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INTRODUCAO

A Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., popularmente conhecida como inga-doce,
jumentinha ou mata-fome, ¢ uma arvore leguminosa, de médio porte, nativa da América
tropical, encontrada também na India e no Paquistdo. Pertencente a familia Fabaceae e é
amplamente utilizada na culinaria e, apesar de crescer em abundancia, seu uso cientifico
ainda € pouco explorado. Tradicionalmente, ¢ usada no tratamento de doencas venéreas,
febre, dermatites e inflamagdes oculares. Suas sementes sdo ricas em proteinas e

indicadas contra a desnutri¢do, além de seu cha ser utilizado no combate a anemia
KHANZADA etal., (2013).

Enzimas s3o alvos estratégicos no desenvolvimento de farmacos devido a ampla
atuagcdo em diversas vias bioquimicas. No sistema renina-angiotensina, por exemplo, a
renina desenvolve papel essencial na regulacdo da pressdo arterial e do equilibrio de
fluidos. Alteragcdes nesse sistema estdo associadas a condigdes como hipertensio,
insuficiéncia cardiaca e lesdes renais OIGMAN et al., (1998).

O objetivo do presente estudo foi realizar a triagem de compostos moleculares
previamente identificados da Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., incluindo seus
estereoisdmeros, com o intuito de avaliar seu potencial inibitério frente a enzima renina
(PDB: 3K1W). Para isso, foi utilizado um modelo farmacoférico construido a partir de
compostos com maior potencial de inibicdo (Ki), presentes no banco de dados
ChEMBL, permitindo a identificagdo de caracteristicas estéreo-eletronicas essenciais
para a interacdo com o alvo molecular, seguido de estudos de acoplamento molecular
(docking) para estimativa da afinidade e modo de ligagao.



MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA

Levantamento bibliografico e selecio do alvo molecular

Para a realizagdo do levantamento bibliografico dos compostos naturais previamente
isolados da Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., foi conduzida uma busca sistematica
nas bases de dados Periddicos CAPES, PubMed, SciELO, ChEMBL e PubChem.
Utilizaram-se os descritores: “Pithecellobium dulce”, “phytochemical compounds”,
“metabolites and bioactivities” e “caracterizagdo fitoquimica”. Nao foram estabelecidos
critérios de inclusdo quanto a data de publicacdo, sendo considerado apenas o foco em
estudos que relataram o isolamento, caracterizagdo e identificagdo de compostos
fitoquimicos presentes em diferentes partes da planta. Como resultado, foram
encontrados 94 compostos individuais, totalizando 1.151 moléculas, incluindo seus
respectivos estereoisomeros, distribuidos em 20 trabalhos cientificos. As informagdes
obtidas foram organizadas em um banco de dados contendo: nome do composto,
estrutura SMILE, parte da planta de onde foi isolado, abundancia (quando disponivel) e
a respectiva referéncia bibliografica.

A estrutura tridimensional do alvo molecular, a enzima renina humana, foi obtida a
partir do Protein Data Bank (PDB), sob o codigo de entrada 3K1W, apresentando alta
qualidade estrutural, com resolucdo de R = 1,50 A. O modelo selecionado apresenta um
ligante cristalografico (BFX) co-cristalizado na cavidade ativa, o que proporciona um
referencial espacial preciso para a identificacdo e definicdo do sitio de liga¢do a ser
explorado nas etapas subsequentes.

Triagem virtual baseada no alvo molecular

A triagem virtual foi conduzida com enfoque em caracteristicas dependentes do ligante,
por meio da geracdo de modelos farmacoforicos. Inicialmente, um conjunto de
inibidores da enzima renina foi obtido na base de dados ChEMBL, os quais
compuseram os conjuntos de treino e teste utilizados na geracdo e validagdo dos
modelos farmacoforicos, respectivamente.

Construcio e validacao do modelo farmacoférico

A constru¢do do modelo farmacoférico 3D, com base no ligante cristalografico BFX,
foi realizada utilizando o software vVROCS (versdo 3.7.0.1), que forneceu a qualidade do
modelo também foi avaliada através de simples corridas comparativas, onde se destacou
o modelo que apresentou melhor desempenho obteve uma area sob a curva (AUC —
Area Under the Curve) de 0,756.

Acoplamento Molecular

O software Make Design foi utilizado para gerar e configurar as grades de energia
necessarias ao processo de docking. Em seguida, o UCSF Chimera foi utilizado para
realizar os acoplamentos entre as moléculas selecionadas da Pithecellobium dulce ¢ a
enzima-alvo renina, permitindo a avalia¢do das interagdes e da afinidade de liga¢do dos
compostos com o sitio ativo da proteina.

O espaco de busca foi definido por uma caixa de 4 A ao redor do ligante, totalizando
uma expansio de 8 A nas dimensdes x, y e z, tendo como centro a posi¢io do ligante
cristalografico (BFX).



RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

A busca por inibidores no banco de dados online ChEMBL resultou na identificagao de
183 moléculas com atividade inibitéria frente a proteina renina (Homo sapiens). Como
critério de filtragem, foram selecionadas apenas aquelas com valores de inibi¢ao (Ki) <
5000 nM, indicando alta afinidade pelo alvo bioldgico. Dessa forma, 20 compostos
foram selecionados e utilizados para compor os conjuntos de treinamento (70%) e teste
(30%), empregados na construcao e validacdo dos modelos farmacoforicos, utilizando o
programa VROCS.

A partir das simulagdes, um dos modelos farmacoforicos gerados apresentou o melhor
desempenho preditivo, sendo selecionado com base na triagem por similaridade com o
ligante cristalografico BFX, presente na estrutura 3D da renina (Figura 1). O valor da
area sob a curva (AUC) obtido para este modelo foi de 0,756, demonstrando boa
capacidade de discriminar moléculas ativas das falsas positivas.

Figura 1: Modelo farmacoforico gerado a partir do banco de ligantes com potencial
inibitorio para Renina. As caracteristicas destacadas incluem regides de ligacdo
hidrofobica (Esfera verde), doadoras (esfera vermelha) e receptoras de hidrogénio
(Esfera azul).

Dentre as 16 poses de ligacdo geradas para os ligantes durante a etapa de acoplamento
molecular, foi selecionada aquela que apresentou a melhor combinagdo entre energia de
interagdo e alinhamento espacial em relagdo ao ligante de referéncia. A pose escolhida
exibiu um valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) de 1,463 A, demonstrando
uma boa sobreposicdo com a conformacdo do ligante cristalografico e indicando
confiabilidade na predi¢do da interag@o no sitio ativo da enzima renina.

Com o modelo validado, foi realizada a triagem das 1151 moléculas derivadas da
Pithecellobium dulce, previamente organizadas em banco de dados. A triagem virtual
resultou na selecdo de quatro moléculas que apresentaram maior grau de sobreposi¢cdo
com as caracteristicas farmacoféricas do modelo. A selegdo foi realizada com base no



maior valor da Area Sob a Curva (AUC) a partir da construgio de uma curva ROC.
Essas quatro moléculas também foram submetidas ao acoplamento molecular com a
enzima renina, utilizando o UCSF Chimera e o programa MakeDesign para geragdo das
grades de energia.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi desenvolvido um modelo tridimensional de compostos com
eficiente poder inibitorio frente a enzima Renina, aplicado a triagem de compostos da
Pithecellobium dulce, algumas das moléculas testadas exibem afinidade de ligacdo
comparavel ou superior a do ligante cristalografico da proteina-alvo, refor¢ando o
potencial terapéutico desses metabdlitos. Os achados indicam o potencial da espécie
como fonte de inibidores naturais da renina, entretanto novos estudos experimentais sao
necessarios para validar essa atividade, podendo contribuir significativamente para a
identificacdo de novos candidatos a farmacos anti-hipertensivos de origem natural,
especialmente a partir de espécies vegetais ainda pouco exploradas do ponto de vista
quimico-farmacoldgico.
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