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1. INTRODUCAO

Sinningia magnifica (Otto & A. Dietr.) Wiehler (Gesneriaceae) ¢ uma planta que apresenta constituintes
quimicos promissores para o uso terapéutico. Dentre as substancias reportadas como constituintes presentes nessa
planta estio o acido betulinico (terpendide), calceolariosideo B (glicosideo fendlico), dunniol (naftoquinona),
haleridona (etilcicloexanoide), tectoquinona (antraquinona), tirosol (substancia fendlica), 1-hidroxitectoquinona
(antraquinona), 1,6-dihidroxitectoquinona (antraquinona), 7-hidroxitectoquinona (antraquinona), 7-hidroxi-o-
dunniona (naftoquinona), 8-hidroxi-dunniona (naftoquinona), 7-hidroxi-6-metoxi-tectoquinona (antraquinona) e
7-hidroxi-6-metoxi-u-dunniona (naftoquinona) (Serain ef al., 2021). Entre os diferentes grupos quimicos citados,
as quinonas destacam-se como substancias com potenciais efeitos anticancerigenos e anti-inflamatérios (Gambhir
etal., 2014).

Apesar dos resultados biologicos satisfatérios com extratos de S. magnifica, estudos in silico de previsdo
farmacoldgica dos principais constituintes quimicos de S. magnifica ndo foram encontrados em literatura até o
presente momento. Os estudos in silico estdo baseados em sistemas computacionais que estocam e manipulam
estruturas quimicas de interesse farmacologico. As informacgdes obtidas in silico relacionadas a essas estruturas
configuram uma ferramenta relativamente rdpida e barata na descoberta de novos farmacos se comparadas com
os métodos tradicionais de pesquisa em laboratorio. Métodos computacionais e analises in silico tém sido
utilizados crescentemente na identificacdo de proteinas-alvo de biomoléculas obtidas de produtos naturais.
Baseado nisso, neste estudo procedeu-se a realizagdo de analises de acoplamento molecular das relagdes entre
substincias reportadas para S. magnifica e a proteina quinase C isoforma alpha (PKCa). As PKCs sio um
importante alvo terapéutico por seus papéis como promotores tumorais, em doengas neurodegenerativas e
diabetes (Silva et al., 2009; Mochly-Rosen et al., 2012; Rui et al., 2017; Geribaldi-Doldan et al., 2019). A PKCua
modula diversos processos celulares, incluindo prolifera¢do e crescimento tumoral, bem como diferenciacio,
motilidade e sobrevivéncia (Garg er al., 2014). PKCua desempenha um papel central, por exemplo, na progressdo
do cancer de prostata, sendo super expressa em linhagens de células de cancer prostata mais agressivo (Cooke ef
al., 2022).

Pesquisas previas envolvendo glicosideos feniletandides extraidos de plantas da familia Scrophulariaceae
mostraram que estas tipo de substincias possuem atividade inibitoria in vitro sobre as PKCa (Zhou ef al., 1998).
O calceolariosideo B é um representante dos glicosideos fenolicos isolados em plantas do género Sinningia. Em
vista disso, substancias presentes no género Sinningia com as mesmas caracteristicas quimicas poderiam ser
potenciais inibidores desta familia de quinases que mediam importantes processos bioldgicos. Assim mesmo, 0s
terpenoides também sdo produtos naturais que ja demonstraram potencial farmacolégico, incluindo propriedades
anticancerigenas. O acido betulinico é um terpendide que esta entre as substincias isoladas de S. magnifica. Esta
substdncia possui um amplo espectro de propriedades farmacologicas, destacando-se atividades anti-HIV (Fujioka
et al., 1994) e antitumoral (Serain ef al., 2021).

Em vista do apresentado, o objetivo principal deste estudo foi avaliar o painel bioldgico dos constituintes
quimicos isolados de S. magnifica e analisar in silico suas caracteristicas farmacologicas, toxicoldgicas e
estruturais através de estudos ADMET e de acoplamento molecular com a proteina quinase C isoforma alpha. A
descoberta de a¢do inibitoria por parte destes fitocompostos contra as PKCa pode contribuir para se ter um maior
entendimento do mecanismo de acdo citotoxica destas moléculas frente a células tumorais.
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2. METODOLOGIA

Em revisdo de literatura foram catalogados os principais constituintes quimicos de Sinningia magnifica
com estrutura quimica elucidada; informagdes sobre propriedades fisico-quimicas destas substincias foram
buscadas e predi¢des de potenciais atividades biologicas para estas substincias foram descritas em andlises in
silico. Para as predicdes de propriedades farmacologicas in silico das substancias foram realizadas andlises
empregando o soffware Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS online®). Com esta ferramenta,
pode-se estimar os indices Pa (probabilidade "de ser ativo") ou Pi (probabilidade "de ser inativo") frente 8 PKCa.

Além disso, foi utilizada a ferramenta SwissTargetPrediction (www.SwissTargetPrediction.ch) para
prever as probabilidades de intera¢do dos compostos analisados com a PKCa. Para isso, foi adotado o seguinte
critério: probabilidade de atividade contra o alvo das quinases tipo C estivesse preenchida em menos de 50%, a
probabilidade seria baixa, e se a barra estiver preenchida em mais de 50%, seria considerada alta.

Ensaios in silico de propriedades ADMET (absor¢do, distribui¢do, metabolismo, excrec¢do e toxicidade)
foram feitos com o servidor SwissADME, que permitiu a predicdo de pardmetros de absor¢do intestinal,
penetra¢do da barreira hematoencefilica (BBB), inibicdo de isoenzimas do CYP450 (CYP1A2, CYP2CI19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 e predicdo do indice Lipinski. A triagem prévia das substincias com ferramentas in
silico foi feita de modo a conduzir o docking molecular com os resultados obtidos.

Para a realizagdo do acoplamento molecular, foram preparados os ligantes e a proteina alvo (PKCu): os
ligantes foram desenhados no programa ChemSketch 2020.2.0 e convertidos para a estrutura 3D (.pdb) usando o
PyMOL 2.4 da Schrédinger, Inc; ja a proteina PKCa foi recuperada do banco de dados do Protein Data Bank
(PDB: 4RA4) e preparada. Seguiu-se com o acoplamento molecular utilizando-se a ferramenta Autodock 4.2,
interface MGL 1.5.6 para todas as substancias isoladas de S. magnifica. A validacdo do docking foi feita com o
co-cristal com o qual a proteina PKCa estava depositada no Protein Data Bank e a molécula utilizada como
controle foi a estaurosporina, que ¢ uma molécula conhecida por suas atividades inibitorias contra PKCa. Os
programas AutoDock e PyMOL foram usados para as analises pos-docking. A melhor posigdo de ligagdo entre os
ligantes ¢ a proteina foi selecionada com base na menor energia livre de liga¢do obtida (menores valores indicam
complexos mais estaveis). A posicdo de acoplamento mais favoravel foi, entdo, selecionada por PyMOL para que
se pudessem analisar as interagdes entre os ligantes e a PKCa.

Por tltimo, apos obtengdo dos resultados do acoplamento molecular, foi feito o diagrama de ovo cozido
(do inglés, BOILED-Egg - Brain Or Intestinal. EstimateD permeation method, ou método de permeacdo estimada
ao sistema nervoso ou intestinal) utilizando o soffware SwissADME com as substincias que exibiram resultados
mais promissores comparados com a substancia de referéncia - estaurosporina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em geral, segundo as predicdes feitas no Pass Online as substincias analisadas neste estudo apresentaram
valores baixos de Pa (inferiores a 0,5) contra PKCa. Alem disso, utilizando esta ferramenta conseguiu-se prever
as probabilidades dos constituintes de S. magnifica serem ativos frente a uma grande variedade de alvos
terapéuticos (Pa: probabilidade de ser ativo) ou inativos (Pi: probabilidade de ser inativo). Se Pa > 0,7, isto indica
que a substancia em questdo tem altas chances de apresentar a atividade reportada. Se 0,5 < Pa < 0,7 , as chances
de que essa substincia seja ativa sdo menores (Porokoiv et al., 1998).

No entanto, utilizando a ferramenta Target Prediction, foram obtidos resultados diferentes quando
comparados com os derivados do Pass Online, por exemplo, o calceolariosideo B apresentou alta probabilidade
de ter atividade contra PKCa. Esta substiancia também ja foi reportada como tendo atividade inibitoria da proteina
PRKC alpha humana (IC50 de 4,6 uM) (Zhou et al., 1998) e de aromatase (Yang et al., 2011), bem como atividade
anti-inflamatoria (Jin et al., 2014). O calceolariosideo B e a haleridona apresentam possibilidade de interagdo com
PKCa, com a primeira molécula apresentando alta e baixa probabilidade, respectivamente.

Os resultados do acoplamento molecular para todas as substancias isoladas de S. magnifica foram
ranqueados por seus valores de energia minima de ligacao.

Os valores mais negativos, isto €, os que indicam resultados mais promissores para complexos estaveis
entre ligante e proteina, foram obtidos para o terpenoide - dcido betulinico (-8.83 Kcal/mol) e para a naftoquinona
7-hidroxi-a-dunniona (-8,58 Kcal/mol). Estas substincias estdo representadas na figura 1, juntamente com a
estaurosporina, dispostas ao redor do sitio ativo da PKCa (PDB ID: 4RA4). No sitio ativo mostra-se a melhor
pose da substancia de referéncia estaurosporina, que possui atividade inibitoria conhecida contra PKCs.
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Tabela 1. Score de energia minima de ligagdo para cada uma das substancias que foram alvo de estudos de
docking molecular.

Compostos Score de energia minima de ligacio (Kcal/mol)
Estaurosporina (Substancia de referéncia) -9.95
Acido betulinico -8,83
7-hidroxi-u-dunniona -8.58
Tectoquinona -8,35
8-hidroxi-dunniona -8,22
I-hidroxi tectoquinona -7.99
1,6-dihidroxi-tectoquinona -7.80
7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona -7,65
7-hidroxi tectoquinona -7.52
7-hidroxi-6-metoxi-tectoquinona -7.09
Calceolariosideo B -6,80
Haleridona -4,79
Tirosol -4,28
Dunniol -7.63
Co-cristal 3KZ (validacdo) -9,79

A ligagdo proteina-ligante, sem o consumo de energia, ocorre apenas quando a variagdo da energia livre
de Gibbs (A (7) do sistema ¢ negativa. Quanto mais negativa ¢ a energia, maior a afinidade de liga¢do entre as
moléculas envolvidas (Du et al., 2016).

Discorrendo sobre as substancias que mais se destacaram nos resultados de energia minima, temos que
o acido betulinico é um triterpeno pentaciclico que ja foi reportado na literatura como tendo diversas propriedades
farmacologicas, incluindo atividade antitumoral (Serain ef /., 2021), anti-HIV (Fujioka er al., 1994), bem como
alta afinidade de ligacdo com a proteina tRdRp, que é crucial para o ciclo de vida do SARS-CoV-2 (Hossain,
2022).

7-hidroxi-o-dunniona

Figura 1. Representagdo dos dois melhores ligantes dispostos ao redor do sitio ativo da PKCo (PDB ID: 4RA4).
No sitio ativo mostra-se a melhor pose da substancia de referéncia estaurosporina, que possui atividade
inibitéria conhecida contra PKCs.

A potente atividade anticancerigena do acido betulinico dé-se por sua capacidade de induzir apoptose
somente em células tumorais, ndo afetando células e tecidos normais. Esta substancia causa danos as mitocondrias
levando, assim, a morte das células malignas (Seyed et al., 2016). Ja a 7-hidroxi-«-dunniona é uma naftoquinona
com atividade citotoxica contra linhagens celulares de cidncer de mama e tumor pancreatico (Sheridan et al., 2011).

O “diagrama de ovo cozido” (do inglés, BOILED-Egg - Brain Or Intestinal. EstimateD permeation
method) é um modelo de predi¢do que calcula a lipofilicidade e polaridade de moléculas pequenas e é utilizado
em andlises preliminares do potencial farmacologico de diferentes substincias (Daina & Zoete, 2016). A regido
branca (clara do ovo) e a regido amarela (gema) indicam, respectivamente, as regides de maiores probabilidades
de permeabilidade nos sistemas gastrointestinal e nervoso (Olasupo ef al., 2020). Dentre as substancias mostradas
no grafico (figura 1 ), duas delas foram isoladas da planta em estudo S. magnifica: acido betulinico e 7-hidroxi-
oc-dunniona. Estas substancias representam, respectivamente, os resultados de primeiro e segundo maior potencial
farmacoldgico apos a andlise dos resultados do docking molecular (tabela 1). A terceira molécula analisada, por
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sua vez, corresponde a estaurosporina, que é um alcaloide isolado da bactéria Streptomyces staurosporeus que foi
escolhido como molécula de referéncia por ser conhecido como um forte e amplamente seletivo inibidor das
proteinas quinases C (Gani & Engh, 2010), exibindo assim atividade anticancer.

uk-do betulinco :-hdrw-at-dmmm.
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Figura 2. Diagrama de ovo cozido (do inglés, BOILED-Egg - Brain Or Intestinal. EstimateD permeation
method) com as substincias que exibiram resultados mais promissores, o dcido betulinico e 7-hidroxi-o¢-
dunniona, e com a substancia controle/referéncia, a estaurosporina.

A barreira hematoencefilica (BBB, do inglés Blood-Brain-Barrier) é responsavel por impedir a entrada
no sistema nervoso da maioria dos fdirmacos que se encontram na corrente sanguinea, o que impde um desafio no
desenvolvimento de farmacos contra doencas cerebrais ou radiofirmacos que possibilitem a obtencdo de
neuroimagens do cérebro (Pardridge, 2012). Isto pode ser visto no diagrama do ovo cozido, no qual pontos em
vermelho representam moléculas previstas de ndo serem bombeadas do sistema nervoso central pelas
glicoproteinas-P (PGP -), enquanto pontos em azul indicam o contrario, isto &, predi¢des de moléculas que devem
ser bombeadas por estas mesmas glicoproteinas (PGP +). A glicoproteina-P ou proteina de resisténcia a multiplas
drogas (MDR1), é assim chamada por ser um transportador de efluxo transmembrana limitando, desta maneira, a
absorcdo celular de um amplo espectro de drogas. incluindo vérias drogas utilizadas nas diferentes terapias contra
canceres (Seelig, 2020). A inibi¢do da glicoproteina-P aumenta a biodisponibilidade de drogas, enquanto sua
indug¢do faz o contrario (Finch ef al., 2014). Observando gréfico (figura 2), tem-se que o dcido betulinico (ponto
vermelho mais a esquerda) e a 7-hidroxi-oc-dunniona (ponto vermelho mais a direita) nio sdo absorvidos pelo
sistema nervoso central, pois nio ultrapassam a barreira hematoencefalica passivamente (fora do ovo), mas
também ndo sofrem efluxo pelas PGPs (ponto vermelho). Enquanto que a substancia controle, a estaurosporina,
aparece na gema, sinalizando sua permeabilidade passiva a barreira hematoencefalica, mas é representada por um
ponto azul, o que indica que é bombeada para fora pelas PGPs. Com isso, o acido betulinico e 7-hidroxi-oc-
dunniona, ndo chegam passivamente ao sistema nervoso central, mas se o acessassem, nio sofreram efluxo.

Apesar da biodisponibilidade limitada do acido betulinico, estudos recentes demonstram que o
nanoencapsulamento desta substincia poderia aumentar sua biodisponibilidade ou potencializar seus efeitos
biologicos (Serain ef al., 2021). Estes resultados indicam que sistemas de libera¢do modificada podem contornar
a biodisponibilidade limitada de algumas substancias.

Enquanto os resultados apontados pelas andlises in silico indicaram como substancias mais promissoras
o acido betulinico e a 7-hidroxi-o¢-dunniona, o glicosideo fendlico calceolariosideo B apresenta relatos de
atividades biologicas in vifro descritas em literatura (Zhou ef al., 1998; Riva er al, 2012), mas através de
simulagdes de acoplamento molecular observou-se, que apds o docking rigido, o calceolariosideo B mostrou ter
uma energia menos negativa de ligacdo diferencial (-6.80 Kcal/mol), quando comparada com a estaurosporina (-
9,95 Kcal/mol) substancia de referéncia com atividade inibitoria de PKCa.

Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa avaliaram as propriedades de algumas destas substancias
frente as linhagens tumorais SK-MEL-103 (melanoma metastatico humano) e PC-3 (tumor de prostata),
encontrando-se bons resultados em termos de valores de ICso e que apresentam elevada correlagdo com os
resultados obtidos nas andlises in silico. Estudos mais aprofundados continuam sendo realizados por nosso grupo
de pesquisa.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo a partir das predic¢des feitas no sofiware Pass Online indicam que as
substancias reportadas em literatura para extrato bioativo de S. magnifica apresentam baixos valores de
probabilidade de predigdo para serem ativas contra PKCa. No entanto, utilizando a ferramenta Target Prediction,
foram obtidos resultados diferentes quando comparados com os derivados do Pass Online, por exemplo, o
calceolariosideo B apresentou alta probabilidade de ter atividade contra PKCa. Além disso, empregando-se
andlises de acoplamento molecular, os dados obtidos sustentam que o diterpendide dcido betulinico (-8,83
Kcal/mol) e a naftoquinona 7-hidroxi-a-dunniona (-8,58 Kcal/mol) sdo constituintes com valores de energia de
ligacdo diferencial comparaveis ao reportado para a estaurosporina (-9,95 Keal/mol), substancia de referéncia e
conhecida por ter atividade inibitoria sobre as PKCo. Considerando-se dados de disposi¢do cinética do servidor
SwissADME para estas substancias com potencial efeito inibitorio para PKCa, observou-se que o acido betulinico
e a 7-hidroxi-o¢-dunniona apresentam baixa biodisponibilidade e os dados sugerem que ndo ultrapassam a barreira
hematoencefalica passivamente mas, por outro lado ndo sofrem efluxo pelas glicoproteinas-P (PGPs). Estes
achados indicam a necessidade de estudos para melhorar pardmetros farmacocinéticos destas substancias no que
diz respeito a biodisponibilidade, ou abordagens com o desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada
visando a seus possiveis usos como farmacos e medicamentos. Em conjunto, estes resultados preliminares indicam
que algumas substancias isoladas da S. magnifica apresentam propriedades biologicas promissoras e que esta
abordagem in silico suportaria modelos de ensaios bioldgicos in vitro e posteriormente in vivo. Ainda, estudos
complementares de dindmica molecular (DM) entre o acido betulinico ou a 7-hidroxi-a-dunniona com a PKCa
sdo necessarios, pois ajudariam a compreender melhor a interacéo e a estabilidade entre estes constituintes com a
proteina objeto de estudo.
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