 e Asp439. Além disso, o modelo obtido por homologia substitui o residuo Glu411
por Asp408, mas a acarbose também interage com este Ultimo. A unidade acarvosina
do farmaco € a principal regido da estrutura em termos de interacao, realizando ligacdes

de hidrogénio com 6 dos 10 residuos avaliados.
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Figura 29. Esquema 2D da interacdo da acarbose com residuos do sitio ativo da a-
glucosidase de levedura.
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Os compostos C-O-diglicosilados apresentam uma orientacdo de ligacdo
semelhante & observada para a a-glucosidase lisossomal, com os grupos glicosidos
voltados para dentro da cavidade ativa da proteina, a excecdo da cassiaocidentalina B,
gue apresenta o anel B interagindo com os residuos internos (Figura 30). Essa inversao
pode estar relacionada com a flexibilidade que cada grupo glicosilo fornece a estrutura,
especialmente no caso da cassiaocidentalina B que possui um grupo carbonilo na
primeira unidade de acucar ligada ao anel A. Esta flexibilidade também pode ser a razéo
da diferenca de estabilidade entre a kurilesina A e 2”-O-ramnosil isoorientina, que

possuem orientacdes semelhantes no interior da cavidade (Figura 31).

/
ASR34B<.

Figura 30. Interagéo da cassiaocidentalina B com residuos do sitio ativo da a-
glucosidase de levedura.

ASP

A:616 ASP
LEU LEU HOH Al68

A77 A678 A:ll19
SER
A676 fi f P Y
\ ASP
AN P A282 o " T
A H hed "\0}) d A:349
Ax214

ARG
—q A:212

O

ARG
A:312 d
TRP H GLU

A:481 L¥S GLN A:276
Wl £:350

PHE
A:300

Figura 31. Interacdes entre os residuos da enzima e os ligandos kurilesina A
(esquerda) e 2"-O-ramnosil isoorientina (direita).
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Figura 32. Orientag&o dos grupos glicosil da 2"-O-ramnosil isoorientina (vermelho) e
kurilesina A (amarelo) no interior da cavidade da proteina.

O mesmo pode ser observado para os compostos C-glicosilados, onde a importancia
da posicéo da glicosilagéo do anel A fica mais evidente. Nesta classe de compostos,
agueles que estdo glicosilados nas posicdes C-6 e C-8, como carlinésido e
isoshaftdsido, orientam seus 0s grupos glicosilo para o interior da cavidade e o anel B
para a parte externa da mesma. Esta orientacdo permite que estes compostos facam
ligacBes de hidrogénio com Asp68, Arg212, Asp214, His348, Asp349 e Asp408 a partir
do C-6-glucésido, além de orientar favoravelmente a interacdo do C-8-glucésido com os
residuos Leu437, Tyr313 e Arg312, que podem favorecer a estabilidade de ligacao
(Figura 33).
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Figura 33. Orientagdo prevista para os compostos 6,8-C-diglicosilados, carlinésido
(vermelho) e isoshaftosido (verde) e as interagdes com os residuos proximos.

Na auséncia de um dos grupos glicosilo, a orientacao serd favorecida de acordo com
os grupos dadores de ligacbes hidrogénio disponiveis. Isto € melhor observado entre os
flavondides C-6-monoglicosilados, isoorientina e swertiajaponina, e o flavonéide C-8-
monoglicosilado, orientina. Os primeiros estdo orientados de modo que o glucdsido
esteja voltado para o interior da cavidade e possa interagir com Asp68, Arg212, Asp214,
Asp349 e Arg439, enquanto o anel B esta orientado para fora da proteina, realizando
pouca ou nenhuma interacdo com residuos proximos. Devida a esta orientacao,
entretanto, o grupo carbonilo do anel C pode formar uma interacado desfavoravel com o
residuo Asp408, diminuindo a estabilidade da ligacdo (Figura 34). No caso da orientina,
a orientagao é invertida de modo a favorecer a interagao dos hidroxilos nas posicoes 3’
e 4’ do anel B com os residuos Asp349, Arg212 e Asp214, diminuindo o possivel efeito
estérico que o glucésido causaria nesta regido. Paralelamente, o grupo glicosilo é capaz
de interagir com Asp408 e também com Asp349, favorecendo a estabilidade desta

conformacéo (Figura 35).
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Figura 34. Interacdes dos grupos glicosil dos compostos isoorientina (azul) e
swertiajaponina (roxo) com os residuos internos.

Figura 35. Orientacdo da orientina (amarelo) prevista no interior do sitio ativo da
proteina.
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Por fim, as geninas apresentam um padrao de interacdo entre si muito semelhante,
com os hidroxilos do anel B orientados para o interior do sitio ativo da a-glucosidase,
realizando ligacGes de hidrogénio, principalmente, com Asp68, Arg212 e Asp214. A
presenca do grupo hidroxilo na posicéo 3 do anel C parece nao ter influéncia na inibi¢cao
da enzima, conforme pode ser visto entre apigenina e canferol, onde nenhuma interacéo
pdde ser visualizada. Entretanto, a presenca de um segundo grupo hidroxilo no anel B
na posicdo 3’ aumenta a estabilidade da ligagdo entre os compostos luteolina e

guercertina e a enzima.

Figura 36. OrientacOes previstas para apigenina (vermelho) e canferol (verde) e suas
interacdes com residuos do sitio ativo da enzima.
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Figura 37. OrientacBes previstas para luteolina (azul) e quercertina (amarelo) e suas
interacdes com residuos do sitio ativo da enzima.

De um modo geral, a presenca dos grupos glicésidos em diferentes posicbes do anel
A confere maior flexibilidade a estrutura rigida do flavonéide, permitindo que o0 mesmo
interaja com diferentes residuos ao redor da cavidade ativa da proteina. Para as
enzimas a-glucosidase humana e de levedura, o padrdo de atividade inibitoria
observada foi O-glicésidos > C-glicésidos > C-O-diglicésidos > agliconas. As diferencas
de estabilidade entre os compostos do mesmo ou de diferentes grupos pode ser

explicada pelo tipo de glicosido ligado e pela posi¢do da ligacdo do mesmo.

A presenca dos grupos hidroxilo no anel B também mostraram ter sua influéncia na
atividade inibitéria. Este fendmeno ja foi observado em diversos estudos de relacao
estrutura-atividade (SAR). Proenca e colaboradores (2017) realizaram estudos in silico
e in vitro de uma série de flavondides, em grande parte geninas, sobre a inibicédo da a-
glucosidase de modo a construir a SAR destes compostos. Na auséncia de grupos
hidroxilo no anel B, nenhuma inibigdo é observada, enquanto outros compostos com
uma ou mais substituicdes apresentam pouca ou nenhuma inibicdo. Somando-se a isso,
a presenca de grupos catecol nos anéis A e B aumentam consideravelmente a
capacidade de inibir a a-glucosidase e a substituicdo destes grupos por outros mais
hidrofébicos, como -OMe, diminui a atividade. Isto esta evidente nos resultados, onde

0s grupos catecol se mostram importantes dadores de ligacdo de hidrogénio com os
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residuos do sitio ativo e a presenca do radical metilo impede esta interacdo. Também
observaram que a presenca do grupo hidroxilo na posicdo 3 do anel C aumenta o
potencial de inibicdo do flavondide. Em contrapartida, o efeito da glicosilacdo observado
para a rutina é de diminuicdo da atividade inibitoria, o que ndo é observado neste

trabalho para compostos glicosilados.

Os efeitos da glicosilacao dos flavonoides tém se mostrado controverso em diversos
estudos publicados. Kim, Kwon e Son (2000) avaliaram o potencial inibitorio de alguns
flavondides sobre a a-glucosidase de levedura e observaram que a luteolina e luteolina-
7-O-glucésido inibem a enzima, porém a genina apresenta maior efeito inibitério do que
seu derivado glicosilado. Verificaram também que o derivado poliglicosilado lonicerina
apresentou menor atividade comparado com o monoglicésido L70G, o que nao foi
observado no docking. Xiao (2015) também publicou uma extensa revisdo sobre o0s
potenciais terapéuticos dos flavonoides e seus glicdsidos e mostrou que a glicosilagao
diminui a atividade inibitéria destes compostos, evidenciando ainda que a glicosilacao
na posicao C-6 teve menor impacto em relagéo a glicosilagdo em C-8. Porém, 0 mesmo
nao pbéde ser observado entre os compostos orientina, isoorientina e Swertiajaponina,
onde o efeito da glicosilagdo 6-C na diminuicdo da atividade inibitoria foi maior do que
para a glicosilacdo em 8-C, além de destes compostos apresentarem maior pontuacao
em relacdo as suas agliconas. Apesar de nao ter sido mostrado neste trabalho, Xiao
também comenta sobre o efeito negativo da glicosilagdo em C-3 e mostra que a
glicosilacdo no oxigénio em C-7 diminui a atividade, o que néo é observado para os

compostos estudados.

Apesar da flexibilidade e do maior nimero de dadores de ligagdo de hidrogénio
adquirida pela glicosilacdo, a massa molar e a possibilidade de impedimento estérico
aumentam, o que pode justificar muitos dos resultados observados in vitro. Entretanto,
a diversidade estrutural inerente dos fitoconstituintes, além da diversidade adicional
promovida pelos diferentes grupos glicésidos que podem estar ligados, conferem
inomeras possibilidades de modos de ligagdo, levando a variados resultados
observados. De um modo geral, o que se observou foi 0 aumento da estabilidade de
ligagdo promovida pela presenca dos grupos glicosidos em diferentes posi¢bes dos
anéis A e B dos flavonoides, principalmente sobre os compostos diglicosilados. E
importante ressaltar, entretanto, que estes compostos sédo absorvidos e metabolizados
de maneiras diferentes entre si, e que muitos resultados reportados sobre estes

compostos séo in vitro, onde o fator de ADME é pouco considerado.
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4.3. Analise qualitativa dos fitoconstituintes do Cymbopogon citratus

A placa de TLC foi visualizada nos comprimentos de onda 254 e 366 nm, onde foi
possivel visualizar a separagdo dos compostos presentes no extrato e na fracdo de
flavondides, conforme mostra a Figura 38. Dentre os compostos separados, é possivel
identificar a presenga de flavonéides (manchas escuras a 366 nm) e acidos fendlicos

(manchas de fluorescéncia azuis, a 366 nm).

Figura 38. Placa TLC visualizada sob luz visivel e sob os comprimentos de onda
254nm (centro) e 366nm (direita).

4.4, Ensaio colorimétrico da atividade inibitéria dos fitocompostos

Apos a adicdo do croméforo foi possivel observar a rapida mudanga de coloragéo
dos pocos. A leitura dos valores de absorbancia foi realizada de maneira imediata,
devido a precipitacdo do sal de diazbnio dentro de poucos minutos apés a adi¢do do
Fast Blue Salt B.

Os valores de percentagem de inibi¢gao (%inib) Obtidos para cada concentragéo das
amostras estédo descritos na Tabela 14. A percentagem de inibig&o foi calculada a partir

da féormula descrita abaixo:

Abs —Abs,
%inib — ( controlo amostra) X 100 (1)

AbScontrolo

Os valores de absorbancia para o controlo e a amostra foram corrigidos através da

subtracdo do valor obtido para o branco do controlo e o branco da amostra.
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Figura 39. Placa multiwell apos incubacéo e adigdo do Fast Blue Salt B.

Tabela 14. Resultados do ensaio enziméatico obtidos para acarbose, extrato e
fracdo de flavonodides.

Acarbose Extrato Fragdo
logC % inibigao logC % inibicao logC % inibigao
2,7714 16,19+5,35 11,9933 18,40+1,49 0,9830 20,07 +4,97
3,1694 41,58 £ 2,82 2,0902 17,18 + 5,56 1,2840 41,59+4,18
3,2663 52,88+6,53 2,3912 36,41+1,89 1,4881 56,77%5,16
3,3632 57,58+ 1,22 2,4881 40,67 £ 1,37 1,8861 67,34 £ 4,28
3,4881 67,30+2,82 2,5850 43,07+2,62 2,1871 73,06 +4,63

A atividade inibitéria das amostras estudadas foi comparada de acordo com o
percentual de inibicAo da enzima a-glucosidase. A partir dos resultados é possivel
observar que tanto o extrato quanto a fracdo contendo apenas flavondides mostraram-
se mais ativas que o farmaco de referéncia, com a fracdo sendo particularmente mais
ativa, com valor de ICso de 14,87 + 1,87 pg/mL, cerca de 100 vezes mais ativa que a
acarbose (ICsp = 1535 + 1,14 pug/mL) e cerca de 14 vezes mais ativa que o extrato (ICso
=214,9 + 1,14 pg/mL) (Figura 40).

Entre os dois flavondides testados, isoorientina e luteolina-7-O-B-glucopirandsido
(L70G), observou-se que ambos apresentaram atividades similares com valores de ICsg
de 17,83+ 1,17 pyg/mL e 17,97 + 1,06 pg/mL, respetivamente. Utilizando-se o One-way

ANOVA, seguido do teste de Bonferroni, concluiu-se que ndo ha diferenca estatistica
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entre si (P > 0,001). Comparando-se aos resultados obtidos para o docking, ambos os
flavondides isolados apresentam pontuacdes proximas, justificando os valores
semelhantes de ICso. Entretanto, a fracdo ainda se mostra mais ativa que os compostos
isolados, ndo sendo possivel concluir se a atividade observada é devida a presenca de

outros compostos ativos na fragéo ou de interacdes sinérgicas.

E possivel observar que o extrato se mostrou menos ativo que a fragéo (Figura 41).
Devido a presenga de outros compostos em sua composi¢do, principalmente polifendis
como &cido cafeico, &cido hidroxicindmico e acido clorogénico, é possivel que estes
influenciem negativamente na inibicdo da enzima pelo extrato, através da competicao
pela ligacdo a mesma. Estes polifendis ja foram reportados como péssimos inibidores
da a-glucosidase (Xiao et al., 2013), ser uma das razdes pela baixa atividade observada

no extrato, além da concentragdo dos principais inibidores serem menores do que na
fracéo.

Atividade inibitéria
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Figura 40. Atividade inibitoria das amostras em diferentes concentragdes. Os valores
correspondem a meédia + desvio padrédo de trés ensaios independentes. (*** P<0,001 e
ns = nao significativo)
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As plantas medicinais sao importantes fontes de novos farmacos, devido a sua
diversidade estrutural e de atividades terapéuticas. Por contribuirem com uma gama de
compostos biologicamente ativos e de baixa toxicidade, a comunidade cientifica tém
voltado sua atencéo para a descoberta de novos farmacos a partir de plantas, porém
muitos desafios ainda persistem. A diversidade estrutural que concede estas diversas
atividades terapéuticas torna-se um dos principais desafios a serem enfrentados na
etapa de descoberta de farmacos, visto que torna a sintese destes compostos mais
complexa. Somado a isso, a quantidade de planta necessaria para a extracdo de uma
pequena quantidade do fitoconstituinte ativo é muito grande, o que pode gerar um
grande impacto ambiental. Ainda assim, com o desenvolvimento de novas tecnologias
computacionais, é possivel rastrear quais desses compostos contribui melhor para a
atividade terapéutica de um extrato ou fracao e é possivel prever se tal composto é facil

de se sintetizar.

As ferramentas disponiveis online para a previséo de atividades terapéuticas, como
0 PASS Online, permite em primeiro momento verificar se um composto ou conjunto de
compostos possui determinada atividade de interesse, ou até mesmo possiveis
atividades ainda ndo estudadas. Outras ferramentas, como SwissADME, permitem
verificar se uma molécula de interesse terd as propriedades farmacocinéticas
necessarias para atuar num determinado alvo farmacolégico e se € um composto facil
de ser sintetizado, contornando as dificuldades inerentes aos fitoconstituintes. Somado
com o uso dos bancos de dados, é possivel também verificar se 0 composto a ser
estudado ja possui atividade comprovada no alvo de interesse. Isto verificou-se
facilmente através da busca dos compostos em estudo no PubChem e no ChEMBL,
apesar deste Ultimo apresentar bem menos referéncias comparado ao primeiro.
Também foi possivel verificar que compostos como orientina e isoorientina e suas
agliconas ja estdo bastante estudadas, enquanto outros flavonoides apenas foram
estudados em poucos alvos terapéuticos. Nestes bancos de dados também é possivel
perceber um padrdo de atividades estudadas para esta classe de compostos,
principalmente aquelas ligadas as atividades anti-inflamatdrias ou processos
antioxidantes, para possivel uso em doengas como o cancro. Isto sugere que o0s estudos
ainda estdo muito limitados a apenas um seleto grupo de doencas e atividades comuns
aos flavonoides e as ferramentas de previsdo podem ajudar a descobrir novas

atividades terapéuticas.

Os flavondides constituem um grupo de compostos presentes nas plantas como
metabolitos secundarios e possuem diversas atividades terapéuticas comprovadas e

séo de grande interesse para a procura de novos farmacos. Apesar da maior parte dos
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estudos existentes para este grupo de compostos estarem voltados para as geninas, 0s
flavondides estdo maioritariamente presentes nas plantas sob formas glicosiladas,
nomeadamente C- ou O-glicosiladas. Estes compostos, principalmente os O-
glicosilados, ao serem ingeridos, sdo prontamente metabolizados e perdem a ose
associada e o efeito terapéutico observado é atribuido, portanto, a genina derivada. Os
flavondides C-glicosilados sdo mais estiveis e sdo capazes de alcancar o trato
gastrointestinal inalterados, possuindo, portanto, atividades que n&do podem ser
atribuidos as geninas ou aos O-glicésidos. Isto é especialmente importante no que
concerne a biodisponibilidade destas moléculas, pois apesar do potencial inibitério dos
C-glicosidos sobre a a-glucosidase ser menor do que os O-glicosidos, estes Ultimos

podem ter baixa biodisponibilidade e influenciar na sua atividade terapéutica.

A presenca das oses na estrutura dos flavonoides altera de maneira significativa as
suas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas. A massa molar aumenta, assim
como a area de superficie polar e volume. A molécula torna-se mais flexivel, devido ao
aumento de ligacdes rotacionaveis e aumenta-se também o numero de dadores e
aceitadores de ligagbes de hidrogénio. Estas alteracdes permitem melhores interacdes
com o sitio ativo da a-glucosidase, aumentando o potencial inibidor destes compostos,

tornando-os potenciais novos farmacos para o tratamento da diabetes.

Apesar de bastante estudada, o Cymbopogon citratus ainda apresenta flavonéides
que nao tiveram suas capacidades terapéuticas totalmente avaliadas como carlinésido,
kurilesina A, swertiajaponina e isoshaftosido, cujos resultados aqui apresentados nao
estdo presentes em nenhum outro estudo. Adicionalmente, devido ao potencial
antioxidante e de captacéo de radicais livres conhecido dos flavondides, grande parte
das pesquisas sao orientadas para este fim. Isto fica evidente quando, ao pesquisar 0s
flavondides aqui estudados nos bancos de dados, a maioria das atividades encontradas
sdo aquelas que estédo ligadas ao tratamento do cancro ou de doencas ligadas ao
estresse oxidativo ou inflamacg&o. Além disso, mesmo aqueles que ja foram estudados
na inibicdo da a-glucosidase, como no caso da luteolina-7-O-neohesperidésido, sao
poucos os estudos adicionais que possam corroborar estes resultados. Estes aspetos
demonstram que ainda ha muito a explorar nesta planta, além de mostrar a importancia
dos glicésidos de flavondides na area farmacéutica e como ferramentas de previsédo de

atividades podem orientar melhor a busca por novos principios ativos.
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Conclusao

A atividade antidiabética prevista para os compostos estudados foi determinada
através de métodos in silico e suplementada através de ensaios enzimaticos in vitro. A
utilizacdo das ferramentas aqui mencionadas pode auxiliar na busca de novos farmacos
a partir de fontes naturais, tornando-a mais facil, barata e eficaz. Os compostos de
origem natural sdo comprovadamente mais seguros que os farmacos puramente
sintetizados, com menor toxicidade e maior taxa de sucesso nos ensaios clinicos e tém
se tornado novamente o foco de atengdo dos pesquisadores. O desafio corrente, que
envolve a identificagdo do composto isolado, além da sua caracterizagdo estrutural € o
primeiro obstéaculo a ultrapassar. Os compostos polifendlicos e os componentes do 6leo
essencial estdo bastante estudados, mas ainda ha poucos estudos acerca dos
flavondides e seus derivados glicosilados. Estes Ultimos ja mostraram atividades
terapéuticas em diversas doencas e algumas provavelmente ainda ndo exploradas.
Ferramentas como estas permitem explorar ainda mais um conjunto de compostos que

podem trazer grandes beneficios para a saude.

Os flavondides do Cymbopogon citratus sdo capazes de inibir a enzima a-
glucosidase, um importante alvo para o controle da diabetes, em menores
concentracdes do que a acarbose, o farmaco de referéncia. Resultados obtidos para
kurilesina A, isoshaftosido, cassiaocidentalina B e carlinésido ndo foram obtidos em
outros estudos até o momento, e tampouco apresentam resultados nos bancos de
dados como o ChEMBL ou PubChem. Portanto, estes resultados inovadores podem
sugerir e alavancar novas pesquisas de farmacos de origem naturais a partir da planta

Cymbopogon citratus.
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De modo a avaliar melhor o potencial terapéutico dos compostos aqui estudados,
serdo necessarios estudos de relacdo estrutura-atividade, com avaliacao das atividades
antidiabéticas dos compostos isolados. Além disso, também sera necessario realizar
estudos de ADME in vivo para os compostos isolados de modo a definir suas
capacidades de absorcdo e estabilidade, principalmente entre os diferentes graus e
posicoes de glicosilacdo. Estes estudos podem contribuir para a descoberta de novos

farmacos para o controle da diabetes.

O uso das ferramentas de previsdo, em conjunto com métodos de docking e
dindmica molecular, também poderdo ser implementadas no laboratério de
farmacognosia de modo a isolar compostos ativos de modo guiado, facilitando e
diminuindo 0s custos e tempo necessarios para extragdo e isolamento de principios

ativos das plantas.
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