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Resumo

Trata-se de um estudo experimental computacional (in silico) com o objetivo de elucidar os efeitos biolégicos
ativos de compostos encontrados na espécie X. americana (“ameixa selvagem”) e eleger as moléculas
potenciais para acao bioldgica hipoglicemiante. Os componentes quimicos da Ximenia americana foram
levantados em literatura por meio dos sites Pubmed, Scielo e SienceDirect. A determinacéo de propriedades
farmacocinéticas e de mecanismos de acdo dos compostos identificados na X. americana foi feita pelas
plataformas “SwissADME”, “SwissTarget’, “PASS Prediction” e “Protox II”. Para maior compreensao das
atividades biolégicas potenciais para efeito antidiabético, utilizou-se a base de dados “BindingDB”, associada
ao servidor Pharmagist, a fim de reconhecer potenciais grupos farmacoforicos presentes na molécula
candidata. Foram identificados 29 compostos quimicos na espécie Ximenia americana, a partir da revisao
bibliografica. Ao se considerar as predi¢Bes farmacocinética e toxicoldgica, apenas 3 moléculas (beta-
glucogalina,  quercitina-3-O-alfa-arabinofuranosideo e  alfa-D-manofuranosideo)  apresentaram-se
promissoras a atividade biolégica; estas com propriedades adequadas para serem candidatas a atividade
bioldgica hipoglicemiante em seres humanos. O aumento da prevaléncia de sindrome metabdlica percebido
na sociedade atual justifica a necessidade de busca por novas moléculas, possivelmente modificadoras da
doenca e com menos efeitos colaterais que os farmacos atualmente utilizados. Os resultados do presente
estudo favorecem desenvolvimento de futuros testes in vitro e in vivo que corroborem com as andlises in silico
obtidas nesta pesquisa.
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Abstract

This is a computational experimental study (in silico) with the objective of elucidating the active biological
effects of compounds found in the species Ximenia americana (“wild plum”) and choosing potential molecules
for hypoglycemic biological action. The chemical components of X. americana were identified in the literature
through the websites Pubmed, Scielo and SienceDirect. The determination of pharmacokinetic properties and
mechanisms of action of the compounds identified in X. americana was carried out using the “SwissADME”,
“SwissTarget’, “PASS Prediction” and “Protox II” platforms. To better understand the potential biological
activities for antidiabetic effects, the “BindingDB” database was used, associated with the Pharmagist server,
in order to recognize potential pharmacophoric groups present in the candidate molecule. Twenty-nine
chemical compounds were identified in the species Ximenia americana, based on the literature review. When
considering pharmacokinetic and toxicological predictions, only 3 molecules (beta-glucogalin, quercitin-3-O-
alpha-arabinofuranoside and alpha-D-mannofuranoside) showed promise for biological activity; these with
suitable properties to be candidates for hypoglycemic biological activity in humans. The increased prevalence
of metabolic syndrome perceived in today's society justifies the need to search for new molecules, possibly
disease-modifying and with fewer side effects than the drugs currently used. The results of the present study
favor the development of future in vitro and in vivo tests that corroborate the in silico analyzes obtained in this
research.

Keywords: Medicinal plants; Hypoglycemic Effect; Pharmacophoric Modeling; Natural Products.

INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas na medicina popular a partir de extracées naturais ou,
apos industrializacdo, na forma de fitoterapicos, desde o inicio das civiliza¢cdes. Ja na medicina
moderna, a retomada do uso de plantas medicinais pode explicar-se pelo alto custo e presenga de
muitos efeitos colaterais de alguns medicamentos sintéticos2. No campo na etnofarmacologia, ha
a possibilidade de estudos, para obtencdo de novos farmacos, realizados, atualmente, por
ferramentas computacionais (abordagem in silico), com menor envolvimento de custos e de
guestbes éticas relacionadas ao estudo com seres vivos, além de possuirem resultados mais
confiaveis®.

A Ximenia americana (“ameixa selvagem”) € uma arvore silvestre presente em locais como
Nova Zelandia, india, Africa, América Central e América do Sul e, no Brasil, esta presente sobretudo
na regido de Caatinga®. As espécies do género Ximenia sdo popularmente utilizadas para tratar
dores de estbmago, sifilis, reumatismo, cancer, infec¢des bucais e, mais recentemente, a espécie X.
americana tem sido estudada pelo seu potencial hipoglicemiante. Estudos in vitro realizaram
diferentes extracbes da planta e utilizaram-nas para revelar a capacidade de absorcdo de glicose
em células de leveduras e inibicdo da enzima alfa-amilase®, sendo esse mecanismo ja utilizado,
inclusive, por farmacos hipoglicemiantes, para manejo de diabetes.

A hiperglicemia cronica é fator de risco para comorbidades relacionadas, sobretudo, as
vasculopatias e as neuropatias, como a retinopatia diabética, a doencga renal crénica e a doenga
arterial periférica®. A sindrome metabdlica, nesse contexto, caracteriza-se por um conjunto de
alteragcbes que aumentam o risco cardiovascular do individuo, sendo a fisiopatologia normalmente

relacionada a obesidade central e a resisténcia insulinica; isto €, condicbes semelhantes as que
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ocorrem no Diabetes Mellitus (DM) tipo 2. Segundo o National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel lll, estabelece-se os seguintes critérios para sindrome metabdlica: circunferéncia
abdominal maior que 102cm para homens e maior que 88cm para mulheres; dosagem sérica de
triglicerideos a partir de 150mg/dL, e de HDL menor que 40mg/dL para homens e menor que
50mg/dl para mulheres; presséo arterial sistdlica a partir de 130mmHg ou diastolica a partir de
85mmHg; e glicemia de jejum a partir de 110mg/dL. A combinacado de pelo menos 3 critérios entre
os citados anteriormente determina o diagnéstico’.

O tratamento atual da hiperglicemia crénica, a fim de se obter controle glicémico rigoroso, é
feito com a combinacdo de mudanca de estilo de vida e uso de farmacos com mecanismos de acao
diversos. Dentre esses mecanismos, destacam-se: aumento da sensibilidade hepatica a insulina,
estimulo a captacdo muscular de glicose, acdo agonista as incretinas, inibicao do transportador de
glicose ligado ao sddio 2 (SGLT-2), inibicdo da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) e inibicdo da alfa-
glicosidase®.

Além da predisposi¢do genética, a alimentacdo inadequada (rica em agucares e gorduras —
“padréo ocidental”) e a inatividade fisica contribuem para o desenvolvimento da sindrome. Ao se
reconhecer o estilo de vida da atualidade, percebe-se 0 aumento da prevaléncia da obesidade em
varios paises’. Entende-se, portanto, a relevancia de pesquisas acerca de moléculas e mecanismos
de acao relacionados a reducéo da resisténcia insulinica, ao metabolismo da glicose e ao efeito

antidiabético, como os esperados com o uso da X. americana.

METODOS

Trata-se de um estudo experimental computacional, com métodos in silico, no qual se fez a
andlise de propriedades favoraveis a agdo bioldégica de moléculas presentes na X. americana ja

descritas em literatura.

Triagem in silico de bioatividade

Fez-se o levantamento bibliografico para identificar compostos quimicos obtidos a partir de
extracbes de diferentes partes da Ximenia americana, utilizando-se os descritores “Ximenia
americana” e “Chemical compounds™?®. A triagem desses componentes foi feita pela predicdo
farmacocinética a partir da plataforma “SwissADME”®, pelas predicGes de atividade bioldgica feitas

pelo “PASS Prediction™° e pela predigao de toxicidade pela plataforma “ProTox-1"1,
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Modelagem farmacoférica

Para melhor compreenséo do efeito hipoglicemiante esperado com o uso da X. americana,
utilizou-se a base de dados “BindingDB"*?, a fim de reconhecer e comparar com outras moléculas
gue atuam de forma potente (menor ICsp) sobre alvos responséveis por atividades hipoglicemiantes.

Essa comparacéo espacial farmacoférica foi realizada por meio do software Pharmagist*®4,
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 29 compostos quimicos na espécie Ximenia americana®®. Com o
objetivo de levantar moléculas com potencial efeito de hipoglicemiante e com propriedades
farmacocinéticas desejaveis, a classificacdo “druglike” (possuir biodisponibilidade por via oral
semelhante a farmacos ja conhecidos)®, a auséncia de inibicdo sobre citocromos P450 hepéticos e
auséncia de penetracdo através da barreira hematencefalica (evitar efeitos colaterais) foram
caracteristicas consideradas, de modo que 4 moléculas respeitaram a esses filtros. As predicdes
de atividade bioldgica, feitas pelo “PASS Prediction”?, tiveram enfoque nas atividades relacionadas
a dindmica da glicemia e da insulina dessas 4 moléculas. Com a predi¢cdo de toxicidade, pela
plataforma “ProTox-I1"1!, apenas 3 (beta-glucogalina, quercitina-3-O-alfa-arabinofuranosideo e alfa-
D-manofuranosideo) entre as 4 moléculas em questdo, apresentavam seguranca classe 5 ou
superior (tabela 1).

A avaliagdo de atividade pelo “PASS Prediction"® permitiu a identificacdo de atividades
hipoglicemiantes promissoras: inibicdo da fosfatase de aclUcar (enzima glicose-6-fosfatase), inibicdo
da alfa-glicosidase, inibicdo da beta-glucorinidase e inibicdo da glicerol-desidrogenase (enzima
alcool-desidrogenase).

A partir da plataforma “BindingDB"*? obteve-se moléculas que sabidamente atuam com alta
poténcia (menor ICso) sobre os alvos citados anteriormente, o0 que permitiu o estudo de semelhancas
estruturais com as moléculas mais promissoras da X. americana, através de modelos
farmacoforicos feitos pela plataforma “PharmaGist™4.

A glicose-6-fosfatase estd localizada no figado e é responsavel por etapas finais da
gliconeogénese e glicogendlise, e, sabidamente, tem atividade exacerbada em individuos
diabéticos®®. A alfa-glicosidase esta presente no intestino e € capaz de converter carboidratos
complexos em carboidratos absorviveis durante a digestdo'®. A beta-glicuronidase é uma enzima
lisossbmica responsavel por catalisar a ligagdo glicosidica dos glicanos, e sua atividade esta
aumentada no DM, o que pode significar metabolizacdo de glicose por uma via paralela a da
insulinal’. J4 a glicerol-desidrogenase (&lcool desidrogenase) atua na glicélise e no metabolismo de

acidos graxos e esta implicada no aumento da glicemia via gliconeogénese?®.
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Dessa maneira, prop8e-se que efeito inibitério sobre enzimas as glicose-6-fosfatase, alfa-
glicosidase, beta-glicuronidase e glicerol-desidrogenase, que catalisam reacdes de que aumentam
glicose disponivel e livre, seriam alguns dos mecanismos hipoglicemiantes utilizados pelos

compostos bioativos da X. americana.

Tabela 1. Propriedades compostos da Ximenia americana obtidas nos programas Molinspiration e
Swiss ADME.

beta-glucogalina quercitina-3-0-alfa-arabinofuranosideo alfa-D-manofuranosideo
MW 332,26 434,35 194,18
LogP -1,48 0,80 -1,50
O/N 10 11 6
OH/NH 7 7 4
Violacoes || 2 0
TPSA 177,13 190.28 A2 99,38 A2
Rotb 4 4 3
Volume 267,22 347.36 169,34
Prediciio de Hcpmflo":\l}f:;h;df; ca:f:lriogd.l‘n-lw: Hepatotoxicidade; carcinogénico; imunotoxicidade: HLPMT[O“LT‘EJL ca:f:lriogd.:n-lcu:
. Fd' d iﬁsijllif:]:ldj ¢ mulagenico, mutagénico; citotoxicidade ILTEE;ET:]:][; ¢ mulagemea,
toxicidade ! LD50 = 5000mg/kg = .
LD50 = 2260mg/kg LD50 = 29700mg/kg
HO
oH \
HO
HO™ oH
Estrutura 0.
HO
OH

Abreviagdes: MW: molecular weight; LogP: coeficiente de particdo de agua/octanol; O/N: namero de
receptores de hidrogénio; OH/NH: ndmero de doadores de hidrogénio; violagdes: nimero de violagbes das
regras de Lipinski; TPSA: &rea de superficie polar; Rotb: nimero de ligacdes rotativas

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenga cronica ndo-transmissivel, caracterizada por
reducdo da sintese, da secrecdo ou da atuacdo da insulina e, assim, o estabelecimento de estado
hiperglicémico. E definida laboratorialmente pela glicemia em jejum a partir de 126mg/dL,
hemoglobina glicosilada a partir de 6,5% e/ou glicemia apés TOTG com 75g de glicose a partir de
200mg/dL. Em 2021, a prevaléncia global de diabetes em adultos entre 20 e 79 anos foi de 10,5%,
0 que corresponde a 537 milhdes de pessoas vivendo com diabetes ao redor do mundo. Apesar da
instituicdo de novos métodos terapéuticos com o passar dos anos, a prevaléncia dessa doenca
permanece alta, em decorréncia do aumento da expectativa de vida, da mudanca do padrdo
alimentar (dieta hipercal6rica e rica em carboidratos) e da reducéo da pratica de atividades fisicas;
todos esses fatores atuando em uma populacéo geneticamente suscetivel. E também responsavel
por importancia morbidade, relacionada ao aumento do risco cardiovascular (sobretudo por
complicagdes micro e macrovasculares). A Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) considera,

inclusive, que a glicemia elevada seja o terceiro fator mais relevante em mortalidades prematuras?®.
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Ha de se ressaltar que, na grande maioria dos casos, ocorre a sobreposi¢do de condigbes
clinicas de risco — hipertensdo arterial, DM e dislipidemia!®, que pode caracterizar, na grande
maioria, a ocorréncia de sindrome metabdlica. Justifica-se, por conseguinte, a importancia de
pesquisas incessantes sobre o tema, que também abranjam a busca por novos farmacos
hipoglicemiantes, mesmo aqueles de origem natural, como o0 uso promissor de extratos da X.
americana.

Atualmente, o tratamento do DM baseia-se em alteracBes no estilo de vida (pratica de
atividades fisicas, controle nutricional, controle de peso) e em terapias medicamentosas. Os
farmacos utilizados estimulam a secrecdo da insulina (sulfonilureias) e a captacao periférica de
glicose (biguanidas, tiazolidinedionas), retardam a absorcéo intestinal da glicose (inibidores da alfa-
glicosidase), estimulam ou prolongam o efeito das incretinas (agonistas do GLP1 ou inibidores da
DPP4) e inibem a reabsor¢cdo de glicose nos rins (inibidores do SGLT); havendo também a
possibilidade de uso de insulinoterapia®.

Ademais, em estudo in vitro, realizado a partir da extracdo de componentes quimicos das
folhas da X. americana, utilizando diferentes solventes, testou-se a atividade antidiabética dos cinco
extratos obtidos e evidenciaram-se a maior capacidade de absor¢cdo de glicose em células de
leveduras e a inibicdo da enzima alfa-amilase®. A analise in silico, nesse sentido, sugere quais séo
as principais moléculas responsaveis pelo efeito antidiabético, suas propriedades farmacocinéticas
e toxicologicas e a predicdo de receptores-alvo e de atividades.

A vista disso, as moléculas beta-glucogalina, quercitina-3-O-alfa-arabinofuranosideo e alfa-
D-manofuranosideo, presentes na X. americana, passaram por todos os filtros de predicdo de
atividade biolégica antidiabética e obtiveram predic8es de atividade hipoglicemiantes, como inibicdo
da fosfatase de acucar, inibicdo da alfa-glicosidase e inibicdo da glicerol-desidrogenase, que
evidentemente contribuiram para se obter efeito hipoglicemiante. Entende-se que a utilizacdo de
moléculas de origem natural possivelmente carreia menos efeitos adversos ao uso, em comparagéo
com os atuais farmacos disponiveis no mercado, o que contribui para melhor aderéncia e,
consequentemente, efetividade terapéutica.

Abre-se, portanto, a perspectiva de ampliacdo de estudos in silico que demonstrem mais
profundamente as semelhancas estruturais entre compostos que tém as atividades identificadas e
as moléculas da X. americana (modelos farmacoféricos)?°, e a realizacdo de simulacGes com as
conformacg6es dos marcadores quimicos e a estrutura do receptor-alvo biolégico, a fim de esclarecer
se ha interacdo favoravel entre tais moléculas e o sitio ligante?!. Tais resultados podem ser

utilizados, ainda, para tracar novos estudos in vitro e in vivo.
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