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RESUMO

A espécie Euterpe oleracea Mart, conhecida como acai e nativa da regido amazonica, €
valorizada por suas propriedades nutritivas e beneficios a salde, incluindo atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias e imunomoduladoras. No entanto, ainda ndo é sabido todo
potencial bioldgico dos seus metabdlitos mais especificamente sobre o sistema imunolégico.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou a avaliacéo in silico de compostos majoritarios
do extrato de semente e polpa de acai na via Orail/STIM1/NFAT de ativacdo dos linfocitos T.
Foram selecionados os compostos procianidina C1 (PCC1), Epigalocatequina-3,3-di-O-Galato
(EGCdiG), patulitrina (PAT) e cianidina (CY) para analise computacional. As estruturas dos
compostos foram obtidas do PubChem e utilizadas para avaliacdo das caracteristicas fisico-
quimicas, previsdo de espectros de atividade bioldgica, dados toxicoldgicos, biodisponibilidade
oral tedrica, perfil de interacdo dos compostos com alvos farmacoldgicos, e interagdo com as
proteinas da via de interesse através de docagem molecular. Todos 0os compostos avaliados
apresentaram propriedades fisico-quimicas relevantes, mostrando-se promissores por alguma
via de administracdo na analise de biodisponibilidade radar, com destaque para CY e a PAT
com as melhores biodisponibilidades orais. De acordo com os parametros farmacocinéticos
esses dois compostos mostraram potencial para absorcdo no trato gastrointestinal e pele. As
previsdes PASS (Previsdo de espectros de atividade para substancias) revelaram que todos os
compostos tém potencial para varias atividades, incluindo inibicdo da peroxidase, eliminacao
de radicais livres, efeitos antioxidantes e regulacdo da resposta imunoinflamatéria. Ainda, CY
e PAT exibiram baixa capacidade de hepatotoxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade. A
analise de docking molecular demonstrou que CY (-7,0 kcal/mol) e PAT (-8,3 kcal/mol) se
ligam ao sitio regulador Orail (Ala282 e Phel71, respectivamente), enquanto EGCdiG (-7,0
kcal/mol) e CY (-6,0 kcal/mol) exibiram afinidade pelo sitio de ativagdo/regulacdo do STIM1
(Gly22 e Asp32, respectivamente). Esses resultados demonstram que fitoquimicos de E.
oleracea, principalmente a CY e a PAT, apresentam potencial como moduladores da atividade
de linfocitos T, devido & sua interagdo com as proteinas da via Orail/STIM1/NFAT,

contribuindo para validagéo cientifica do seu uso como de futuros agentes imunomoduladores.

Palavras-chave: Produtos naturais; Acai; Canal de célcio; Imunomodulagéo.



ABSTRACT

The species Euterpe oleracea Mart, known as acai and native to the Amazon region, is valued
for its nutritional properties and health benefits, including antioxidant, anti-inflammatory and
immunomodulatory activities. However, the full potential action of the secondary metabolites
of this plant species on the immune system is not yet known. In this context, the present work
aimed at the in silico evaluation of major compounds from acai seed extract and pulp in the
Orail/STIM1/NFAT pathway of T lymphocyte activation. The compounds procyanidin C1
(PCC1), Epigallocatechin-3,3-di-O-Gallate (EGCdiG), patulithrin (PAT) and cyanidin (CY)
were selected for computational analysis. The structures of the compounds were obtained from
PubChem and used to evaluate the physicochemical characteristics, prediction of biological
activity spectra, toxicological data, theoretical oral bioavailability, interaction profile of
compounds with pharmacological targets, and interaction with proteins of the pathway of
interest through molecular docking. All compounds evaluated showed relevant
physicochemical properties, showing promise for some route of administration in the radar
bioavailability analysis, with emphasis on cyanidin and patulithrin with the best oral
bioavailability. According to pharmacokinetic parameters, these two compounds showed
potential for absorption in the gastrointestinal tract and penetration through the skin. PASS
predictions of biological activity spectra revealed that all compounds have potential for various
activities, including peroxidase inhibition, free radical scavenging, antioxidant effects, and
regulation of the immunoinflammatory response. Furthermore, CY and PAT exhibited low
toxic potential in hepatotoxicity, cytotoxicity and mutagenicity. Molecular docking analysis
demonstrated that CY (-7.0 kcal/mol) and PAT (-8.3 kcal/mol) bind to the Orail regulatory site
(Ala282 and Phel71, respectively), while EGCdIG (-7.0 kcal/mol) and CY (-6.0 kcal/mol)
exhibited affinity for the STIM1 activation/regulation site (Gly22 and Asp32, respectively).
These results demonstrate that the selected compounds, mainly cyanidin and patulithrin, present
characteristics that validate their future use as modulating agents of T lymphocyte activity, due
to their interaction with proteins of the Orail/STIM1/NFAT pathway.

Keywords: Natural products; Acai; Calcium channel; Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

Os linfécitos T sdo células essenciais para o funcionamento da imunidade
adaptativa, que é responsavel por identificar e responder de forma especifica nos mais diversos
contextos, seja contra um patdgeno ou a presenca de uma célula tumoral (WIK et al, 2022).
Esses linfécitos sdo importantes para a formacdo da memaria imunoldgica, que permite uma
resposta mais rapida e eficiente do sistema imunoldgico e aefetiva construcdo da imunidade
(DONG et AL, 2021). Dessa forma, a ativacdo adequada dessas células € fundamental para o
correto funcionamento do sistema imunoldgico e sua falha leva a condicdes de erros inatos da
imunidade graves, como a imunodeficiéncia combinada grave (SCID) (PUCK et al, 2019).

A ativacdo dos linfocitos T é um processo complexo que envolve a participacdo de
diferentes moléculas e vias de sinalizacdo. Um dos principais mecanismos de ativacdo dos
linfocitos T é a entrada de célcio na célula, que é mediada pelos canais de célcio controlados
pelas proteinas Orail (Calcium Release Activated Calcium Modulador 1) e STIM1 (Stromal
interaction molecule) (VAETH et al, 2020). Quando os linfocitos T sdo estimulados pelo
reconhecimento de antigenos, a proteina STIML1, localizada na membrana do reticulo
endoplasmatico, é ativada e migra para as regides proximas aos canais de célcio Orail, na
membrana plasmatica, desencadeando a abertura desses canais e o influxo de caélcio
(PRAKRIYA et al, 2015). A elevagdo do nivel intracelular de calcio desencadeia a ativacdo do
fator de transcricdo NFAT (Nuclear factor of activated T cells), que é responsavel por regular
a expressdo de genes envolvidos na resposta imunoldgica, como a producdo de citocinas e a
proliferacdo celular (DIERCKS et al, 2018).

Dada sua importancia como mecanismo fundamental para a resposta imunoldgica
adaptativa, a via Orail/STIM1/NFAT de ativacdo dos linfocitos T tem se tornado um alvo
farmacolodgico para regulagdo da funcédo dessas células (WEIDINGER et al, 2013; VAETH et
al, 2020). Nesse sentido, o estudo de produtos naturais, como Euterpe oleracea Mart (acai) e
seus compostos, tem sido uma area promissora de pesquisa na busca por novos reguladores da
resposta dos linfocitos T (MARQUES et al, 2017). Alguns estudos tém mostrado que 0s
compostos presentes no acai podem modular a atividade dos linfocitos T, levando a uma
reducdo da inflamacdo deletéria e um aumento da resposta imunologica benigna (FORD et al,
2016; DORNELES et al, 2021; PERINI et AL, 2023).

O acai é rico em compostos fendlicos, com destaque para as antocianinas, que
conferem propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (FERNANDES et al, 2021). Em

relacdo aos compostos majoritarios obtidos do extrato do acai, estudos descrevem que a
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procianidina C1 possui propriedades antiproliferativas, pois pode induzir apoptose em células
de cancer de mama, também o uso dessas moléculas é crescente no tratamento de doencas,
como cancer, diabetes e doencas cardiovasculares, pois sdo capazes de prevenir danos celulares
possivelmente relacionados ao estresse oxidativo (VERSTRAETEN et al, 2003; VILLALAIN
et al, 2022). A epigalocatequina-3-galato (EGCdiG), é uma substancia polifenodlica com efeitos
anticancerigenos, anti-inflamatorios e antioxidantes (SUN et al, 2022). As antocianinas com
destaque para o fitoquimico cianidina possui atividades anti-inflamatoria, anti-apoptética e
antioxidante (BAI et al, 2022). A patulitrina se mostra com grande potencial em reduzir a
inflamacéo, assim como sua atividade antioxidante in vitro (YASUKAWA et al, 2013). Com
1SS0, novos estudos precisam ser desenvolvidos para elucidar melhor os mecanismos e suas
atividades.

Estudos estdo sendo desenvolvidos para elucidar suas propriedades farmacolégicas,
como atividade anti-inflamatdria e antioxidante, como os que demonstram que 0 extrato das
sementes de acai exibe capacidade antioxidante devido ao conteudo de procianidinas
oligoméricas, acido protocatecoico, acido di-hidroxibenzoico fendlico e epicatequina
(ODENDAAL et al., 2014). Todos esses compostos apresentam potencial para modulacdo da
resposta imunoldgica, baseada nas funcdes efetorasde linfécitos T, no entanto o processo de
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novos farmacos é longo, custoso e incerto.

Nos Ultimos anos, a utilizacdo de métodos computacionais reduziu 0s custos e
tempo nas primeiras fases do processo de P&D, permitindo a analise de caracteristicas
importantes e a selecdo de compostos promissores logo no inicio do processo (ZANG et al,
2022). Dessa forma, os estudos computacionais evitam o desperdicio de recursos em compostos
menos promissores e levam & minimizagdo da necessidade de testes em animais e humanos,
reduzindo o uso de recursos e possiveis riscos éticos (LIANG et al, 2019). Nesse sentido, o
presente trabalho testou, através de estratégias in silico, a hipotese de que quatro (procianidina
C1, Epigalocatequina-3,3-di-O-Galato, patulitrina (PAT) e cianidina) dos compostos
majoritarios dos extratos de semente e polpa de Euterpe oleracea Mart interagem com as
proteinas da via Orail/STIM1/NFAT de ativacdo dos linfécitos T. Estes resultados direcionardo
estudos experimentais in vitro para confirmagcdo do potencial desses compostos no
desenvolvimento de terapias alternativas para doencas inflamatérias e autoimunes, além de
fornecer novas perspectivas para o uso de produtos naturais como fonte de compostos bioativos

com potencial terapéutico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema Imunologico

O sistema imunoldgico tem por fungdo principal proteger o organismo contra
agentes infecciosos ou situacdes que possam desencadear alteracfes morfofuncionais
indesejaveis, entdo apresenta-se como imunidade inata e imunidade adaptativa. E responsavel
por respostas imunologicas imediatas atraves de barreiras que podem ser quimicas, fisicas e
bioldgicas que sdo produzidas por moléculas e células especializadas. Por outro lado, o
sistema imune adquirido apresenta maior complexidade, pois envolve também os linfécitos T
e B que atuam de modo a desenvolver respostas imunoldgicas especificas a um determinado
patdgeno, mas que precisam de estimulos para ativacdo apds entrar em contato com o agente
infeccioso (AQUINO, 2021).

O envolvimento dos linfocitos por meio do receptor de células T (TCR) com
células apresentadoras de antigenos (APCs), a partir da sua elevacao dos niveis intracelulares
de Ca?*. Quando os niveis aumentam os linfocitos param de crescer e formam sinapses
imunoldégicas estaveis. Além de suas fungdes com longa duracao, incluem expressao de genes,
proliferacdo celular, producédo de citocinas e diferenciacao de linfécitos. Recentemente foram
compreendidos 0os mecanismos reguladores da sinalizacdo de calcio em linfécitos (PARK et
al, 2020). Entdo o influxo se torna necessario devido a funcdo de longa duracdo quando
acontece a concentragdo de Ca?*, pois ainda se mantém com os niveis basais elevados por
varias horas.

Diversos mecanismos participam durante a resposta adaptativa na ativacdo dos
linfocitos T, no entanto, precisam de moléculas e proteinas para sua ativacdo, como 0s
agrupamentos STIM1 e Orail. A proteina STIM1 é encontrada no reticulo endoplasmatico
(RE), também é a principal proteina envolvida no agrupamento e ativagdo de Orail (QIU et
al 2019). A familia de STIMs sdo proteinas de transmembrana, localizada no Iimen do RE,
ainda os dominios de interacéo proteica do STIM s&o encontrados no limen e no citoplasma
do RE, enquanto a ligacdo do Ca?* é realizado na por¢do do STIM1 voltado para o limen do
RE (ZHANG et al, 2022).

Ainda, as mutacdes dos residuos de glutamato e aspartato de ligagdo de célcio
ativam os canais SOC (Canais de célcio operado por armazenamento) e CRAC (Canais de

calcio ativado por liberacéo de calcio) independente dos niveis de Ca?*. Por isso, as proteinas
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STIM servem como sensores dos niveis de Ca?* no RE. Quando acontece a redugdo dos niveis
de Ca?* no Iimen do RE, é ativada a via da molécula STIM, permitindo & entrada de Ca?*,
via membrana celular, através dos canais Orais (ZHANG et al, 2022).

A proteina Orail de membrana forma os canais de célcio (PRAKRIYA et al, 2015;
BUTORAC et al, 2019). A entrada de calcio, atraves dos canais Orail depende da ativacéo e
regulacdo por STIM1, e leva a ativacao da calcineurina, uma proteina fosfatase serina/treonina
dependente de calcio e calmodulina que por sua vez regula a expressao génica através da
ativacdo de fatores de transcricdo, como NFAT (fator nuclear de células T ativadas)
(DIERCKS et al, 2018; PARK et al, 2020).

Os canais Orail sdo divididos em trés familias, como Orail, Orai2 e Orai3, estes
canais Orail contém proteinas da membrana celular capazes de liberar Ca®* ativado no
citoplasma celular (RAFFAELLO et al, 2016). A proteina Orail de membrana forma os canais
de Ca** (PRAKRIYA et al, 2015; BUTORAC et al, 2019). A entrada de calcio, através dos
canais Orail depende da ativacdo e regulacdo por STIM1, e leva a ativacdo da calcineurina,
uma proteina fosfatase serina/treonina dependente de célcio e calmodulina que por sua vez
regula a expressao génica através da ativacdo de fatores de transcri¢cdo, como NFAT (fator
nuclear de células T ativadas) (DIERCKS et al, 2018; PARK et al, 2020). Este complexo
calmodulina-calcineurina € capaz de desfosforilar NFAT, levando a migracdo deste para o
nacleo, conduzindo a transcricdo génica envolvida na proliferacdo e morte celular. (PARK et
al, 2020).

2.1.1 Célcio e a resposta imune mediada por linfécitos T

O Ca?* intracelular é importante no processo de construgdo da imunidade celular,
como também suas concentracfes aumentadas estdo relacionadas na regulacdo a nivel
citosélico em células, como os linfocitos. Também estdo envolvidos no controle de funcbes
complexas e efetoras, como a proliferacdo, metabolismo, secrecédo de anticorpos, citocinas e
na sua citotoxicidade. Por outro lado, quando ¢ alterada essa regulagio de Ca?* nos linfécitos
pode levar a diversas sindromes autoimunes, inflamatorias e imunodeficiéncias, como
exemplo, a imunodeficiéncia combinada grave (SCID) (PUCK et al, 2019; TREBAK et al,
2019).

Vérios estudos mostram que estdo envolvidos na funcdo de linfdcitos T, assim
como na homeostase por meio de canais e bombas de Ca?*, Na" e K* realizando controle

indiretamente através do potencial de membrana celular (TREBAK et al, 2019). O canal de
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Ca2* ¢ ativado por CRAC (PRAKRIYA et al, 2015), como fungéo do canal € a identificacéo
de STIM e de Orail, que séo dois reguladores essenciais do canal CRAC (OH-HORA et al,
2009). Ainda, estdo presentes na maioria das células do sistema imunoldgico, no entanto
foram identificados pela primeira vez em mastocitos leucémicos humano e células T Jurkat
(LEWIS, 1989; ZWEIFACH, 1993; HOTH, 1996).

S30 canais seletivos para Ca?* em comparagdo com outros tipos de cations, que
também s3o considerados como canal prototipico para entrada de Ca?*, podendo ser operado
por armazenamento (SOC). A deplecdo dos estoques de Ca ?* no RE resulta da ligagdo do
antigeno a imunorreceptores, incluindo o TCR e BCR (B cell receptor, em portugués, receptor
de células B), os receptores como Fcy e Fce, receptores de quimiocinas acoplados a proteina

G e outros receptores de reconhecimento.

[4
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Figura 1. Ativacdo da via Orail/STIM1/NFAT no citoplasma, reticulo endoplasmatico e membrana
celular. (Fonte: autor). O Ca?*" é armazenado em diferentes organelas, incluindo o Reticulo
endoplasmatico (RE). Quando ha reducédo de Ca?* no RE, existe um sensor o STMI1 que oligomeriza
e se comunica com o canal de Orail. Este Orailvai possibilitar a entrada de Ca?* para o citoplasma.

A elevacdo sustentada de Ca?* mediada por Orail ativa a desfosforilagdo de NFAT através da
calcineurina no citoplasma realizando a sua migragdo para o nucleo, favorecendo a ativacdo dos

linfécitos.
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2.2 Produtos Naturais

A descoberta de produtos naturais bioativos de plantas contribui para a obtengéo
de novos farmacos. Os produtos naturais sdo considerados alternativos, devido a diversidade
em suas propriedades localizadas em sua estrutura e os mecanismos de acdo bioldgica
(SIMONETTI et al, 2019). A transformacéo de um produto natural em medicamento deve ser
feita preservando suas caracteristicas quimicas e farmacoldgicas, para garantir sua acao
bioldgica, seguranca de utilizacdo e valorizacdo do potencial terapéutico (EKIERT et al,
2020). O Brasil possui um extenso bioma vegetal com diversas plantas utilizadas em diversos
tratamentos de doencas pela populagdo (MARTINS et al, 2022). Apesar do potencial, o
conhecimento sobre o perfil quimico e biologico ainda é limitado em diversas plantas
medicinais. E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados
de plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (ALVES et al, 2022).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim subdivididos:
25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3% de animais (CERVELLATTI et al, 2021).
As praticas integrativas e complementares em salde gradativamente se tornaram uma
realidade na salde publica brasileira. A Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares institui a fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS), que incentiva e
compreende como recurso terapéutico pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes
formas farmacéuticas (DE ALMEIDA, 2019; ROCHA, 2022).

A prética no uso da Fitoterapia para fins terapéuticos através da politica aprovada
por meio do “Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, que tem o objetivo de garantir o
acesso seguro e o uso correto de plantas medicinais e fitoterapicos pela populacdo, promover
a utilizacdo sustentavel da biodiversidade brasileira e desenvolver a indistria nacional” que
priorizam o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, assim como o uso sustentavel
da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006). Segundo o Ministério da Saude, o servico de
Fitoterapia é ofertado em 1.108 municipios, segundo dados de 2017 do SISAB — Sistema de
Informac&o em Saude para a Atencdo Basica no Brasil (BRASIL, 2020).

Destaca-se 0 acai como promissor em seus estudos e no setor da agroindustria
como fonte de extracdo de palmito e utilizagdo de frutos na regido amazonica, principalmente
nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo e Amapa (LAURINDO et al, 2023). O estudo de
revisdo sistematica, foi identificado flavonoides presentes no acai com potencial para o

tratamento de doencas como o Alzheimer e Parkinson, e sdo candidatos a medicamentos em
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pesquisas clinicas futuras (DE OLIVEIRA et al., 2019). O Brasil é o maior produtor, além de
consumidor e exportador de acai, 0 Maranhdo possui grande potencial extrativista vegetal,
sendo posicionado em terceiro lugar pela coleta extrativista estadual a nivel nacional
(BRASIL, 2020).

2.3 Euterpe Oleracea Mart

2.3.1. Aspectos botanicos e fitoquimicos

Euterpe Oleracea Mart é uma das espécies mais conhecidas no mundo,
popularmente chamada acai, uma palmeira pertencente a familia Arecaceae, considerada de
importancia econémica, social e cultural da regido Norte do Brasil, na Amazonia, a familia
esta representada por 39 espécies (OLIVEIRA et al, 2019). A palmeira é multicauleada com
troncos que alcancam altura de 3 a 20 metros, seus frutos possuem grande aplicacdo comercial
devido ao alto valor nutritivo e propriedades antioxidantes, sendo, por isso, considerado um
"super fruto"”, o consumo do acai se da ao longo de todo o Brasil, além do seu uso popular
para tratamento de infeccdes da pele, distirbios digestivos e infeccdes parasitarias
(LAURINDO et al, 2023).

A classificacdo taxondmica esta ordenada na seguinte sequéncia hierarquica
segundo CRONQUIST, 1981
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida (Monocotiledoneae)

Ordem: Arecales (Principes)
Familia: Arecaceae (Palmae)
Subfamilia: Arecoideae
Tribo: Areceae

Subtribo: Euterpeinae
Género: Euterpe

Espécie: Euterpe oleracea

E. oleracea Martius, nativa da regido Oriental, é atualmente plantada em escala
comercial em todo o Brasil para 0 mercado de polpa. A espécie Euterpe oleracea foi descrita
por Carl Friedrich Philipp von Martius e publicada em Historia Naturalis Palmarum, em

1824. Nome cientifico de Euterpe oleracea Mart. conhecida popularmente como acai-do-
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Pard, acai-do-baixo-Amazonas, agai-de-touceira, acai-de-planta e acai-verdadeiro. Também é
conhecido como acai-de-planta no Amazonas; Jussara e Jussara-de-touceira no Maranhdo
(MOUSSA, 1997).

A palavra “agai” tem origem tupi (ya-agai) e significa “fruto que chora”
(OLIVEIRA et al, 2018). A exploragdo do agai € muito antiga, desde a época pré-colombiana,
cujos frutos eram utilizados pelos indios no preparo dos vinhos, nas festas importantes das
aldeias realizadas no periodo da safra dessa palmeira.

Apresenta um perfil farmacoldgico atraente, o fruto do acai é rico em compostos
fendlicos com destaque para as antocianinas e principalmente a cianidina. O alto teor de
antocianinas confere ao acai propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, além das
antocianinas, o acai é rico em flavonoides (PETRUK et al., 2017). A composicdo de nutrientes
da polpa de agai liofilizada é relativamente Unica para uma fruta, os lipidios compreendem
metade do perfil quimico da polpa e, € um alimento energético, em comparagao com outras
frutas, a polpa de acai liofilizada apresenta maior teor de fibra alimentar total e menor teor de
carboidratos totais (OLIVEIRA et al, 2019). A polpa de acai apresenta uma grande
quantidade de proteinas, minerais (calcio, magnésio, manganés, potassio, cobre, boro, cromo
e niquel) e vitaminas (Ble B6) (OLIVEIRA et al, 2018).

Quadro 1. Perfil fitoquimico dos constituintes da polpa e semente de Euterpe oleracea Mart

Parte da planta Perfil Fitoquimico

Polpa Acido vanilico, 4cido seringinico, &cido p- hidroxibenzoico, &cido
protocatecuico, 4acido feralico, quercetina, catequina, patulitrina,
cianidina, cianidina-3- glicosideo, cianidina-3-rutinésido (MARTINS et
al, 2022; SOUZA et al, 2022).

Semente Procianidinas, Procianidina C1, &cido protocatecoico, &cido di-

hidroxibenzoico fendlico, epicatequinas, epigalocatequina-3-galato
(COLARES et al, 2021; FREITAS et al, 2022).

O Brasil gera anualmente cerca de mais de 9 bilhdes de délares americanos em
receitas a base de acai. A popularizagdo do uso do acai tem garantido mais pesquisas
cientificas sobre sua origem botéanica, notavel pelo perfil nutricional e propriedades bioativas
(DE SOUZA et al, 2023). Assim, a demanda por acai tem crescido consideravelmente também
nas populacgdes do sudeste e centro-oeste brasileiro (YAMAGUCHI et al., 2015; LAURINDO

et al, 2023). Atualmente, o interesse pelo acai estd aumentando ndo apenas devido ao seu
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amplo uso nas industrias alimenticia e cosmética, mas também devido ao seu potencial no
setor farmacéutico, além disso, diferentes partes dessa planta, como frutas, folhas, raizes e

oOleo de frutas tém sido de fato estudadas para aplicacdo farmacologica, sugerindo diferentes
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atividades biologicas de acordo com sua composic¢ao quimica.

! |

/ )
14 -~

Figura 2. Aspecto geral da palmeira e fruto de Euterpe oleracea Mart (agai). (Fonte: autor).

2.3.2 Atividades farmacoldgicas da polpa de Euterpe oleracea Mart

O fruto do acai faz parte da economia local, também é encontrado na regido de
varzea da Amazonia, Maranh&o e centro-oeste. A presenca de antioxidantes na polpa do acai,
atribuindo a ele a caracteristica de alimento funcional, sua capacidade antioxidante dos
extratos de acai tem sido associada principalmente ao seu alto teor e composicdo em
antocianinas, pigmentos hidrossollveis responsaveis pela intensa coloracao purpura do fruto
(ARANHA et al, 2020; BARBOSA et al, 2021).

A composigéo fitoquimica da polpa de acai tem sido bem caracterizada, revelando
que este fruto é rico em antocianinas, como a cianidina, principalmente a cianidina-3-
glucosideo e a cianidina-3-rutinosideo, sdo encontradas em maior quantidade nesta espécie,
estando relacionadas ao seu potencial antioxidante (PETRUK et al., 2017; BAPTISTA et al,
2021). Tambem sdo considerados os componentes hidrossolGveis do acai que inibem o
processo de oxidacao, prevenindo assim uma serie de doencas, incluindo cardiovasculares e
neuroldgicas (CADONA et al, 2021).
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Além das antocianinas, os demais compostos fendlicos encontrados sdo os acidos
vanilico, cafeico e siringico (PACHECO-PALENCIA et al., 2008; CARVALHO et al., 2017).

Os radicais livres no organismo podem gerar processos de oxidacdo, altamente
prejudicial que leva ao acometimento de doencas e envelhecimento. Entre 0s compostos
constituintes, como a cianidina e a patulitrina. A cianidina € um composto pertencente ao
grupo das antocianinas, sendo descrita em estudos por efeitos antimicrobianos (DIAS et al,
2018). Tambem foi considerado no estudo realizado in vivo a partir do extrato da polpa seu
efeito gastroprotetor reduzindo a Ulcera gastrica em até 83% nas concentracdes de 30 e
100mg/kg por via oral, ainda conseguiu diminuir a inflamacdo e mantendo o equilibrio
oxidativo da mucosa gastrica, assim como também os niveis de TNF-alfa (CURY et al, 2020).

A patulitrina se mostra com grande potencial de reduzir a inflamacéao, assim como
sua atividade antioxidante in vitro, possui atraves do seu mecanismo estrutural a capacidade
de inibir a formag&o e eliminar os radicais livres. Foi demonstrado pela primeira vez que a
patulitrina inibiu a inflamacdo aguda induzida em modelo experimental por carragenina,
histamina, &cido araquiddnico e 12- O -tetradecanoilforbol-13-acetato in vivo (YASUKAWA
etal, 2013).

Quadro 2. Propriedades farmacolégicas da polpa de Euterpe oleracea Mart

Acao farmacoldgica Referéncias

Antioxidante (ALENCAR et al, 2020; ARANHA et al, 2020;
COLARES et al, 2021; BARBOSA et al, 2021;
MARTINS et al, 2022; SOUZA et al, 2022)

Antimicrobiano (DIAS et al, 2018; ARANHA et al, 2020 SOUZA
et al, 2022; MACIEL-SILVA et al, 2022)

Anti-inflamat6ria (SANTAMARINA et al, 2019; SOUZA et al,
2022)

Efeito ateroscler6tico (PALA et al, 2018)

Efeito antitumoral (ALESSANDRA-PERINI et al, 2018; FILHO et
al, 2018; FRAGOSO et al, 2023)

Efeito imunomodulador (CURY et al, 2020).

Efeitos antineuro-inflamatérios (CADONA et al, 2021);
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2.3.3 Atividades farmacoldgicas da semente de Euterpe oleracea Mart

A semente do acai pode ser considerada uma fonte para extracdo de recursos
naturais antioxidantes por apresentar em sua composi¢do proantocianidinas e catequinas. A
composicgdo fendlica da semente do acai, contém as formas oligoméricas como 0s compostos
mais abundantes, assim como a presenca de catequinas, epicatequinas e proantocianidinas
(FREITAS et al, 2022).

Estudos estdo sendo desenvolvidos para melhor elucidar suas propriedades
farmacoldgicas. Baseado na descoberta de novos alvos terapéuticos, a maioria dos estudos
avaliam a atividade anti-inflamatdria e antioxidante, o extrato das sementes de acai exibe
capacidade antioxidante, parcialmente devido ao conteddo de procianidinas oligoméricas
(MARTINS et al, 2022).

Um estudo recente descreveu os efeitos neuroprotetores das procianidinas com
capacidade antioxidante mais forte do que as vitaminas C e E (CHEN et al, 2022). Ainda,
efeitos protetores contra o estresse oxidativo (LUO et al, 2018). A EGCdiG é um composto
derivado da catequina, conhecida por induzir a producdo de 6xido nitrico a partir de células
endoteliais e assim, aumentar a homeostase cardiovascular, ainda, in vivo foi demonstrado
efeito anti-hipertensivo inibindo a enzima conversora de angiotensina | (OZAROWSKI et al,
2021).

Quadro 3. Propriedades farmacoldgicas da semente de Euterpe oleracea Mart

Acao farmacoldgica Referéncias

Antioxidante (DA SILVA et al, 2018; SANTOS et al, 2020;
SILVA et al, 2021; MONTEIRO et al, 2021;
MARTINS et al, 2022;

Anti-inflamat6rias (DA SILVA et al, 2018; MELO et al, 2020;
MONTEIRO et al, 2020)

Anti-hipertensiva (DA SILVA et al, 2018; DA SILVA et al, 2020;
VILHENA et al, 2021)

Antitumoral (SILVAZetal, 2014; DA SILVA et al, 2022; FILHO
et al, 2023)

Efeito antidiabético (DE BEM et al, 2018;

Efeito cardiovascular (DE MOURA et al, 2016; VILHENA et al, 2021)
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2.4 Anélise computacional in silico

As metodologias in silico surgem como uma alternativa para a descoberta de
potenciais novas drogas, sendo utilizadas para a resolutividade de problemas como o alto custo
e 0 processo demorado associado as metodologias tradicionais (BRUNO et al, 2019).
Atualmente os planejamentos racionais de farmacos podem ser baseados na estrutura do alvo
(“LBDD - ligand based Drug Design”) como os modelos de QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship) quando a atividade biologica e a estrutura quimica sao correlacionadas
usando métodos de bioinformética ou estatisticos. O ("SBDD - Structure Based Drug
Design™), docking molecular, é baseado na estrutura do ligante (NAVIEN et al, 2021).

Os estudos dos parametros farmacocinéticos de ADME sdo fundamentais na
descoberta de novos farmacos. ADME é o acronimo de quatro letras para absorcdo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo, parametros que revelam a farmacocinética dos
farmacos. Esses termos foram apresentados juntos pela primeira vez em inglés por Nelson em
1961, reformulando os termos reabsorc¢do, distribuicdo, consumo e eliminagdo anteriormente
usados por Teorell em 1937 (ALQAHTANI et al 2017; SHAN et al 2022).

A absorcdo é o processo pelo qual um farmaco entra na corrente sanguinea.
Existem muitas vias de administracdo possiveis, as mais comuns sao via oral e intravenosa. A
taxa de absorcdo de um medicamento que entra na circulacdo (biodisponibilidade) pode ser
afetada por muitos fatores, incluindo peso molecular, area de superficie polar topologica
(TPSA), solubilidade, ionizacdo e outras propriedades fisico-quimicas (KAR et al, 2022).

Estes métodos in silico incluem também os estudos de docking molecular, quando
um ligante ou candidato a farmaco é estudado computacionalmente durante a sua ligacdo a
uma proteina-alvo especifica. Devido ao alto grau de sinergismo e complementaridade de
conhecimentos entre essas diferentes abordagens, sua combinagéo pode gerar informagoes
importantes no processo da descoberta de novas drogas, economizando a sintese e testes
experimentais de moléculas que ndo apresentaram atividade bioldgica satisfatdria, segundo 0s
modelos preditivos na abordagem in silico (NAVIEN et al, 2021).

A predicdo baseada no nimero de proteinas com uma estrutura tridimensional
conhecida estd aumentando rapidamente. Entdo, atualmente o RCSB PDB (Research
Collaboratory for Structural Biology) um dos maiores bancos de dados do mundo conta com
cerca de 170 mil estruturas (GOODSELL etal., 2020). O conhecimento das estruturas de alvos

macromoleculares ou de complexos do tipo ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias
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de planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-
based drug design) (PINZI et al 2019).

Nesse sentido, o docking molecular esta entre um dos métodos in silico atualmente
que contribuem para o conhecimento de novas abordagens na triagem inicial da descoberta de
medicamentos, assim como para o processo de desenvolvimento, também estdo entre os mais
utilizados em base de dados (PINZI et al, 2019; SHAN et al 2022), pois séo baseados em
predicao de estruturas, fazendo a abordagem se tornar exitosa e eficiente para a descoberta de
novos farmacos, principalmente por prever as interacdes que ocorrem entre as moléculas e
seus possiveis alvos biologicos.

2.4.1 Softwares online de analise computacional

O banco de dados encontrado no software SWISS ADME

(http://www.swissadme.ch/) é utilizado como ferramenta na descoberta de medicamentos, por

meio de um portal online, usando o cédigo do composto quimico (Canonical SMILES) na
plataforma (PUBCHEM), utilizado como uma alternativa de pesquisa através de moléculas
quimicas para descoberta de futuras atividades preditas in silico para a aplicacao in vivo e in
vitro.

Nos Ultimos anos, essas ferramentas on-line in silico verificam esses compostos
naturais para avaliar caracteristicas como a farmacocinética, semelhanca do medicamento, 0s
dados previstos a partir da sua resposta bioldgica, propriedade e analise da semelhanca
medicamentosa dos ligantes, por meio da biodisponibilidade oral prevista para o sitio
terapéutico (LAGUNIN et al, 2020).

A predicdo da semelhanca de droga dos ligantes, pode ser realizada pelo filtro
LIPINSKI, segundo qual um medicamento oral para ser ativo, necessita cumprir um minimo
de quatro dos cinco critérios para sua atividade de semelhanga com o medicamento, entdo é
preciso que os resultados de massa molecular, LogP, doador de hidrogénio, aceitador de
hidrogénio e indice de refracdo molar da molécula seja compativel com 0s seus paramétros
preconizados pela regra (LIPINSKI et al, 2012).

Os quatro parametros utilizados para a previsdo de potenciais problemas de
absorcdo podem ser facilmente calculados com qualquer computador e uma linguagem de
programacéo que suporte ou facilite a analise da topologia molecular. Relacionado a 'regra
dos 5' prevé que a ma absorcdo ou permeacdo é mais provavel quando ha mais de 5 doadores
de ligacOes H, 10 aceitadores de ligacGes H, o peso molecular (PM) é superior a 500 e o Log
calculado P (CLogP) é maior que 5 (ou MlogP > 4,15) (LIPINSKI et al, 2012).
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O SWISS ADME utiliza algoritmos abertos para verificar, as propriedades dos
ligantes, como modelos proprios para gerar varias predicbes do mesmo parametro, ADME
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo), farmacocinética e Log P, que sdo etapas
primordiais para a descoberta de novos farmacos (DAINA et al, 2019).

Para os grandes avancos da indUstria farmacéutica se faz necessario a busca da
toxicidade de moléculas quimicas, em possiveis candidato a farmacos, para prevenir futuros
erros nos langamentos de novos medicamentos ao mercado (RAIES et al, 2016; LU et al,
2017). Os métodos comparativos e de tendéncia também podem ser utilizados para a predicéo
dessas caracteristicas toxicologicas das substancias. O software online Protox — 11 (https://tox-
new.charite.de/protox_I1/) avalia a toxicidade in silico, uma plataforma integral como modelo

computacional, para realizar a previsdo da toxicidade das estruturas, avaliando se podem
prejudiciais aos seres humanos, ainda tem como base a similaridade molecular do composto
em estudo com o banco de dados disponivel (BANERJEE et al, 2018).

Nesse sentido, a plataforma complementa os métodos in vitro e in vivos existentes
prevendo os efeitos da toxicidade das moléculas quando avaliadas, minimizando o tempo,
necessidade de testes em animais, reduzindo os custos. Entdo, para analise de predicdo €
classificado em diferentes niveis de toxicidade, como toxicidade oral, toxicidade orgénica
(hepatotoxicidade), pardmetros toxicoldgicos, como mutagenicidade, carcinotoxicidade,
citotoxicidade e imunotoxicidade. Além disso, pode ser medido de forma qualitativa 0s
valores de LD 5o (dose letal), quanto qualitativamente, como binario (ativo ou inativo) para
certos tipos de células e ensaios ou areas de indicacdo, como citotoxicidade, imunotoxicidade
e hepatotoxicidade.

A plataforma PASS (Previsdo de espectros de atividade para substancias)

(http://www.way2drug.com/passonline/) é baseada em computador que fornece diferentes

informacdes sobre a atividade biolégica do composto quimico com base em sua estrutura
quimica. A versdo atual do PASS pode prever mais de 3.750 atividades biologica, modo de
acao bioguimica com a ajuda de SMILE canonico obtido do PUBCHEM, e ainda garante uma
precisdo de 95% em todas as atividades encontradas, isto prevé a atividade em termos de
probabilidade, relacionadas com a atividade provavel (pa) e provavel inatividade (pi)
(SHARMA et al., 2018). A partir disso, os valores estdo na faixa de 0,000 — 1,000 detalhados
em cada resultado, ou seja, a bioinformatica fornece informagdes completas sobre as
atividades biolégicas de qualquer substancia pesquisada. Baseado nesse sentido, reflete o
resultado da interacdo da substancia quimica com diferentes entidades bioldgicas
(FILIMONOV et al, 1996).


https://tox-new.charite.de/protox_II/
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O SWIIS TARGET PREDCTION ¢é wuma ferramenta disponivel

(http://www.swisstargetprediction.ch/) que visa prever os alvos de proteinas e enzimas mais

provaveis de moléculas bioativas, baseado nessas previsdes € possivel entender melhor os
mecanismos moleculares, facilitando possiveis efeitos favoraveis acerca do alvo pesquisado
(DAINA et al, 2019).

Esse método se baseia em uma regressdo logistica de pontuacdo dupla, em varios
subconjuntos de ativos conhecidos relacionados ao tamanho para ponderar parametros de
similaridade 2D e 3D em uma chamada pontuacdo combinada superior a 0,5 prevé que as
moléculas provavelmente compartilhardo um alvo protéico comum na previsdo (GFELLER,
2013). Na triagem reversa, 0 Combined-Score permite calcular para qualquer molécula de
consulta, assumida como bioativa, a probabilidade de atingir uma determinada
proteina. Como as descri¢bes 2D e 3D das moléculas sdo complementares, esta triagem
reversa baseada em ligantes de pontuagdo dupla mostra o alto desempenho na previsdo de
alvos macromoleculares em varios conjuntos de testes a ser realizados (DAINA et al, 2019).

Fica evidente que a aplicacdo de ferramentas de bioinformatica na analise do
potencial terapéutico de produtos naturais, como 0 acai, representa um avanco significativo
no campo da Imunologia. A integracédo de abordagens computacionais com 0s conhecimentos
tradicionais das ciéncias da satde nos fornece um meio eficiente e preciso para explorar a
vasta gama de compostos presentes em produtos naturais. Essa combinacao de disciplinas abre
novos horizontes para a descoberta de terapias inovadoras e nos leva um passo mais perto de
compreender a complexa interagdo entre o sistema imunoldgico e os compostos bioativos da
natureza. Este trabalho busca explorar essa promissora abordagem para avaliar o potencial dos
compostos do extrato de polpa e semente de acai sobre uma via fundamental de ativacdo dos
linfécitos T, contribuindo para o desenvolvimento de novos tratamentos que beneficiardo a

salde e a qualidade de vida humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar por ensaios in silico o potencial modulador dos metabdlitos do extrato da polpa e

semente da E. oleracea Mart. sobre a via de sinalizacdo Orail/STIM/NFAT de linfocitos T.
3.2 Objetivos especificos

o Predizer a biodisponibilidade oral dos compostos do extrato da polpa e semente da E.
oleracea Mart em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas;

o Avaliar os pardmetros farmacocinéticos dos compostos selecionados;

o Identificar a toxicocinética dos compostos do extrato da polpa e semente da E.
oleracea Mart in silico;

o Avaliar in silico as possiveis atividades bioldgicas e alvos moleculares dos compostos
selecionados;

o Analisar in silico o potencial de interagdo molecular dos metabdlitos selecionados com
as proteinas Orail, STIM1 e NFAT.
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Os fitoquimicos procianidina C1 (PCC1), Epigalocatequina-3,3-di-O-Galato (EGCdiG),
patulitrina (PAT) e cianidina (CY) do extrato da polpa e semente do acai - E. oleracea Mart -

acai palm

demonstraram potencial, em testes in silico de docagem molecular, para se ligarem ao canal
de célcio Orail e a sua proteina reguladora STIM1, moléculas ativadoras dos linfécitos T.
Com isso, esses compostos apresentam potencial para modular essa célula e controlar

processos inflamatdrios cronicos.
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Nova visao sobre a ativacdo de linfocitos T por metabdlitos de Euterpe oleracea Mart:
uma avaliagéo in silico da via Orail/STIM1/NFAT
Potencial farmacoldgico de metabolitos de Euterpe oleracea Mart sobre a via
Orail/STIM1/NFAT de ativacdo de linfécitos T

RESUMO

A espécie amazonica Euterpe oleracea Mart, 0 acai, € reconhecida por suas propriedades
nutricionais e atividades antioxidante, anti-inflamatéria e imunomoduladora. No entanto,
ainda ndo compreendemos completamente como seus componentes afetam o sistema
imunoldgico. Neste trabalho realizamos ensaios in silico para o potencial imunomodulador de
quatro (procianidina C1, PCC1, epigalocatequina-3,3-di-O-Galato, EGCdiG, patulitrina,
PAT, e cianidina, CY) dos principais metabdlitos secundarios dos extratos de semente e polpa
de acai na via Orail/STIM1/NFAT de ativacdo dos linfécitos T. Todos os compostos
avaliados apresentaram propriedades fisico-quimicas relevantes, sendo promissores por
alguma via de administracdo na analise de biodisponibilidade radar, com destaque para Cy e
a PAT com a melhor biodisponibilidade oral. De acordo com os parametros farmacocinéticos,
esses dois compostos mostraram potencial para absorc¢ao no trato gastrointestinal e penetragao
pela pele. As previsdes dos espectros de atividade bioldgica via PASS revelaram que todos os
compostos tém potencial para diversas atividades, incluindo inibicdo da peroxidase lipidica,
eliminadores de radicais livres, antioxidantes e regulacdo da resposta imune-inflamatoria.
Ainda, Cy e PAT apresentaram baixo potencial toéxico (hepatoxicidade, citotoxicidade e
mutagenicidade). O estudo de docagem molecular demonstrou que CY (-7.0 Kcal/mol) e PAT
(-8.3 Kcal/mol) ligam-se ao sitio de regulacdo de Orail (respectivamente, Ala282 e Phel71),
assim como a EGCdiG (-7.0 Kcal/mol) e CY (-6.0 Kcal/mol) tem afinidade pelo sitio de
ativacdo/regulacdo de STIM1 (Gly22 e Asp32, respectivamente). Nosso estudo propdes a
avaliacdo de cianidina e patulitrina como moduladores da resposta de linfocitos T pelo seu
potencial de modulacdo da via Orail/STIML1.

Palavras-chave: Acai; Canal de célcio; Imunomodulagdo; Docagem molecular;
Biodisponibilidade oral.
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ABSTRACT

The Amazonian Euterpe oleracea Mart, commonly known as agai, is renowned for its
nutritional properties and antioxidant, anti-inflammatory, and immunomodulatory activities.
However, a comprehensive understanding of how its components affect the immune system
is still lacking. In this study, we conducted in silico investigations into the potential of four
primary secondary metabolites extracted from acai seeds and pulp — procyanidin C1 (PCC1),
epigallocatechin-3,3-di-O-gallate (EGCdiG), patulitrine (PAT), and cyanidin (CY) — on the
Orail/STIM1/NFAT pathway for T-cell activation. All evaluated compounds exhibited
relevant physicochemical properties, showing promise for various administration routes in
radar bioavailability analysis. Notably, CY and PAT displayed the best oral bioavailability
profiles based on pharmacokinetic parameters, indicating potential for absorption within the
gastrointestinal tract and skin penetration. PASS predictions of biological activity spectra
revealed that all compounds have potential for various activities, including peroxidase
inhibition, free radical scavenging, antioxidant effects, and regulation of the immune-
inflammatory response. Moreover, CY and PAT exhibited low toxic potential in
hepatotoxicity, cytotoxicity, and mutagenicity. Molecular docking analysis demonstrated that
CY (-7.0 kcal/mol) and PAT (-8.3 kcal/mol) bind to the Orail regulatory site (Ala282 and
Phel71, respectively), while EGCdiG (-7.0 kcal/mol) and CY (-6.0 kcal/mol) exhibited
affinity for the STIM1 activation/regulatory site (Gly22 and Asp32, respectively). Our study
proposes the evaluation of cyanidin and patulitrine as modulators of T-cell responses due to
their potential modulation of the Orail/STIM1 pathway.

Keywords: Agai; Calcium channel; Immunomodulation; Molecular docking; Oral

bioavailability.
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1 INTRODUCAO

Os linfocitos T, principalmente os auxiliares (CD4+), modulam os demais
mecanismos da resposta imune, sendo fundamentais para construg¢do da imunidade e formagéo
da memdria imunologica (WIK et al, 2022; DONG et al, 2021). A falha no funcionamento
dessas células leva a condigdes graves, como a imunodeficiéncia combinada grave (SCID)
(PUCK et al, 2019). A ativacdo dos linfécitos T € um processo complexo que envolve a
entrada de célcio na célula, mediada por canais como Orail, ativados/regulados por proteinas
como STIM1(Stromal interaction molecule) (VAETH et al, 2020). O estimulo dos linfécitos
T ativa a proteina STIM1, que migra da membrana do reticulo endoplasmatico para a
membrana plasmatica, ativando os canais de calcio Orail, desencadeando o influxo de célcio
(VAETH et al, 2020). A elevagdo do nivel intracelular de célcio leva a ativacdo do fator de
transcricdo NFAT (nuclear factor of activated T cells), essencial desde a linfoproliferacdo até
a producdo de citocinas (PARK et al, 2020).

Dada a importdncia dessa via na resposta adaptativa, as proteinas
Orail/STIM1/NFAT tem se tornado um alvo de pesquisa farmacolégica para regular a funcédo
dos linfocitos T (WEIDINGER et al, 2013; VAETH et al, 2020). Nesse contexto, os produtos
naturais, como Euterpe oleracea Mart (acai) e seus compostos, tém se destacado como
promissores na busca por reguladores da resposta dos linfocitos T (MARQUES et al, 2017).
Estudos sugerem que compostos presentes no acai podem modular a atividade dessas células,
reduzindo a inflamacdo e aumentando a resposta imunolégica protetora (FORD et al, 2016;
DORNELES et al, 2021; PERINI et AL, 2023).

O acai é rico em compostos fendlicos, como antocianinas, que possuem
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (FERNANDES et al, 2021). Em relacdo aos
compostos majoritarios obtidos do extrato do acai, a procianidina C1 (PCC1) demonstrou
propriedades antiproliferativas, induzindo apoptose em células de cancer de mama; também
apresentou efeitos no contexto da diabetes e doencas cardiovasculares (VILLALAIN et al,
2022; PERINI et AL, 2023). A epigalocatequina-3-galato (EGCdiG), € uma substancia
polifendlica com efeitos anticancerigenos, anti-inflamatorios e antioxidantes (SUN et al,
2022). As antocianinas, em particular a cianidina (CY), exibem atividades anti-inflamatoria,
anti-apoptotica e antioxidante (BAI et al, 2022). A patulitrina (PAT) também demonstrou
potencial em reduzir a inflamacdo, assim como sua atividade antioxidante in vitro
(YASUKAWA et al, 2013).
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E importante destacar que o desenvolvimento de novos medicamentos é um
processo longo, caro e incerto. Nos ultimos anos, os métodos computacionais tém
desempenhado um papel fundamental na reducdo de custos e tempo nas fases iniciais desse
processo (ZHANG et al, 2022). Os estudos computacionais permitem a andlise de
caracteristicas importantes e a selecdo de compostos promissores de maneira eficiente,
evitando o desperdicio de recursos em substancias menos promissoras e reduzindo a
necessidade de testes em animais e humanos (LIANG et al, 2019).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar computacionalmente quatro
dos compostos majoritarios dos extratos de semente e polpa de Euterpe oleracea Mart, através
de estratégias in silico. Os resultados desse estudo orientardo futuras pesquisas experimentais
para confirmar o potencial desses compostos no desenvolvimento de terapias alternativas para
doencas inflamatorias e autoimunes. Além disso, fornecem novas perspectivas sobre o uso de
produtos naturais como fonte de compostos bioativos com potencial terapéutico, envolvendo

a modulacdo da resposta imunoldgica pela regulacdo das vias dos linfocitos T.
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2 Material e Métodos

2.1 Selecéo e preparacao dos Ligantes

Para este estudo, selecionamos 4 compostos fitoquimicos (Figura 1), procianidina
Cl1l (PCC1, PubChem: 169853), Epigalocatequina-3,3-di-O-galato (EGCdiG, PubChem:
467300), patulitrina (PAT, PubChem: 5320435) e cianidina (Cy, PubChem: 128861), com
base em sua identificacdo nos extratos de semente e polpa de acai preparados pelo nosso grupo
de estudo e trabalhos anteriores (FERNANDES et al, 2021; CARVALHO et al., 2021). Nao
existem estudos prévios sobre a atividade desses compostos na sinalizacdo
Orail/STIM1/NFAT de linfdcitos T.

Procianidina C1 Epigalocatequina-3,3-di-O-Galato

N
N

Cianidina

Figura 1. Estrutura quimica dos compostos secundarios dos extratos de semente e polpa de E.
oleracea Mart selecionados para avaliagdo se seu potencial na via Orail/STIM1/NFAT.
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As estruturas desses compostos foram obtidas do banco de dados publico do
NIH/NCBI (National Istitutes of Health, National Center for Biotechnology Information,

EUA), PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), e baixadas como uma representacédo

tridimensional (3D) em formato estrutural .sdf. Os ligantes foram convertidos para o arquivo
.pdb através do software Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, San Diego, CA, EUA), no

qual suas energias foram minimizadas.

2.2 Analise das propriedades fisico-quimicas e de semelhanca com medicamentos

Para andlise e calculo das caracteristicas fisico-quimicos, bem como a previsdo de
parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo, propriedades
farmacocinéticas, e similaridade a drogas foi utilizado o software online SwissADME (Swiss

Institute of Bioinformatics, Lausanne, Suica, http://www.swissadme.ch/). Essa avalia¢ao

fornece uma predicdo qualitativa com base nos pardmetros quantitativos farmacocinéticos
para a potencial drogabilidade dos compostos selecionados em um contexto de administracdo
oral, usando a regra de Lipinski (BENET et al., 2016). Esta estabelece que pelo menos quatro
paramétros de cinco requisitos devam ser apresentados para que o composto possua uma boa
biodisponibilidade: possuir miLogP menor ou igual a 5,00; Massa molecular (MM) menor ou
igual a 500 g.mol-1; Area de superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 ou a soma do
namero de aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio menor que 12; Maximo de 10 grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH), que é expresso pela soma de atomos de N e O;
Maximo de 5 grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH), expresso pela soma de OH

e NH na molécula 10.

2.3 Avaliacao dos parametros farmacocinéticos

Os comportamentos farmacocinéticos dos compostos selecionados também foram
avaliados usando software SwissADME. Os varios parametros considerados incluiram
absorcdo intestinal, relacdo com a barreira hematoencefélica (BHE), atividade potencial sobre
ceélula Caco-2 (células extraidas do adenocarcinoma de colorretal humano), metabolismo
relacionado ao substrato da glicoproteina P, acdo sobre o citocromo P450 e penetracdo na

pele.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.swissadme.ch/
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2.4 Avaliacao dos parametros toxicoldgicos

Para avaliacdo dos alvos de toxicidade foi utilizado o PRO TOX-Il1 (BANERJEE

et al., 2018, https://tox-new.charite.de/protox_I1/), que determina as reacOes adversas a

medicamentos e efeitos toxicos. As doses toxicas sdo consideradas como valores de LD50 em
mg/kg de peso corporal. O LD50 ¢ a dose letal mediana, significando a dose na qual 50% dos
sujeitos de teste morrem apds a exposi¢cdo a um composto. Sdo classificadas mediante, a
Classe: I- fatal se ingerido (LD50 < 5), 1I- fatal se ingerido (5 < LD50 < 50), III- I11: toxico se
ingerido (50 < LD50 < 300), IV- nocivo se ingerido (50 < LD50 < 300), V- pode ser nocivo
se ingerido (2000 < LD50 < 5000) e VI- ndo tdxico (LD50 > 5000).

A previsdo aguda dos alvos pode ser prevista em alvos mais especificos, avaliando
a hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade, mutagenecidade e citotoxicidade
dos compostos. Possibilitando o valor da dose letal (LD 50), 6rgdos, tipo de predicdo
classificados como ativos e inativos e probabilidade do alvo. Assim, prevendo uma possivel
ligacdo a alvos de toxicidade usando uma colecdo de farmacoforos baseados em ligantes de

proteinas.

2.5 Predicdo computacional de espectros de atividade bioldgica

O programa de computador PASS (FILIMONOV et al., 1999; LAGUNIN et al,
2011) foi utilizado para determinar as possiveis atividades biolégicas dos compostos da
espécie. A estimativa foi baseada nas relagdes estrutura-atividade a partir de um amplo banco
de dados especificos conhecidos sobre toxicidade de outros compostos de diversas origens. A
analise foi realizada através de MNA, multinivel de vizinhanca de atomos, com previsao
simultaneamente de até 3678 tipos de atividade bioldgicas e precisdo média de cerca de 95%
(validagdo cruzada leave-one-out) com base na formula estrutural do composto. Os resultados
sdo expressos como Pa (maior probabilidade de atividade) e Pi (menor probabilidade de
atividade), seguindo o estabelecido na literatura, para este trabalho utilizou-se atividades com
Pa acima de 0,7 (70%) (FILIMONOV et al., 1999).


https://tox-new.charite.de/protox_II/
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2.6 Previsao de perfis de interacdo com alvos farmacoldgicos

O software SWISS TARGET PREDICTION (ferramenta online, Swiss Institute
of Bioinformatics) desde 2014, realiza a previsdo de alvos baseados em ligantes para qualquer
molécula bioativa. Foi utilizado para estimar os alvos macromoleculares mais provaveis para
0s compostos identificados na espécie de Euterpe oleracea Mart. Para isso, a previsdo foi
baseada em uma combinacao de similaridade 2D e 3D com uma biblioteca de 370.000 ativos
conhecidos em mais de 3000 proteinas de trés espécies diferentes. Ainda, calcula a
similaridade entre os compostos de consulta e aqueles compilados em colecGes curadas e
limpas de ativos conhecidos em ensaios de ligagdo experimentais bem definidos (DAINA et
al, 2019).

2.7 Selecéo das proteinas

Trés proteinas foram selecionadas como alvos para docagem no contexto da
ativacdo de linfocitos T e baixadas do banco de dados de proteinas PDB (RCSB Protein
DataBank, https://www.rcsb.org/), incluindo Orail (de D. melanogaster, altamente homologa
ao Orail humano, cédigo PDB 4HKR), STIM1 (dominio CC1 regulador de Orail, codigo
PDB6YEL), e NFAT (extraido do complexo NFAT/calcineurina, cédigo PDB 2JOG) (ZHOU
etal., 2020). Os softwares SWISS-PdbViewer (JOHANSSON et al., 2012) e Discovery Studio
Visualizer foram usados para a minimizacdo de energia das proteinas-alvo, e retirada de hetero
atomos, moléculas de agua e duplicacbes de cadeias homdlogas. Estas preparacdes sao
importantes para nao ocorrer prejuizo nas simulacfes de interacdo entre os ligantes e as

proteinas.

2.8 Docagem molecular

As estruturas de proteinas foram baixadas no formato PDB, do RCSB Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/), e o conjunto de ferramentas MGL Tools foi usado para
converté-las para o formado PDBQT (do inglés, Protein Data Bank, Partial Charge (Q) and
Atom Type (T)). As proteinas foram preparadas pela adicdo de &tomos de hidrogénio polares,
retirada de cadeias duplicadas (com sitios motivos moleculares semelhantes) e heteroatomos
utilizando o software Discovery Studio Visualizer. Estas prepara¢Ges sdo importantes para

ndo ocorrer prejuizo nas simulagdes de interagdo entre os ligantes e as proteinas. A docagem
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molecular foi realizada no Programa PyMOL (DeLAno, 2002) através do plugin para o
AutoDock Vina 4.2, DockingPie 1.2.1 (RUIZ-CARMONA et al., 2014). O tamanho e a
dimensao da caixa de grade foram selecionados usando as coordenadas dos sitios ativos e/ou
de regulacdo da funcéo das proteinas, mesmo quando esta regulacdo consiste na intera¢do com
outras moléculas da via. A visualiza¢do da interagdo proteina-ligante foi realizada usando o
proprio PyMOL e o Discovery Studio Visualizer para a apresentacdo em duas e trés

dimensoes.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise fisico-quimica dos compostos

Os compostos mostraram propriedades fisico-quimicas varidveis, conforme
Tabela 1. A PCC1 apresentou maior peso molecular (866,77), enquanto a CY apresentou
0 menor peso molecular (287,24). Patulitrina mostrou o menor valor de LogP (-2,85),
enquanto a cianidina exibiu o maior valor de LogP (0,32). A EGCdiG mostrou as ligagdes
rotacionais mais altas, enquanto a cianidina revelou as ligagdes rotacionais mais baixas.
A PCC1 apresentou os maiores receptores de ligac@es de hidrogénio, enquanto a cianidina
apresentou os menores. Da mesma forma, a PCC1 apresentou o maior valor de doadores
de hidrogénio, enquanto a cianidina exibiu uma menor energia de ligagéo de H. A PCC1
também apresentou 0 maximo area de superficie, enquanto a cianidina apresentou a

menor area de superficie.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados por analise in silico.

Compostos PM LogP | Ligacdes No de No de TPSA
rotativas | receptores | doadores
de H de H

Procianidina C1 866.77 | -1,11 5 18 15 331,14
Epigalocatequina- 6105 -0,66 7 15 10 264,13
3,3-di-O-galato '
Patulitrina 4944 | -2,85 5 13 8 219,74
Cianidina 287,24 | 0,32 1 6 5 114,29

PM: peso molecular; LogP: coeficiente de parti¢do; H: hidrogénio; TPSA (topological surface
area): area de superficie polar topoldgica (A?)

3.2 Estimativa da biodisponibilidade oral tedérica dos compostos identificados no

extrato da polpa e semente de Euterpe oleracea Mart

Os parametros fisico-quimicos avaliados na primeira etapa foram utilizados
para avaliagio de comportamento dos compostos selecionados semelhante a
medicamentos, seguindo as regras de Lipinsk, Ghose, Veber, Egan e de Muegge (GHOSE
et al, 1999; EGAN et a, 2000; LIPINSKI et al, 2012; MUEGGE et al, 2001; VEBER et
al, 2002). A tabela abaixo (Tabela 2) demonstra que a PCC1, a EGCdiG e PAT néo
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apresentaram boa disponibilidade oral favoravél. No entanto, a CY foi aprovada em todos

os modelos de avaliagéo testados. De todo modo, a néo viabilidade de uso oral para tais

compostos ndo 0s torna menos promissores.

Tabela 2. Semelhan¢a com drogas dos compostos selecionados por analise in silico.

Compostos Lipinski | Ghose Veber Egan | Muegge | Score *
Procianidina C1 Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o 0,17
Epigalocatequina- Néo Néo Néo Néo Nao 0,17
3,3-di-O-galato
Patulitrina Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o 0,17
Cianidina Sim Sim Sim Sim Sim 0,55

*Abbot Bioavailability Score: probabilidade de um composto ter pelo menos 10% de

biodisponibilidade oral em ratos ou permeabilidade mensuravel em células Caco-2.

A anélise de radar, envolvendo a lipofilicidade, flexibilidade, peso molecular,

polaridade, solubilidade em agua e insaturacdo, foi realizada para todos 0os compostos

estudados (Figura 2). Esses parametros traduzem de forma dindmica o comportamento de

semelhanga com drogas para os compostos avaliados. Na analise a area rosa representa a

faixa ideal de uma propriedade particular e a linha vermelha a atividade do composto.

Como citado anteriormente, mesmo a PCC1, EGCdiG e PAT néo sendo aprovadas em

todas as regras de biodisponibilidade oral, nesse cenario 0os compostos mostraram-se

promissores para alguma via de administracéo.
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Procianidina C1 Epigalocatequina-3,3-di-O-Galato
LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SizE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU
Patulitrina Cianidina
LEO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATY HQLAR INSATU POLAR

INSOLY INSOLU

Figura 2. Analise “radar” de biodisponibilidade oral dos compostos selecionados. Esta avaliacdo
incluiu os parametros lipofilicidade segundo XLOGP3 (LIPO), flexibilidade de acordo com
ligagdes rotativas (FLEX), peso molecular (SIZE), polaridade (POLAR), insolubilidade em agua
por escala logS (INSOLU) e insaturacdo conforme a fracdo no carbono na hibridacdo SP3
(INSATU). A regido colorida (vermelho claro) do grafico representa a zona fisico-quimica

adequada para biodisponibilidade oral, refletindo um bom perfil farmacocinético e farmacoldgico.

3.4 Comportamento farmacocinético

Os compostos ndo apresentaram potencial para ultrapassar a barreira
hematoencefalica. CY mostrou capacidade absortiva no TGI e pele, assim como, pelo

substrato da glicoproteina P (SGP), penetracdo pela pele e inibicdo pela CYP1C2. No
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entanto, os compostos PCC1, EGCdiG e PAT mostraram baixa absorcdo pelo TGl
corroborando com os resultados da biodisponibilidade oral (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros farmacocinéticos dos compostos selecionados por analise in silico.

Compostos | TGl | BHE | PGP | Log | CYP1 | CYP2C | CYP2 | CYP2 | CYP3
Kp A2 19 C9 D6 A4
Baix | N&d&o | Sim | -9,24 | Néo Néo Nao Né&o Né&o
PCC1 a
Baix | Nd&o | Néo | -7,94 | Néo Néo Néo Né&o Né&o
EGCdiG a
Baix | Ndo | N&o | -9,08 | Néo Néo Néo Né&o Né&o
PAT a
CY Alta | Ndo | Sim | -7,51 Sim Néo Néo Nao Nao

PCCL1: procianidina C1; EGCdiG: Epigalocatequina-3,3-di-O-galato; PAT: patulitrina; CY:
cianidina; TGI: absorcdo pelo trato gastrointestinal; BHE: penetracdo pela barreira
hematoencefalica; PGP: substrato de glicoproteina P; Log Kp: penetracdo pela pele; CYP:
inibicdo do citocromo P450, 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4.

3.5 Analise Toxicocinética de Compostos Naturais Selecionados

Um dos principais desafios para o desenvolvimento de farmacos é a avaliacéo
de sua toxicidade em seres humanos. Atualmente, métodos toxicoldgicos in silico estdo
demonstrando enorme utilidade na producéo de informac&o para a industria farmacéutica
(SIMONETTI et al, 2019). Pela analise PRO-TOX Il, todos 0os compostos apresentam
baixa toxicidade para os parametros avaliados (hepatotoxicidade, carcinogenicidade,
imunotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade) (Tabela 4).

Tabela 4. Predi¢éo de toxicidade dos compostos selecionados utilizando ProTox-I1.

Composto LD50 | Classe Alvo Predicdo | Probabilidade
(mg/Kg)
Hepatotoxicidade Inativo 0.74
o Carcinogenicidade | Inativo 0.54
Procianidina C1 2500 5
Imunotoxicidade Ativo 0.91
Mutagenicidade Inativo 0.59
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Citotoxicidade Inativo 0.80

Hepatotoxicidade Inativo 0.73

Epigalocatequina- Carcinogenicidade | Inativo 0.57
3,3-di-O-galato 1000 Imunotoxicidade Inativo 0.59
Mutagenicidade Inativo 0.53

Citotoxicidade Inativo 0.80

Hepatotoxicidade Inativo 0.83

Carcinogenicidade | Inativo 0.90

Patulitrina 5000 Imunotoxicidade Ativo 0.98
Mutagenicidade Inativo 0.65

Citotoxicidade Inativo 0.58

Hepatotoxicidade Inativo 0.72

Carcinogenicidade | Ativo 0.61

Cianidina 5000 Imunotoxicidade Inativo 0.93
Mutagenicidade Inativo 0.58

Citotoxicidade Inativo 0.94

LD50(Valor da dose letal): dose letal; Classe IV: nocivo se ingerido (300 < LD50 < 2000);
Classe V: pode ser prejudicial se ingerido (2000 < LD50 < 5000).

3.6 Predicédo dos espectros de atividade bioldgica

As andlises das atividades bioldgicas foram realizadas para 0s compostos

identificados no extrato de Euterpe oleracea Mart conforme descrito na metodologia. Nos

ensaios, considerou-se uma Pa > 70%. Todos os compostos apresentaram resultados

superiores a 10 atividades bioldgicas potenciais, dentro do valore de cutoff. As principais

previsbes foram relacionadas com efeitos de inibidores da peroxidase lipidica,

eliminadores de radicais livres, antioxidante, além de mecanismos importantes para

regulacdo da resposta imune-inflamatoria (Tabela 5).

Tabela 5. Previsdo in silico dos espectros de atividade biologica dos compostos

selecionados.

Composto

Atividade prevista

Pa

Pi

Procianidina C1

Intesificador de expressao TP53

0,954

0,003
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Intesificador de expressaio HMOX1 0,901 0,003

Inibidor da expressao HIF1A 0,845 0,009

Inibidor de quinase 0,826 0,005

Antioxidante 0,803 0,003

Intesificador de expressaio HMOX1 0,981 0,001

Epigalocatequina- Eliminador de radicais livres 0,950 0,001

3,3-di-O-galato Intesificador de expressao TP53 0,925 0,004

Inibidor de peroxidase lipidica 0,938 0,002

Intesificador de expressao APOAL 0,830 0,003

Eliminador de radicais livres 0,981 0,001

Agonista de integridade de membrana 0,968 0,002

Patulitrina Inibidor de peroxidase lipidica 0,963 0,002
Antagonista de receptor de

anafilatoxina 0,948 0,002

Inibidor de NADPH oxidase 0,936 0,001

Agonista de integridade de membrana 0,965 0,003

Inibidor da expressao HIF1A 0,936 0,004

Cianidina Intesificador de expressao TP53 0,858 0,007

Intesificador de expressao APOAL 0,841 0,003

Inibidor de quinase 0,831 0,005

Pa: probabilidade de apresentar a atividade descrita; Pi: probabilidade de ndo apresentar a

atividade descrita (inativo).

3.7 Previsdo de perfis de interacdo com alvos farmacoldgicos

Os farmacos sao classificados basicamente em dois grupos, estruturalmente
inespecificos, sdo o0s que dependem exclusivamente de suas caracteristicas fisico-
quimicas, como coeficiente de particdo e pKa, para promoverem o efeito biolégico, como
exemplo os anestésicos gerais, e 0s estruturalmente especificos, que para exercerem seus
efeitos bioldgicos com uma determinada biomacromolécula alvo, que apresenta na maior
parte dos casos propriedades de enzima, proteina sinalizadora (receptor), canal i6nico ou
acido nucléico, e com isso precisam se ligar seletivamente a uma biomacromolécula-alvo,
como os alvos identificados nesta etapa (BERNARDI, 2022).
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Na tabela abaixo (Tabela 6), estdo apresentados os possiveis alvos
moleculares de cada composto com suas respectivas classes. De forma geral,
corroborando com o0s dados anteriores, 0s compostos apresentam supostos alvos
moleculares muito relacionados com os espectros de atividade bioldgica previstos. Por
exemplo, a procianidina C1 tem a enzima ciclooxigenase 1 como um de seus alvos. Ja
EGCdiG apresenta o transportador ativo primario como a glicoproteina P, a PAT
apresenta relacéo de ligacdo possivel com a citocina inflamatoria TNF alfa. Por fim,a CY

através da enzima e antigeno de diferenciagéo de linfocito CD38.

Tabela 6. Previsao dos alvos moleculares de compostos de E. oleracea Mart por anélise

in silico.
Compostos Alvo Classe do alvo Probabilidade*
Metaloprot_elnase de Protease 0.362
matrix 9
Metaloprot_elnase de Protease 0.362
matrix 2
Procianidina c1 | Fator de crescimento da Prote!n.a néo 0.140
placenta classificada
Fator de crescimento Proteina secretada 0.140
vascular endotelial A
Cicloxigenase-1 Oxidoredutase 0.073

Transportador ativo

P-glicoproteina 1 L 0.236
primario
_ _ Regulach)Br ?ezapoptose Outro canal idnico 0.226
Epigalocatequina- cl-2

3,3-di-O-galato Metalopro'gelnase de Protease 0.198
matrix 2

Metalopro_telnase de Protease 0.198
matrix 14

MAP quinase p38 alfa Quinase 0.160

Xantina desidrogenase Oxidoredutase 0.206

Aldose redutase Enzima 0.163

Patulitrina TNF-alpha Proteina secretada 0.136

Interleucina-2 Proteina secretada 0.136

NADPH oxidase 4 Enzima 0.110

Trombina Protease 0.768

Canidina LXR-alpha Receptor nuclear 0.768

Glioxalase | Enzima 0.320
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Antigeno de
diferenciacéo de Enzima 0.122
linfocito CD38
NADPH oxidase 4 Enzima 0.106

* Probabilidade da molécula testada — assumida como bioativa — ter a proteina listada como alvo.

3.8 Docagem molecular dos compostos selecionados com Orail

A anélise de ligacdo molecular potencial foi realizada entre os ligantes e as
proteinas Orail, STIM1 e NFAT. A interacdo entre 0s compostos selecionados e as
proteinas-alvo foi avaliada pela energia de ligagdo. Nenhum dos quatro compostos
apresentou parametros de afinidade, RMSD, ou distancia entre ligante e aminoacido
satisfatorios em relacdo ao sitio de ativacdo do fator de transcricdo NFAT (dados
suplementares — Apéndice).

Os compostos mostraram afinidades diferentes para Orail, em seu sitio de
ativacdo/regulagdo pela proteina STIM1. O resultado de acoplamento mostrou que
cianidina pode ter a maior atividade de ligacdo a Orail, com energia estimada de -8,3
Kcal/mol, com possivel ligacdo em Phel71, Leu266 e Leu286 (Tabela 7, Figura 3D). A
patulitrina pode se ligar a Orailcom energia de acoplamento estimada de -7,0 Kcal/mol,
com local de ligacdo em Ala282 e Pro288 (Tabela 7, Figura 3C). Como mostrado na
tabela7 e Figura 3A, o resultado simulado mostrou que a procianidina C1 apresenta
potencial de ligacdo a Orail com uma energia de acoplamento de -5,8 Kcal/mol, com
locais de ligacdo em Val285, Ala278, 11e263 e Val289. O acoplamento molecular da
EGCdiG com o canal Orail mostrou que esse composto tem potencial de ligacédo a Orail
com uma energia de acoplamento de -5,2 kcal/mol, com locais de ligacdo em Ala282,
11e263 e Val289 (Tabela 7, Figura 3B).
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Tabela 7. Score da docagem molecular, sitios de ligacdo, distancias das pontes de
hidrogénio e constantes de inibicdo das interagfes dos compostos selecionados com a

proteina Orail da via de ativacéo de linfécitos T.

Compostos Afinidade Aminoacidos formando RMSD | Poses
de ligacdo pontes de H com os
(AG), compostos testados
Kcal/mol | (distéancia das pontes de H,
A)
-5,8 Val285 (3.1A), Ala278 0,0 10
(3.5A), 11263 (4.2A),
Procianidina C1 Val289 (4.7A)
Epigalocatequina- -5,2 Ala282 (3.4A), 11263 1,691 10
3,3-di-O-galato (4.0R), Val289 (4.4A)
-7,0 Ala282 (3.7A), Pro288 0,984 10
Patulitrina (5.2A)
-8,3 Phe171 (3.4A), Leu266 0,548 10
Cianidina (4.1A), Leu286 (5.4A)




62

Figura 3. A analise de docking molecular dos compostos selecionados do extrato de E. oleracea
Mart com o canal de calcio Orail. Predicdo de interacdo dos ligantes procianidina C1 (A),
Epigalocatequina-di-Galato (B), patulitrina (C) e cianidina (D) com o sitio de ativacdo/regulacao
de Orail dependente de STIML. Painéis com as interacbes com residuos de aminoacidos da
proteina Orail. O software AutoDock Vina 4.2 foi utilizado combinando a defini¢do de um campo
de forca de energia livre empirico com um Algoritmo Genético Lamarckiano, fornecendo
previsdo das conformac6es ligadas com energias livres de associacdo previstas.

Assim como para Orail, 0s compostos selecionados apresentaram afinidades
distintas para o sitio de ativacdo/regulacdo da proteina STIM1. O melhor resultado de

acoplamento em relac¢do a afinidade de ligacdo a STIM1 foi do composto EGCdiG, com
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energia estimada de -7,0 Kcal/mol, com possivel ligacdo em Ser29, Arg97 e Arg25
(Tabela 8, Figura 4B). A cianidina pode se ligar a STIM1 com energia de acoplamento
estimada de -6,0 Kcal/mol, com local de ligagdo em Asp32, GIn28 e Gly22 (Tabela 8,
Figura 4D). Como mostrado na tabela 8 e Figura 4C, o resultado simulado mostrou que a
patulitrina apresenta potencial de ligacdo a Orail com uma energia de acoplamento de -
5,5 Kcal/mol, com locais de ligagdo em Gly22 e Ala26. O acoplamento molecular da
procianidina C1 com o regulador do canal Orail, mostrou que esse composto tem
potencial de ligacdo a STIM1 com uma energia de acoplamento de -4,2 Kcal/mol, com
locais de ligacdo em Arg36, Leul00, Lys18 e Ala99 (Tabela 8, Figura 4A).

Tabela 8. Score da docagem molecular, sitios de ligagdo, distancias das pontes de
hidrogénio e constantes de inibicdo das interacbes dos compostos selecionados com a

proteina STIM1 da via de ativacédo de linfdcitos T.

Compostos Afinidade Aminoacidos RMSD Poses
de ligacdo | formando pontes de
(AG), H com os compostos
Kcal/mol | testados (distéancia
das pontes de H, A)
-4.2 Arg36 (1.3A), 0.001 10
Leul00 (2.7A),
Lys18 (3.1A), Ala99

Procianidina C1 (3.4A)
Epigalocatequina-3,3- -7.0 Ser29 (2.4A), Arg97 1.751 10
di-O-galato (3.4A), Arg25 (3.8R)

55 Gly22 (3.6A), Ala26 0.0 10
Patulitrina (3.8A)

6.0 | Asp32 (22A),GIn28 | 0.0 10

Cianidina (3.0R), Gly22 (3.34)
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Figura 4. A andlise de docking molecular dos compostos selecionados do extrato de E. oleracea
Mart com a proteina STIM1. Predicdo de interagdo dos ligantes procianidina C1 (A),
Epigalocatequina-di-Galato (B), patulitrina (C) e cianidina (D) com o sitio de ativacdo de STIM1.
Painéis com as interacfes com residuos de amino&cidos da proteina Orail. O software AutoDock
Vina 4.2 foi utilizado combinando a definicdo de um campo de forca de energia livre empirico
com um Algoritmo Genético Lamarckiano, fornecendo previsao das conformacdes ligadas com

energias livres de associagdo previstas.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos por meio de analise computacional o
potencial dos compostos isolados dos extratos da semente e polpa de agai na ativacdo de
linfécitos T, especificamente sobre a via das proteinas Orail/STIM1/NFAT. As
substancias selecionadas, com base na sua concentracao nos extratos e estudos anteriores,
foram PCC1, EGCdiG, PAT e CY. Dentre as a¢cOes previamente descritas na literatura, a
atividade antioxidante e o potencial bioldgico pelas nossas analises foram confirmadas.
Os estudos anteriores abordaram o extrato bruto ou fracdes, contendo diferentes
metabolitos, ndo levando em consideracdo os compostos isolados.

Os resultados apresentados nesse trabalho ratificam a relevancia do uso dos
métodos computacionais como uma forma pratica, rapida e produtiva da pesquisa em
produtos naturais. Nesse contexto, os componentes da polpa e semente do acai avaliados,
particularmente a cianidina e patulitrina, demonstraram caracteristicas fisico-quimicas,
potencial de absorcdo no trato digestivo e pele, baixa toxicidade e ligacdo possivel em
sitios reguladores das proteinas da via Orail/STIM1/NFAT. de ativacdo de linfocitos T.

A fracdo extraida da polpa é rica em antocianinas, como a cianidina, também
apresenta em sua composi¢do um acentuado valor energético devido conter lipideos,
como dmega 6 e 9, fibras, vitamina E, proteinas e minerais (MACHADO et al, 2016). A
semente do acai pode ser considerada fonte de recursos naturais antioxidantes por
apresentar em sua composicao proantocianidinas e catequinas (DE MORAES et al, 2022).

Essas moléculas bioativas encontradas no acai possuem efeito analgésico,
antioxidante e neuroprotetor, que sdo capazes de interagir positivamente com células do
metabolismo celular oxidativo, atuando no sistema imunoldgico, em doengas como
cancer, dislipidemias e envelhecimento por meio dos radicais livres, devido a alta
atividade antioxidante encontrada nessas moléculas (MACHADO et al, 2019).

Os compostos majoritarios cianidina e a patulitrina se destacaram nessa
pesquisa por suas caracteristicas fisico-quimicas, demonstrando a melhor estimativa na
biodisponibilidade oral desses compostos. Ainda, sugere-se que 0 consumo da polpa do
acai estd associado ao efeito antioxidante, aléem dos diversos beneficios devido a rica
composicdo em flavonoides e compostos fendlicos, como também contribui com a
melhora da resposta no processo oxidativo no interior da célula (DA SILVA et al, 2020;
FERNANDES et al, 2021).
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Elucidando os efeitos farmacoldgicos em uma abordagem in silico com
diferentes tipos de flavonoides, foi verificado que 0s compostos catequina e epicatequina
apresentaram a melhor biodisponibilidade oral entre os grupos, ainda com suas
propriedades farmacocinéticas promissoras, como também o potencial de alta absorcao
oral através das plataformas computacionais de acordo com a regra dos cinco de Lipinski
(DE OLIVEIRA et al, 2021).

Nesse contexto, a literatura traz estudos que mostram efeitos no sistema
imunoldgico promissores. Ao encontro disso, foi demonstrado que os flavonoides estéo
diretamente ligados ao comportamento de linfocitos T, na liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias durante a inflamac&o cronica, por vez também reduz o0s
niveis de citocinas pro-inflamatorias na circulagdo humana, incluindo TNF o e IL-6
(FORD et al, 2016).

A exemplo disso, os efeitos ja sdo conhecidos como atividade
imunomoduladora, por sua capacidade de modular a resposta imune, embora 0s
mecanismos moleculares envolvidos ndo sejam bem compreendidos, no entanto, o estudo
de revisdo sobre seus efeitos no sistema imunologico sugere que estes suprimem a via
imunoldgica PI3k / AKT / mTOR, causando a inducdo de células reguladoras e a
diferenciacdo do linfocito T efetor (HOSSEINZADE et al., 2019; NAKAMOTO et al.,
2019).

Ainda, na analise in silico de semelhanca com drogas os derivados das
antocianidinas mostraram parametros de potencial biodisponibilidade oral pela regra dos
cinco de Lipinski (2004) e as variages de Ghose (KURTER et al, 2022). Em nosso
trabalho a biodisponibilidade oral dos compostos foi comprovada com destaque para a
cianidina e a patulitrina, ambos se enquadram na regra dos 5 de Lipinski. A administracdo
via oral de medicamentos oferece varias vantagens, incluindo conveniéncia, menor
desconforto para o paciente, facil autogestdo, potencial reducdo de custos, e pode ser
adequada para medicamentos de longa duracdo (POONGAVANAM et al, 2018).

PM abaixo de 500g/mol assegura uma boa solubilidade em &gua. Os
compostos CY e PAT apresentaram o PM ideal. O TPSA (Area de Superficie Polar
Topologica) menor que 140 indica uma boa permeabilidade da molécula na membrana
plasmatica celular, e apenas a cianidina apresentou resultados dentro desse parametro. O
Log P menor que 5 confirma a lipofilicidade de uma molécula, e os nimeros aceptores e
doadores de hidrogénio dentro dos padrdes estdo relacionados a permeabilidade intestinal
dos compostos. Levando em consideracgdo esses critérios na analise de biodisponibilidade
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radar (LIPO, FLEX, SIZE, POLAR, INSOLU, INSATU), os compostos mostraram-se
promissores para alguma via de administracgao.

Um estudo recente de ZARRICUETA et al. (2022) revelou que o cloreto de
cianidina tem efeito gastroprotetor em diferentes concentracdes no modelo experimental
de Ulcera gastrica induzida in vivo. Além disso, demonstrou que a dose efetiva varia de
acordo com o sexo, mesmo em um mesmo modelo experimental. A partir disso, a
avaliacdo do comportamento farmacocinético dos compostos selecionados em nosso
estudo demonstrou que a CY obteve o melhor resultado para o potencial de absorcéo pelo
trato gastrointestinal (TGI), substrato da glicoproteina P, penetracdo pela pele (log Kp) e
inibicdo da CYP1C2. Os demais compostos, PCC1, EGCdiG e PAT mostraram resultados
expressivos apenas em relacdo a (BAIXA) absorcéo pelo TGI.

Em ambas as analises os compostos ndo apresentaram potencial de atravessar
a barreira hematoencefalica, sugerindo nao apresentarem efeitos indesejados no sistema
nervoso central. A previsdo de uma adequada permeacdo pela pele (log Kp) indicou que
0s compostos podem ser utilizados de forma topica no controle de infecgdes cutaneas e
manifestacdes inflamatdrias crénicas, como em casos de psoriase. Além disso, 0 estudo
também destacou a influéncia dos compostos analisados sobre substratos da glicoproteina
P, uma substancia relacionada a resisténcia dos farmacos no organismo. Adicionalmente,
houve observacéo de inibigdo da isoenzima CYP1C2 do citocromo P450. E importante
ressaltar que o citocromo P450 desempenha um papel crucial no metabolismo de
medicamentos, com suas diversas enzimas interagindo de forma complexa. Diversos
medicamentos afetam a familia de isoenzimas do CYP450, sendo notaveis as
contribui¢des frequentes das enzimas CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1
e CYP3A4 para 0 metabolismo da maioria dos medicamentos (DOLIGALSKI et al.,
2012; MANIKANDAN et al., 2018).

A avaliacdo da toxicidade desempenha um papel essencial na conducdo de
pesquisas no desenvolvimento de farmacos, uma vez que a realizacdo de ensaios de
carcinogenicidade e mutagenicidade é fundamental para determinar o potencial toxico de
moléculas em animais e seres humanos (LU et al, 2017). Aproximadamente 40% das
falhas relacionadas aos farmacos podem ser atribuidas ao nivel de toxicidade, por isso é
essa analise é fundamental na fase inicial de pesquisa para evitar resultados insatisfatorios
e gastos desnecessarios (ALQAHTANI et al, 2017). Nossa pesquisa demonstrou
resultados favoraveis ao avaliar a hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade,

mutagenicidade e citotoxicidade dos compostos investigados. Notavelmente,
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identificamos uma probabilidade de efeitos toxicos inferior a 1% para todos esses
compostos, sugerindo um perfil de seguranca promissor em relacdo a essas consideragdes.
Entretanto, trés compostos foram considerados toxicos em sua a predi¢cdo, como a
imunotoxicidade para PCC1, PAT e a CY com efeito carcinogénico.

A partir desses dados obtidos, a imunotoxicidade foi considerada uma
predicdo ativa para PCC1 0,91% e PAT 0,98% expressos como probabilidade. Sendo
assim, esses dados podem significar um resultado positivo sobre a estimulagéo do sistema
imunoldgico quando apresenta essa atividade, que por sua vez, ¢ satisfatorio pensar sobre
0 aumento expressivo na resposta proliferativa dos linfocitos T. Ainda, os outros
compostos apresentaram caracteristicas diferentes de predi¢do sendo considerado inativo
paraa EGCdiG 0,59% e CY 0,93%.

A avaliacdo no PASS Online ultrapassa a predicdo de outros métodos
desenvolvidos para caracterizar as atividades biologicas em pesquisa cientifica
(DEMBITSKY et al, 2021). Baseado em publicacGes, nos altimos quinze anos o
programa tem sido utilizado para revelar o potencial farmacoldgico de substancias
naturais (LAGUNIN et al, 2020). Os compostos majoritarios da semente e polpa do acai
selecionados apresentaram um acentuado nimero de efeitos bioldgicos que possuem
grande probabilidade de serem concretas. Alguns dos compostos apresentaram
probabilidade de quase 100% de causar determinado efeito experimentalmente, como
atividade antioxidante (PCC1, EGCdiG e PAT) e a CY como possivel atividade para
agonista de integridade de membrana, ainda o pi mostrou-se com menos de 1% de chances
de ndo serem ativos para ambos 0s compostos.

Todavia, é importante ressaltar que esses resultados sdo baseados em
probabilidades estatisticas, em que as estruturas das moléculas dos compostos analisados
foram comparadas a um banco de dados com moléculas que ja possuem efeitos
experimentalmente comprovados em trabalhos cientificos. Dessa forma, o requisito
fundamental para todas as anélises deste estudo € a formula estrutural dos compostos e a
de seus possiveis alvos de interag&o.

Os farmacos podem ser classificados, estruturalmente inespecificos, que
dependem exclusivamente das suas caracteristicas fisico-quimicas para realizarem seus
efeitos farmacologicos, e os estruturalmente especificos, que para exercerem seus efeitos
bioldgicos precisam se ligar seletivamente a uma biomacromolécula-alvo, como exemplo
os alvos identificados nesta etapa (MAEDA et al, 2021). A partir disso, a interacdo entre

os compostos fitoquimicos permitiu identificar onde as atividades bioldgicas dos
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compostos agem no organismo, e combinando esses ensaios pode-se atestar a eficacia dos
compostos prototipos, e afirma-los como estruturalmente especificos, pois suas respostas
farmacéuticas dependem da interacdo deles com o alvo.

Nesse sentindo, simulamos o acoplamento molecular dos quatro compostos
para prever sua capacidade de ligacdo as proteinas Orail, STIM1 e NFAT. A interacdo
entre a CY e a PAT com aminodcidos do sitio de regulacdo/ativacdo da Orail, e da
EGCdiG e a CY ao sitio ativador de STIM1 sugerem que, entre 0s quatro compostos, a
energia necessaria para a ligacdo entre a cianidina e proteinas-alvo foi a mais baixa,
seguida pela PAT e EGCdiG. Essas descobertas tém implicacdes significativas na
possivel modulacdo das respostas imunolégicas pelos compostos estudados. A afinidade
observada entre a CY e a PAT com 0s aminoacidos nos sitios de regulacéo/ativacdo da
Orail, bem como a interacdo da EGCdIG e CY com o sitio ativador de STIM1, sugere
que esses compostos podem influenciar diretamente a ativacdo das proteinas Orail e
STIM1. Dado que a ativacdo dos linfocitos T desempenha um papel central nas respostas
imunoldgicas, as interagdes observadas entre esses compostos e as proteinas-alvo podem
impactar a regulacdo das respostas do sistema imunolégico.

Diante destes resultados novos estudos experimentais, in vitro e in vivo, sdo
necessarios para confirmacdo do potencial desses compostos no desenvolvimento de
alternativas terapéuticas para doencas inflamatdrias e autoimunes, além de fornecer novas

perspectivas para o uso de produtos naturais como fonte de compostos bioativos.
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5. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa oferecem insights valiosos sobre as atividades
dos compostos majoritarios da semente e polpa de Euterpe oleracea Mart relacionados
as respostas imunoldgicas. Os dados fornecem a fundamentacdo para futuros estudos
envolvendo o desenvolvimento de candidatos a farmacos e a realizacdo de testes
bioldgicos in vitro e in vivo para modulacdo da resposta dos linfécitos T. Todos os
compostos exibiram propriedades fisico-quimicas relevantes, indicando promissoras vias
de administracdo na anélise de biodisponibilidade radar. Mesmo que a procianidina C1 e
a EGCdiG ndo tenham demonstrado boa de disponibilidade oral tedrica, a patulitrina e a
cianidina foram aprovadas em todos os modelos de avaliagéo testados.

Além disso, os compostos mostraram potencial para absorcdo no trato
gastrointestinal, penetracdo cutanea e interagdes com a CYP1A2. Eles também
apresentaram baixo potencial tdxico e diversas atividades bioldgicas potenciais,
indicando alvos moleculares relacionados aos espectros previstos. Por fim, a docagem
molecular demonstrou a interacdo dos compostos selecionados com os sitios de
ativacdo/regulacdo das proteinas Orail e STIML, essenciais para a ativacdo dos linfdcitos
T.

Estes resultados sugerem que os compostos selecionados podem avangar com
seguranca para analises e validacdes adicionais de suas atividades no sistema
imunoldgico, promovendo o desenvolvimento de novos farmacos para a regulacdo das

respostas imunolégicas em infeccBes e processos inflamatorios cronicos.
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Mot applicable

The Amazonian Euterpe oleracea Mart, commonly known as acai, is remowned for its
nutritional properties and antioxidant, anti-inflammatory, and immunomodulatory
activities. However, a comprehensive understanding of how its components affect the
immune system is still lacking. In this study, we conducted in silico investigations into
the potential of four primary secondary metabolites extracted from agal seeds and pulp
— procyanidin C1 (PCC1), epigallocatechin-3,3-di0-gallate (EGCdiG), patulitrine
(PAT), and cyanidin (CY) — on the ORAI/STIM1/NFAT pathway for T-cell activation.
All evaluated compounds exhibited relevant physicochemical properties, showing
promisa for various administration routes in radar bioavailability analysis. Notably, CY
and PAT displayed the best oral bioavailability profiles based on pharmacokinatic
parameters, indicating potential for absorption within the gastrointestinal tract and skin
penatration. PASS predictions of biological activity spectra revealed that all compounds
have potential for various activities, including peroxidase inhibition, free radical
scavenging, antioxidant effects, and regulation of the immuneinflammatory response.
Moreover, CY and PAT exhibited low toxic potential in hepatotoxicity, cytotoxicity, and
mutagenicity. Molecular docking analysis demonstrated that CY (-7.0 kcalimol) and
PAT (-8.3 kcalimol) bind to the ORAI1 regulatory site (Ala282 and Phe171,
respectively), while EGCdIG (-7.0 kcalimol) and CY (-6.0 kcalimol) exhibited affinity for
the STIM1 activation/regulatory site (Gly22 and Asp32, respectively). Our study
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proposes the evaluation of cyanidin and patulitrine as modulators of T-cell responses
due to their potential modulation of the ORAI1/STIM1 pathway.
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