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RESUMO

CUNHA, M.E.S. Potencial anticonvulsivante do 6leo essencial da
Croton heliotropiifolius kunth: Abordagem in vivo e in silico. 2025.
119 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do
Piaui. Teresina.

A epilepsia é uma doenca cronica que afeta a qualidade de vida de milhares de
pessoas, destacando a necessidade de identificar agentes anticonvulsivantes seguros
e eficazes. Nesse contexto, as plantas medicinais emergem como uma fonte
promissora de compostos bioativos para o tratamento da epilepsia. Neste estudo,
realizamos uma investigacao in vivo e in silico da atividade anticonvulsivante do 6leo
essencial das folhas da planta Croton heliotropiifolius Kunth (OCH). Os resultados
obtidos através de experimentos in vivo revelaram que o 6leo essencial teve um efeito
anticonvulsivante ao promover um aumento significativo na laténcia da primeira
convulséo e na taxa de sobrevivéncia dos animais tratados com OCH em uma dose
de 200 mg/kg. Para entender os possiveis receptores e locais de acdo dos compostos
presentes no O6leo, realizamos um estudo de docking molecular focando nos
receptores GABAa e NMDA. Além disso, as propriedades eletronicas dos
fitoconstituintes foram calculadas no nivel B3LYP/6-311++G(d,p)/SMD. Para entender
0s possiveis receptores e sitios de acdo dos compostos do 6leo, realizamos um estudo
de docking molecular focando nos receptores GABAA e NMDA. Os resultados dos
estudos de docking molecular revelaram que os sesquiterpenos a-bulneseno, 0-
cadineno e 3-bourboneno presentes no OCH, tém alta afinidade pelo receptor GABAA,
especialmente pelo sitio a1*(D)/ y2°((E) (sitio 1) dos BDZs, com energias de ligacdo
no intervalo de -10.0 a-9.1 kcal/mol. Essa afinidade é mantida principalmente por meio
de intera¢Bes hidrofdbicas, evidenciando a importancia da interagdo com o residuo de
aminoacido Phe77 da subunidade y2°(E) do receptor GABAaA. Em relacdo ao NMDA,
os ligantes &-cadineno, guaiadieno e a-bulneseno apresentaram boas energias de
ligacdo de -9,4, -8.7 e -8.4 kcal/mol respectivamente, superando a obtida para a
cetamina (-7.4 kcal/mol). Essas interacbes foram mantidas, principalmente por
interacOes hidrofobicas. Aléem disso, a estrutura biciclica dos sesquiterpenos mostrou-
se crucial para o acoplamento nas regioes de ligacdo. O estudo DFT revelou que os
ligantes mais promissores tém maior estabilidade, além de carater eletrofilico de

moderado a forte. Esta pesquisa fornece insights valiosos para a identificacdo de



novas moléculas no desenvolvimento de fitoterapicos para o tratamento da epilepsia,
sugerindo que os sesquiterpenos do OCH podem ter atividade anticonvulsivante

atuando por meio da modulacéo do receptor GABAAa ou bloqueio do NMDA.

Palavras-chave: epilepsia, Croton heliotropiifolius Kunth, estudo in silico.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic disease that affects the quality of life of thousands of individuals,
highlighting the need to identify safe and effective anticonvulsant agents. In this
context, medicinal plants emerge as a promising source of bioactive compounds for
the treatment of epilepsy. In this study, we conducted an in vivo and in silico
investigation of the anticonvulsant activity of the essential oil extracted from the leaves
of Croton heliotropiifolius Kunth (OCH). The results obtained from in vivo experiments
revealed that the essential oil exhibited anticonvulsant effects by significantly
increasing the latency to the first seizure and the survival rate of animals treated with
OCH at a dose of 200 mg/kg. To understand the potential receptors and sites of action
of the compounds present in the oil, a molecular docking study was carried out focusing
on the GABAx and NMDA receptors. Additionally, the electronic properties of the
phytoconstituents were calculated at the B3LYP/6-311++G(d,p)/SMD level. Molecular
docking results indicated that the sesquiterpenes a-bulnesene, &-cadinene,
guaiadiene and B-bourboneno —present in the OCH—exhibit high affinity for the
GABAxreceptor, particularly at the a1*(D)/y2°(E) (site 1) benzodiazepine binding site,
with binding energies ranging from -10.0 to —=9.1 kcal/mol. This affinity is primarily
maintained through hydrophobic interactions, especially involving the Phe77 residue
of the y2°(E) subunit of the GABAx receptor. Regarding the NMDA receptor, the same
ligands &-cadinene, guaiadiene, and a-bulnesene also exhibited favorable binding
energies of -9.4, -8.7 and —8.4 kcal/mol, respectively, surpassing that of ketamine
(=7.4 kcal/mol). These interactions were also predominantly driven by hydrophobic
contacts. Moreover, the bicyclic structure of the sesquiterpenes proved crucial for
fitting within the binding regions. The DFT analysis revealed that the most promising
ligands showed higher stability and moderate electrophilic character. This research
provides valuable insights into the identification of new molecules for the development
of phytotherapeutics for epilepsy, suggesting that the sesquiterpenes from OCH may
exert anticonvulsant activity through modulation of the GABA4 receptor and/or NMDA
receptor blockade.

Keywords: epilepsy, Croton heliotropiifolius Kunth, in silico study
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos

A descoberta de novos medicamentos esta intrinsecamente ligada as
inovacgdes cientificas e tecnologicas. Os significativos avangos nas areas de quimica,
biologia e medicina aliadas a metodologias inovadoras, algoritmicos avancados e
recursos computacionais como supercomputadores, clusters e computagdo em
nuvens, tém contribuido para a reducédo no tempo necessario para a identificacdo de
novos compostos, possibilitando a formulacdo de terapias notaveis (1).

O estagio experimental inicial no desenvolvimento de um farmaco consiste na
identificacdo de um composto que apresente atividade biolégica em relacdo a um alvo
molecular especifico. Em seguida, na fase pré-clinica, sdo realizados testes tanto in
vitro como em modelos de animais para a obtencdo de conhecimento aprofundado
sobre as propriedades farmacoldgicas e os efeitos adversos do farmaco em
desenvolvimento. A etapa final envolve estudos in vivo que podem incluir tanto
animais como seres humanos, em diversas fases, em um processo denominado
estudo clinico, que requer analises precisas. Nessa fase, sao avaliados a seguranca
e a dosagem em um pequeno grupo de voluntarios saudaveis, a eficacia e os riscos
associados em um grupo maior de pacientes com a doenca alvo, além da confirmacéo
da eficacia e monitoramento de efeitos adversos em um grande nimero de pacientes
(2). Apesar da importancia do desenvolvimento de novos farmacos no tratamento de
diversas doencas, essa atividade traz consigo alguns desafios significativos, incluido
a ocorréncia de efeitos adversos. O processo pra criar um novo medicamento € longo,
complexo e custoso, frequentemente levando mais de 10 anos e cerca de dois bilhdes
de ddlares do inicio do projeto até o lancamento no mercado (3).

O planejamento de novos farmacos envolve recursos tecnolégicos que buscam

minimizar o tempo e reduzir os gastos com as operacdes envolvidas durante as
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etapas do processo de desenvolvimento de um farmaco (4). Nesse contexto, 0
Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor (do inglés, Structure
Based Drug Design — SBDD) emergiu como uma abordagem inovadora, permitindo o
armazenamento e manipulacdo de bibliotecas de moléculas pequenas para triagem
em relacdo a alvos moleculares, geralmente proteinas (5). A popularidade do SBDD
é crescente, impulsionada pela disponibilidade de estruturas 3D de alvos moleculares
e potencias ligantes.

As metodologias computacionais mais conhecidas e utilizadas na SBDD
incluem: docking molecular, triagem virtual baseada em estruturas e dinamica
molecular. Nas ultimas décadas, diversas tecnologias tém sido utilizadas em projetos
de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Dentre elas, destaca-se o docking
molecular, que é utilizado para prever a interacao entre moléculas e o sitio ativo do
alvo molecular, identificando possiveis ligantes com caracteristicas quimicas
favoraveis (6). Além disso, célculos baseados na Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) oferecem um amplo espectro de dados e informagbes que podem ser
convertidas em conhecimento quimico e biolégico, orientando a identificacdo e
otimizacao de novos candidatos a farmacos.

As abordagens experimentais apresentam limitacdes praticas, uma vez que
cada bioensaio in vitro, por exemplo, utiliza uma grande quantidade de reagentes,
incluindo valiosos receptores clonados e expressos. Nesse contexto, a quimica
computacional surge como uma alternativa eficiente, permitindo a identificacéo rapida
e precisa de compostos promissores, que podem ser posteriormente sintetizados e
testados (7).

No estudo in silico, a primeira etapa consiste na identificacdo de potenciais
candidatos, conhecidos como “hits”, que idealmente exibem algum grau de poténcia
e especificidade em relacdo ao alvo terapéutico, podendo envolver triagem virtual,
analise de estruturas quimicas, propriedades farmacoldgicas (8). Em seguida, realiza-
se uma triagem virtual, que pode incluir docking molecular, para avaliar a interacao
entre compostos quimicos e o sitio ativo de proteinas ou alvos moleculares, onde
serdo ordenadas por funcéo de pontuacdo baseada na energia de ligacao, reduzindo
significativamente o numero de candidatos a serem testados experimentalmente.

Na fase subsequente, os candidatos mais promissores sdo otimizados ou

isolados e submetidos a testes in vitro em ensaios experimentais. Por fim, esses
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compostos passam por testes in vivo, envolvendo tanto animais como seres humanos,

até a sua disponibilidade clinica.

1.2 Epilepsia e plantas medicinais

A epilepsia é um distarbio neurologico podendo ser caracterizado pelo
desequilibrio excitatério ou inibitério que ocorre no sistema nervoso central (SNC) de
forma espontanea e recorrente, atingindo mais de 75 milhdes de pessoas no mundo
(9), com mais 80% dos pacientes residindo em paises em subdesenvolvimento ou em
desenvolvimento, onde a qualidade de vida é pior e a incidéncia de infec¢cdes que
afetam o SNC é grande (10). No estudo da fisiopatologia da epilepsia, as crises
envolvem varios sistemas de neurotransmissores como o0 gabaérgico (11),
glutamatérgico (12) , serotoninérgico (13) e dopaminérgico (14), sendo assim alvo de
muitos medicamentos e de fitoterapicos no combate da epilepsia.

A incidéncia da epilepsia tende a ser maior em homens do que em mulheres
(15). Estudos sugerem que essa disparidade pode estar relacionada a maior
exposicdo a fatores de risco em homens e, também, a subnotificagdo de casos em
mulheres devido a fatores socioculturais em determinadas regides (15,16).

Embora todas as pessoas com epilepsia tenham convulsdo, nem todos os
individuos com convulsédo possuem epilepsia. De acordo com a A Liga Internacional
Contra a Epilepsia (ILAE) a epilepsia pode ser definida como uma condi¢do
neurolégica cronica em que a pessoa apresenta duas ou mais convulsées nao
provocadas em um intervalo de 24h, devido a atividade anormal do cérebro; ou uma
crise epiléptica ndo provocada, que aumenta a probabilidade de ocorréncias de outras
crises em pelos menos 60% apos duas crises epilépticas nao provocadas, dentro dos
proximos 10 anos; ou por meio de diagnostico de uma sindrome epiléptica (17).

Porém, de forma geral para estudos populacionais a ILAE define a epilepsia
como a ocorréncia de pelo menos duas crises epilépticas ndo provocadas (ou reflexas)
em um intervalo superior a 24h (17). As convulsdes por sua vez, podem ser
provocadas por diversas condicbes médicas como traumas na cabeca, febre alta
caracterizadas por contracdes musculares involuntérias, e descontrolados do corpo e

alteracOes da consciéncia.
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O acido y-aminobutirico tipo A (GABAa) € um dos principais receptores
inibitérios nas sinapses cerebrais (18), sendo alvo de muitos medicamentos que agem
em diferentes sitios de ligacdo, como os benzodiazepinicos (BDZs) que atuam como
moduladores no sitio de ligagdo GABAA/BDZs potencializando a atividade do
neurotransmissor inibitério GABA (acido y-aminobutirico), responsavel por reduzir a
hiperexcitabilidade neuronal e subsequente desenvolvimento das crises convulsivas
ou epilépticas (19).

Outros receptores associados a epilepsia sdo os receptores extra-sinapticos do
tipo N-methyl-D-aspartate (NMDA), compostos predominantemente pelas
subunidades NR1(GIluN1) e NR2B (GIuN2B), que demostraram ter um papel crucial
na prevencao da morte neuronal associados a toxicidade do glutamato (20). Na busca
por agentes que possam antagonizar a atividade desse receptor, a cetamina, um
antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, destaca-se por sua capacidade de
bloguear ou inibir a atividade glutamatérgica, inibindo as crises convulsivas e
prevenindo a neurodegeneracéo (21).

O tratamento das crises convulsivas e epilépticas € realizado normalmente com
farmacos de origem sintética como diazepam, valporato semissodico, fenitoina e
carbamazepina (22,23). No entanto, cerca de 25-45% dos casos nao respondem
adequadamente ao medicamento utilizado no tratamento, sendo insuficientes para o
controle das crises. (24). Além disso, podem apresentar efeitos colaterais adversos
como sedacao, depressao, insonia e fadiga (25). Uma abordagem promissora para
encontrar novos farmacos anticonvulsivantes e aprimorar a terapia da epilepsia
consiste em explorar compostos naturais provenientes de plantas utilizadas na
medicina popular.

As comunidades tradicionais utilizam as plantas medicinais como remedios
caseiros devido as suas propriedades terapéuticas, sendo consideradas materias-
primas valiosas para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos (26).
Diversos produtos podem ser obtidos a partir dessas plantas, entre os quais se
destacam os 6leos essenciais (OES), que sédo substancias volateis, odoriferas e pouco
sollveis em agua, desempenhando func¢des bioldgicas crucias para a sobrevivéncia
das plantas (27), incluindo mecanismos de defesa contra microrganismos, insetos e

animais (28).
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Pesquisas recentes demonstram que extratos, 0leos essenciais e compostos
isolados de vérias plantas apresentam atividade anticonvulsivante ao atuarem no
sistema nervoso central (29,30). Assim, esses compostos representam uma fonte
importante para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos
anticonvulsivantes. Um estudo conduzido por Ueno e colaboradores evidenciou que o
monoterpeno a-pineno, encontrado em diversas plantas, reduziu a incidéncia de
convulsdbes em camundongos em um modelo de convulsédo induzido por
pentilenotetrazol (PTZ) (31).

Estudo da composicdo do 6leo essencial das folhas da espécie Croton
heliotropiifolius Kunth (OCH) indicam como constituintes quimicos uma mistura de
monoterpenos (63,79%) e sesquiterpenos (32,98%) (32). Os monoterpenos tém
propriedades miorrelaxante, antimicrobiana, antiespasmodica, antidepressiva, anti-
inflamatoria, ansiolitica e anticonvulsivante (33,34). Além disso, um estudo com o 6leo
essencial de Croton zehntneri demonstrou um aumento do limiar para o surgimento
das convulsdes minimas induzidas por PTZ (35), sugerindo um potencial
anticonvulsivante para plantas pertencentes ao género Croton.

Embora abordagens in vivo e in vitro sejam frequentemente empregadas em
ensaios pré-clinicos para a obtencdo de novos farmacos, esses métodos podem ser
dispendiosos e demandar um tempo significativo de pesquisa. Contudo, 0s avancos
em bioinformatica e o uso de ferramentas in silico, como o acoplamento molecular e
calculos tedricos baseados na teoria do funcional da densidade (DFT), tém se
mostrado eficientes na otimizacéo do tempo necessario para a obtencao de resultados
(36).

Através do estudo de docking molecular, foi identificado que o terpinen-4-ol,
presente nos extratos de Eclipta alba e Pistacia Wholeriama, contribuiu para a
atividade anticonvulsivante associada a canais de sédio dependentes de voltagem
(VGSCs) (37). Adicionalmente, pesquisas demonstraram que o acido isovalérico e 0
didrovaltrato, ambos encontrados na planta Valeriana officinalis, atuaram como
inibidores da aminotransferase do &cido y-aminobutirico (GABA-AT), responsavel pela
degradacédo do principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central, o
GABA (38).

As propriedades farmacologicas dos ligantes também podem estar

relacionadas com suas propriedades eletrbnicas, com isso 0 uso do método
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computacional com base na DFT também tem se mostrado bastante eficaz na
explicacdo de propriedades estruturais, termodinamicas e eletrénicas de moléculas
com boa exatidao e custo computacional relativamente baixo (39). Em um estudo in
silico realizado por meio do docking molecular e métodos DFT, foram analisados os
constituintes da planta Matricaria em relacdo ao tratamento da Covid-19. Os
resultados revelaram propriedades significativas, como afinidade de ligacdes pelos
receptores, reatividade e estabilidade das moléculas, permitindo avaliar suas
atividades antivirais (40).

Com base nisso, realizamos uma investigacdo in vivo e in silico da atividade
anticonvulsivante do 6leo essencial das folhas da planta C. heliotropiifolius Kunth. O
estudo de acoplamento molecular dos 33 constituintes do OCH com o0s receptores
GABAA e NMDA foi realizado para avaliar a afinidade e a natureza das interagdes
intermoleculares. Esses receptores foram escolhidos porque estdo associados a
convulsdes e crises epilépticas. Além disso, as propriedades eletrénicas dos ligantes
foram investigadas usando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT). Os orbitais
moleculares de fronteira, 0 mapa de potencial eletrostatico e alguns descritores de
reatividade quimica frequentemente correlacionados com atividades bioldgicas foram

calculados.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Gerais
Investigar a atividade anticonvulsivante do 6leo essencial de C. heliotropiifolius

(OCH) por meio de estudos in vivo e in silico.

1.3.2 Especificos

= Avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas de Croton heliotropiifolius sobre as
convulsdes induzidas por pilocarpina.

» Realizar simulacdes de docking molecular dos constituintes OCH com
receptores GABAa e NMDA, analisando as energias de ligagédo, conformacdes
e interacdes intermoleculares.

= Obter as propriedades eletronicas dos fitoconstituintes do OCH via DFT, tais
como orbitais moleculares de fronteira, mapa de potencial eletrostéatico e alguns
descritores de reatividade quimica.

» Classificar os constituintes do 6éleo essencial estudado como bons candidatos

ou nao, a farmacos no combate a convulséo.
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Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiopatologia da epilepsia

As causas da epilepsia podem ser diversas e envolvem multiplos fatores. A
ILAE categorizou diferentes grupos etioldgicos associados a epilepsia, que incluem
aspectos estruturais, genéticos, infecciosos, metabdlicos, imunolégicos, além de
causas desconhecidas e a relacdo com neurotransmissores. Essa classificacéo
detalhada permite que os profissionais de salude associem a tratamentos, sejam eles
medicinais ou cirurgicos direcionado para a epilepsia.

A etiologia estrutural refere-se a fatores estruturais que afetam a anatomia do
SNC e que podem levar a uma suscetibilidade da epilepsia. Exemplos incluem
anomalias no desenvolvimento cerebral, malformacfes corticais, acidente vascular
cerebral (AVC), traumatismo e infegdes (41,42).

Além de fatores estruturais, estudos indicam que a predisposicdo genética
também pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento dessa
patologia. Certos genes relacionados a susceptibilidade a epilepsia, incluindo aqueles
que codificam receptores de neurotransmissores e proteinas que regulam a
excitabilidade celular, podem contribuir para desequilibrios na atividade cerebral,
resultando em crises epilépticas (43,44).

As causas infecciosas da epilepsia referem-se a casos em que O
desenvolvimento das crises é resultado de processos pos-infecciosos. Essas
infeccbes abarcam condi¢des sistémicas graves, infeccbes cerebrais, tuberculose,
HIV (virus da imunodeficiéncia humana), malaria cerebral, meningite bacteriana,
toxoplasmose cerebral e infe¢des congénitas como a do virus Zika e citomegalovirus
(41,42). Portanto, é fundamental considerar as causas infecciosas como urgéncias

médicas que requerem tratamento imediato.
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Disturbios metabdlicos também podem contribuir para o desenvolvimento da
epilepsia. Anomalias no metabolismo cerebral, deficiéncia de vitaminas, acimulo de
toxinas e disturbios na sintese de neurotransmissores, como GABA e glutamato,
podem afetar a excitabilidade neuronal, aumentando a probabilidade de crises
epilépticas (45,46).

Outro fator determinante no desenvolvimento das epilepsias esta relacionada a
fatores imunologicos, que surgem diretamente de uma disfuncdo imunoldgica,
manifestando-se principalmente através das crises epilépticas (42). Um exemplo
notavel é a encefalite de Rasmussen, que se caracteriza como uma inflamacao
unilateral do cortex (47). Em muitos casos as epilepsias podem ter uma causa
desconhecida, sendo diagnosticada como sendo epilepsia de etiologia idiopatica (42).

A epilepsia é uma condicdo crbnica e ndo transmissivel, que pode ocasionar
consequéncias adversas, impactando negativamente a qualidade de vida dos
individuos afetados. Devido a grande incidéncia dessa doenca, desde do século 19,
houve a necessidade de classificar os diferentes tipos clinicos de fenémenos
epilépticos. A classificacdo das epilepsias € um recurso clinico essencial que visa
proporcionar ao paciente uma intervencdo adequada (41). Essa classificacdo
influencia todas as decisdes médicas e impacta também o desenvolvimento de novas
terapias.

A classificacdo mais recente das epilepsias pela ILAE apresenta uma nova
estrutura que inclui trés niveis: tipo de convulsao, tipo de epilepsia e crise epiléptica.
O primeiro nivel consiste em classificar o tipo de crise. As crises sdo classificadas
como tendo inicio focal, generalizado ou desconhecido. As crises epilépticas focais
sao originarias de um inicio localizado a redes limitadas de um hemisfério cerebral,
enguanto as crises generalizadas sado definidas como atividade epiléptica sincrona em
ambos os hemisférios cerebrais desde o inicio. As crises de inicio desconhecido
ocorrem sem uma causa identificavel (42,48).

O segundo nivel refere-se ao tipo de epilepsia, que pode ser focal,
generalizada, focal e generalizada simultaneamente, ou de tipo desconhecido (42). As
epilepsias focais séo caracterizadas por disturbios uni ou multifocais, com crises que
gue se originam em areas especificas do cérebro. Diferentes tipos de crises podem

ocorrer, manifestando-se como crises de sintomas motores, sensoérias, autbnomos ou
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psiquicos. Além disso, as crises epilépticas podem ser subdivididas em crises focais
com preservacao da consciéncia e crises focais sem preservacao da consciéncia (42).

As epilepsias generalizadas  afetam ambos os hemisférios cerebrais
simultaneamente e incluem crises como crises de auséncia, mioclénicas, tonica,
clénica, e tdnico-clonicas (49). As epilepsias focais e generalizadas por sua vez
abrangem individuos que tém tanto crises generalizadas como focais. Exemplos
frequentes de condigcbes que apresentam ambos o0s tipos de crises incluem a
sindrome de Dravet e a sindrome de Lennox-Gastaut (42). O dltimo nivel na
classificacédo é utilizado quando ndo é possivel determinar se a epilepsia é focal ou

generalizada, devido a falta de dados suficientes para fazer um diagnostico (42).

2.2 Neurotransmissores e epilepsia

Em resposta a um potencial de acdo, os neurotransmissores sao liberados da
pré-sinaptica e ativam receptores ianotropicos e metabolotropicos na pos-sinapse,
gerando um potencial pés-sinaptico (50). O equilibrio entre excitacdo e inibicdo é
essencial para manter a dindmica do SNC, onde o glutamato, principal
neurotransmissor, € compensando pelo principal neurotransmissor inibitorio, o GABA
(43). A desregulacédo de um ou ambos podem estar associados a origem de crises e
diversos disturbios do SNC.

O receptor GABAA € um dos principais mediadores da inibicdo neuronal e atua
tanto em regides sinapticas como extrasinapticas, desempenhando papel
fundamental no controle da excitabilidade cerebral (51). Alteracdes nesse sistema tém
sido implicadas na fisiopatologia de diversas epilepsias. Embora as sinapses
GABAérgicas sejam amplamente distribuidas, o cérebro apresenta grande
diversidade sinaptica, incluindo glutamatérgica, colinérgica e serotoninérgica, o que
reforca a complexidade neuroquimica envolvida na génese e no controle das crises.

O &cido y-aminobutirico (GABA) atua em diferentes processos fisioldgicos,
COmO na resposta a estressores, em processos motores, controle da dor e também
em situagdes de ansiedade, retardo mental, epilepsia e distarbio do sono (52,53). Sua
transmissao sinaptica inibitéria é mediada por canais ionotrépicos GABAérgicos que

possuem permeabilidade ao cloreto. O GABA, € armazenado em vesiculas sinapticas,
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sofrem exocitose em resposta ao aumento da concentracdo de Ca?*, onde se ligam a
receptores pos-sinapticos (53).

Apés a ativacdo neuronal o GABA é liberado e se liga a seus principais
receptores, 0s receptores ionotropicos GABAa e GABAc e 0s receptores
metabotropicos GABAs, que diferem em estrutura, propriedades biofisicas e
farmacologia (54). Os receptores GABAa sao canais ibnicos pertencentes a
superfamilia Cys-loop, que incluiu também receptores de nicotinicos de acetilcolina,
glicina e serotonina. A ligacdo do GABA ao sitio de ligacdo no dominio extracelular do
GABAA aumenta o fluxo de ions cloreto, levando assim a uma hiperpolarizacédo da
membrana, resultando em um aumento do limiar de disparo e consequentemente uma
reducdo na probabilidade de iniciagdo do potencial de acdo, causando a inibicao
neuronal (54,55).

Os receptores GABAA,, principais inibitdrios no SNC, desempenham um papel
crucial na mediacao de varias a¢fes farmacoldgicas. Esses receptores sdo canais de
ion cloreto controlados por ligantes, identificados farmacologicamente pela primeira
vez como sendo ativados pelo GABA, blogueados por biculina e pictroxina, e
modulados por uma variedade de drogas como BDZs, barbitaricos, esteroides
neuroativos, anestésicos e anticonvulsivantes (56), e também por compostos naturais
de origem vegetal (12,57). Essas drogas produzem seus efeitos farmacol6gicos
relevantes ao interagir com locais distintos dos receptores GABAAa, assim conclui-se
que os receptores GABAAa estdo envolvidos no controle da excitabilidade celular,
modulacdo da ansiedade, cognicdo, medo, aprendizagem e memoéria (58) (59).

Esses receptores sao formados por cinco subunidades que pertencem a
diferentes classes de subunidades (58), gerando uma ampla variedade de subtipos
de receptores com diferentes composi¢cdes e propriedades farmacoldgicas. Estédo
disponiveis 19 subunidades, incluindo 19 al-6, p1-3, y1-3, 6, €, 6, 1 para 0s
receptores GABAa, 3 subunidades rho (p) que contribuem para o receptor GABAc
(60,61).

Cerca de 30% dos receptores GABAA séo constituidos com prevaléncia de uma
subunidade a, duas 3 e duas subunidades y (a1B2y2. Essa conformacao representa
a principal forma sinaptica do receptor GABAAa envolvida na inibicédo faisca rapida do
sistema nervoso central. Na parte extracelular, os dois sitios de ligacdo do GABA

estdo localizados nas duas interfaces af. Esses receptores também sdo alvos
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importantes de benzodiazepinicos (BDZs) com sitio de ligacdo de alta afinidade

localizado na interface ay, Figura 2.1.

v2'(E) |

-

Figura 2.1. Sitio de ligacdo do diazepam na interface ay GABAA.

Agentes que potencializam a agdo do GABA nos receptores GABAa sao
conhecidos por moduladores positivos, como destaque para os BDZs, que promovem
a hiperpolarizacdo da membrana e inibem os potencias de acdo, reduzindo a atividade
convulsiva (12). Em contrapartida, os agentes que diminuem a eficdcia do GABA sao
chamados de moduladores alostéricos negativos, apresentando efeitos opostos aos
BDZs. Além disso, os agentes que bloqueiam as acdes tanto dos moduladores
positivos quanto dos negativos sdo conhecidos como alostéricos neutralizantes,
sendo o flumazil um exemplo de BDZ com essa fungéo (62).

Os moduladores classificados como positivos de segunda ordem atuam em
sinergia com um modulador positivo de primeira ordem, como o diazepam. Pesquisas
indicam que flavonoides dietéticos, como a apigenina e galato de ()-epigalocatequina
nao exercem uma ativacado direta nos receptores GABAa, mas demonstram a
capacidade de potencializar a agdo moduladora do diazepam. Essa interacdo de
segunda ordem parece ser especifica para moduladores de primeira ordem da classe
dos BDZs. A modulacdo de segunda ordem parece estar relacionada com uma
possivel alteracdo no acoplamento dos sitios alostéricos dos BDZs e nos sitios
alostéricos de ligacdo do GABA nos receptores GABAa. Dessa forma, os moduladores

de segunda ordem ndo somente oferecem beneficios adicionais ao influenciar a acao
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dos moduladores alostéricos de primeira ordem, mas também podem contribuir para
a reducédo da dose necessaria de farmacos que atuam como moduladores de primeira
ordem, como é o caso dos BDZs (62).

A ligacdo dos BDZs ndo provoca alteracdes na conformacdo do dominio
extracelular, mas facilita a acdo de ligantes agonistas como o GABA (54). Também
foram identificados sitios de ligacédo adicionais para os BDZs no TMD, incluindo dois
nas interfaces das cadeias a, e uma na interface By, Figura 2.2. No entanto, esses
sitios frequentemente exibem baixa afinidade pelo alvo, o que pode explicar porque

os ligantes dos sitios dos BDZs sozinhos ndo ativam o canal na auséncia do GABA.

Figura 2.2. Sitios de ligacdo do diazepam nas duas interfaces pa e na interface By
do GABAA.

Os receptores GABAs pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRSs) e sdo responsaveis pelo efeito neuromodelador do GABA (63).
Esses receptores agem através da ativacao, por segundos mensageiros, dos canais
de K* e, consequentemente, hiperpolarizacdo da célula poés-sinaptica, que pode
também diminuir a condutancia de Ca?*, resultando na diminuicdo prolongada na
excitabilidade neuronal (53). Esses receptores foram propostos como alvos de
farmacos para alguns disturbios como dependéncia quimica, ansiedade e epilepsia
(63,64).

Os receptores GABAc, embora menos abundantes no SNC, s&o encontrados
principalmente na retina. Os farmacos que atuam no GABAc s&o usados no

tratamento de distarbios visuais, do sono e cognitivo (62).
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Os mecanismos glutamatérgicos excitatorios estdo envolvidos em convulsées
agudas, transitérias e evocadas (12). A neurotransmissao excitatoria € mediada pela
transmissdo do aminoécido L-glutamato, que ativa os receptores de glutamato
ionotropicos (iGluRs) e metabolotropicos (MGIuURS) expressos nos neurdnios pos-
sinapticos. Os receptores iGluRs compreendem principalmente trés familias, 2-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic (AMPA), receptores NMDA e receptores de
cainato (50).

Os receptores NMDARs sdo receptores ionotropicos de glutamato que se
ativam mediante a ligacdo do neurotransmissor glutamato na presenca de um
coagonista, como a glicina (65). Quando o receptor estd em repouso, ions de Mg?*
ficam ligados a um sitio dentro do canal inico blogueando o influxo de Ca?*. Para que
o canal seja ativado, sdo necessarios trés fatores: (1) ligacdo do glutamato; (2) ligacao
de glicina (coagonista obrigatorio); e (3) despolarizacdo da membrana pdos-sinaptica
(66). Quando ativados, os receptores NMDA sofrem uma alteragdo conformacional
alostérica que reduz a afinidade pelo Mg?*, permitindo a entrada de ions, como Ca?*,
K* e Na* ,nas células, o que desempenha um papel crucial na transmisséo sinaptica
e no inicio da plasticidade neuronal (50).

A ativacdo do receptor NMDA é facilitada pelos receptores AMPA, que estéo
localizados ao lado de receptores NMDA. Uma vez ativados, esses receptores agem
no sentido de aumentar ainda mais a despolarizacao iniciada pelos receptores AMPA
(66).

Os receptores NMDARs sdo amplamente expressos no SNC dos mamiferos
mediando a sinalizacdo excitatéria pds-sinaptica (67). Eles estdo relacionados a
processos fisiolégicos normais, como o desenvolvimento neuronal, plasticidade
sinaptica, aprendizado e memoria. No entanto, a presenca do glutamato em altas
concentracbes na fenda sinaptica por periodos prolongados pode se tornar uma
potente neurotoxina, e sua excitotoxidade tem sido associada a disturbios e doencas
neurolégicas como Alzheimer, epilepsia, doenca de Parkinson, depressdo e
esquizofrenia (67,68)

Existem varios agonistas e antagonistas para os diferentes sitios de ligacédo no
receptor NMDA. O sitio de ligacéo preferencial para as drogas psicotogénicas esta
localizado no bolso de ligacdo comum a penciclidina (PCP), dizocilpina (MK801) e

cetamina, sendo acessivel somente quando o canal idnico esta aberto. Como essas
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drogas ndo competem com o mesmo sitio de ligacdo do neurotransmissor excitatorio

glutamato, sdo chamadas de antagonistas n&o-competitivos (66), Figura 2.3.
Compostos de origem vegetal, também j& foram relatados por interagirem diretamente

Glycine,
@ D-serine site

com os receptores NMDA (12).

Glutamate,
NMDA site

Intracellular

Figura 2.3. Local de ligacdo da cetamina e outros bloqueadores (por exemplo,
memantina, MK-801) que bloqueiam esse canal de maneira ndo competitiva, por uma

ligacdo especifica ao local de ligacéo da fenciclidina (69,70).

Esse receptor é formado por trés familias de subunidades: GIuN1, GIuN2 e
GIuN3, podendo existir tetrameros formados por GIUN1/GIuN2, GIuN1/GIuN2/GIuN3
ou GIuN1/GIuN3 (71). Contudo, esse receptor funcional é um heterotetramero
composto por duas subunidades GluN1 e duas subunidades GIuN2. A glicina se liga
a subunidade GluN1, enquanto o glutamato se liga a subunidade GIuN2.

Os dois subtipos principais do recepto NMDA no cérebro adulto, € composto
por canais i6nicos GIuN1-GIuN2A e GIuN1-GIluN2B. Em sinapses, a subunidade
GIuN2A é expressa principalmente no botdo sindptico, enquanto a subunidade
GIuN2B encontrada na regido extrassinapse. Estudos anteriores indicaram que os
receptores NMDA extrassinapticos, compostos predominantemente pelas subunidade
GIuN1 e GIuN2B, séo responsaveis pelo influxo de Ca?* envolvido na sinalizacdo de
morte celular (20). Além disso, pesquisas demonstraram gque durante crises de estado
de mal epiléptico (do inglés status epilepticus-SE), a subunidade GIuN2B esta
envolvida na morte neuronal. A administracdo da cetamina nessas circunstancias foi
capaz de moderar as crises epilépticas e prevenir a morte neuronal (72). Com base

nessas evidéncias, a subunidade GIuN2B surge como um alvo terapéutico promissor
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na busca por antagonistas especificos do receptor NMDA, visando o tratamento da

morte neuronal.
2.3 Tratamento farmacoldgico para a epilepsia

Uma droga antiepiléptica (DAE) é um farmaco que, quando administrado por
um periodo determinado, tem a capacidade de reduzir a frequéncia ou intensidade
das crises em pacientes diagnosticados com essa patologia (73). O tratamento
farmacolégico da epilepsia geralmente envolve o uso de medicamentos sintéticos
como diazepam, valporato semissddico, fenitoina, carbamazepina e lamotrigina
(74,75), Figura 2.4. Em alguns casos, intervencdes cirurgicas também podem ser
consideradas.

N
= / N = \\
A
e N’ o

diazepam carbamazepina fenitoina

]/

e

4

J

[
w
/
\
P
0o \

=
N

.

Z SN

g
\r
N

lamotrigina valporato semissodico

Figura 2.4. Estrutura quimica do diazepam, carbamazepina, fenitoina,
lamotrogina e valporato semissodico utilizados no tratamento da epilepsia

A escolha do medicamento depende das caracteristicas individuais do
paciente, como idade, sexo, potencial de procriagcdo, comorbidades, problemas de
tolerabilidade, tipos de crise, caracteristicas dos anticonvulsivantes, interacdes e
eventos adversos (76). Os principais mecanismos de acdo das DAEs incluem o
aumento da neurotransmissdao GABAérgica e 0 bloqueio da neurotransmisséo

excitatéria mediada pelo glutamato (77).
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Os farmacos antiepilépticos sao tradicionalmente classificados em trés
geracgoes. A primeira geragao abrange os medicamentos comercializados de 1857 a
1957, como brometo de potéssio, o fenobarbital e varias moléculas derivadas da
estrutura dos barbitiricos, como a fenitoina e primidona. A segunda geracéo
compreende farmacos quimicamente diferentes dos barbitdricos, como
carbamazepina, valproato e benzodiazepinicos, que foram introduzidos entre 1960 e
1975.

Os BDZs como diazepam, clonazepam, flurazepam, alprazolam, bromazepam,
lorazepam, midazolam e triazolam constituem um grupo de farmacos potente e de
grande importancia, amplamente prescritos na pratica clinica. Eles apresentam acgéo
ansiolitica, relaxante musculares, hipnéticos-sedativo, anticonvulsivantes e séao
utilizados no tratamento adjuvante na depressdao e esquizofrenia (78,79). Esses
farmacos atuam em todo sistema nervoso central (SNC) por meio da modulacédo da
transmissao sinaptica inibitoria através do receptor acido gama-aminobutirico do tipo
A (GABA) (80).

A primeira utilizacdo dos BDZs no tratamento da epilepsia ocorreu em 1965,
guando Henry Gastaut administrou por via intravenosa para controlar o estado de mal
epiléptico, estado caracterizado por atividade convulsiva continua ou por uma série de
crises sem recuperagcdo da consciéncia (81). Devido a sua alta lipossolubilidade e
rapida penetracdo no SNC, os BDZs apresentam vantagens farmacocinéticas
significativas.

Os ligantes dos sitios ativos dos BDZs, ao contrario do GABA ou agonistas
GABA, nao ativam diretamente o0s receptores GABAa, mas apenas modulam
alostericamente a acdo induzida pelo neurotransmissor inibitério, aumentando a
frequéncia de abertura do canal. Isso resulta na hiperpolarizacdo das membranas poés-
sinapticas, reduzindo a excitabilidade neuronal (82).

No entanto, o uso clinico dos BDZs no tratamento de disturbios convulsivos &
severamente limitado pela tolerancia, restringindo sua utilidade a longo prazo. A
exposicdo cronica a esses farmacos esta associada ao desacoplamento dos sitios de
ligacdo do GABA e dos BDZs, o que sugere uma diminuicdo na capacidade de
interacdo entre a proteina e a molécula com a qual normalmente interagem, ou a
alteracdo na composicao das subunidades do receptor e/ou na fungdo do receptor

(83). Isso leva a uma reduc¢do na inibicdo sinaptica mediada pelo GABAA (78,84).
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Os farmacos da terceira geracao, desenvolvidos apds 1980, apresentam uma
caracteristica distinta: foram descobertos pelo planejamento racional de farmacos,
como a progabida, a gabapentina, a vigabatrina, tiagabina, lamotrigina e o topiramato
(85).

Um caso particular de epilepsia que merece atencdo devido a seus efeitos
adversos € o SE, ocorrendo devido a falha nos mecanismos responsaveis pela
interrupcdo das crises epilépticas ou pela ativacdo de mecanismos que levam a
convulsdes prolongadas de maneira anormal. Essa condicdo pode resultar em
consequéncias a longo prazo como morte neuronal, lesGes e alteracdes nas redes
neuronais, dependendo da natureza e duracdo das crises convulsivas (86). Estudos
tém descritos que anticonvulsivantes de primeira e segunda geragédo, como fenitoina
e benzodiazepinicos sao refratarios a esse tipo de convulséo, em cerca de um terco
da populacéo (87), ressaltando a necessidade de novas abordagens farmacoldégicas.

Além dos receptores GABAa como alvo, muitos farmacos atuam como
antagonistas do NMDA, como a memantina, AP5 (Acido D-2-amino-5-
fosfonopentanoico), MK-801 e cetamina, que bloqueiam um sitio especifico do canal
ibnico quando o receptor esta ativado. A cetamina, em particular, tem mostrado
potencial como tratamento adicional para o estado epiléptico refratario, especialmente
em pacientes com alto risco de mortalidade devido a resisténcia aos tratamentos
convencionais (88). Além disso, receptores antagonistas do NMDA podem proteger
neurdnios contra danos induzidos por convulsdes e o desenvolvimento de epilepsia
(89). Como um antagonista ndo competitivo, a cetamina reduz a entrada de ions no
neurdnio e a excitabilidade neuronal, o que é benéfico para a diminuicdo das crises
epilépticas (90).

Apesar da diversidade atualmente de medicamentos disponiveis para o
tratamento das crises epilépticas, cerca de 25-45% dos pacientes ndo respondem
bem ao medicamento utilizado no tratamento, sendo insuficientes para o controle das
crises convulsivas). (24), resultando em controle e prevencéao insuficiente das crises.
Além disso, esses farmacos podem estar associados a efeitos colaterais adversos,
como dependéncia fisica e psicologica (91) tontura, irritabilidade (76). Esses efeitos
podem dificultar a adeséo ao tratamento e agravando o quadro clinico dos pacientes.

Nesse sentido, h4 uma necessidade urgente de investigar novos agentes
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antiepiléticos que sejam mais acessiveis, apresentem menos efeitos nocivos e mais

eficazes.

2.4 Uso de plantas medicinais e fitoterapicos

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos na prevencao e tratamento de
doencas € uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade (92). Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), uma planta é considerada
medicinal quando contém substéncias capazes de tratar ou aliviar doencas, sintomas
ou condicdes de saude, e é reconhecida pela populacéo devido a sua tradicéo de uso.
Os medicamentos derivados exclusivamente de plantas medicinais sdo conhecidos
como fitoterapicos, e podem ser encontrados em diversas formas, como comprimidos,
capsulas, xaropes, cremes, entre outras apresentacdes (93).

O conhecimento tradicional sobre as propriedades biolégicas das plantas &
transmitido de geracdo em geracdo, desempenhando um papel fundamental na
pesquisa por moléculas bioativas (92). Embora, historicamente, as plantas medicinais
tenham sido utilizadas principalmente em suas formas simples, como maceracdes,
infusbes e chas, a demanda por medicamentos mais sofisticados aumentou nos
séculos XVI e XVII, justificado a necessidade de avangos nesse campo (94).

A medicina popular, fundamentada no uso de produtos naturais para fins
terapéuticos, tem experimentado um crescimento significativo ao longo dos anos.
Estudos e investigacdes rigorosas tém sido realizados para explorar possiveis curas
e tratamentos para diversas doencas. A quimica de produtos naturais, especialmente
no contexto nacional, tem promovido colaboracdes eficazes e abrangentes,
possibilitando abordagens de desafios com estratégias inovadoras (95). A diversidade
da flora brasileira, rica em plantas com propriedades terapéuticas, oferece um vasto
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos de alto valor (96). Essa area de
pesquisa tornou-se um foco prioritario na busca por solugdes eficazes para diversas
patologias.

A fitoterapia € uma abordagem terapéutica que utiliza plantas medicinais em
diversas preparagfes, oferecendo uma opcdo complementar e integrativa para
atender as necessidades de saude (97). No Brasil, duas politicas nacionais incentivam

sua implementacdo: a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
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(PNPMF) (98) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) (99), ambas instituidas em 2006. Essas politicas tém promovido discussfes
sobre oportunidades, importancia, desafios, facilidades, vantagens, acesso seguro,
uso racional da fitoterapia nos servicos de saude do SUS.

Segundos dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 80% das populacdes dos paises em desenvolvimento recorrem a
medicina alternativa para resolver problemas béasicos de saude (99). Isso tem
motivado pesquisas sobre a viabilidade terapéutica de plantas tradicionalmente
utilizadas, além de ser uma alternativa com menor custo em comparacao ao
desenvolvimento de novos medicamentos baseados em moléculas bioativas (93).

A descoberta e o isolamento de alcaloides de plantas, como a papoula, e o
isolamento de glicidios, no século XIX, trouxeram uma nova perspectiva sobre o
conhecimento e uso de plantas medicinais, marcando o inicio da farmacia viva
(94,100).

Estudos demostram que extratos, 6leos essenciais e compostos isolados de
diversas plantas possuem propriedades terapéuticas, incluindo potencial anticancer
(101) antidepressivo (102), antiviral (103) e anticonvulsivante (104).

Os 06leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos volateis e
lipossollveis obtidos de material vegetal (105). Eles sdo amplamente utilizados na
medicina tradicional devido as suas propriedades terapéuticas, como
anticonvulsivantes (35), ansioliticos (106), antidepressivos (107).

Considerando a ampla utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos, é
fundamental lembrar que nem todo extrato vegetal é seguro para consumo humano.
A segurancga e eficacia no uso de uma planta medicinal dependem da identificagéo
correta da planta, da parte utilizada, do modo de preparo, da forma de uso e da
dosagem. Essas variaveis S&80 essenciais para evitar riscos toxicologicos,
especialmente porque algumas plantas, apesar do seu uso historico, podem

apresentar potencias toxidades (108,109).
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2.4.1 Espécie Croton heliotropiifolius Kunth

A familia Euphorbiaceae é uma das mais extensas entre as angiospermas,
abrangendo cerca de 300 géneros e mais de 8000 espécies. Destaca-se nessa familia
0 género Créton, que engloba aproximadamente 1300 espécies distribuidos em
regides tropicais ao redor do mundo (110), com 300 delas presentes em todos 0s
dominios fitogeograficos do Brasil. No nordeste brasileiro, sdo encontradas cerca de
110 espécies dessa familia.

O género Croton possui um grande potencial econdmico, especialmente para
a industria farmacéutica, devido a presenca de diversos metabdlitos secundarios,
como alcaloides, flavonoides e terpenoides, saponinas e taninos, além de um rico
conteudo de 6leos essenciais. Esses compostos conferem propriedades terapéuticas
a varias espécies, evidenciando sua relevancia na pesquisa farmacolégica e os efeitos
biolégicos que exercem sobre os seres humanos (111). Entre as espécies desse
género, destaca-se a Croton heliotropiifolius Kunth, popularmente conhecida como
“velame”, “velaminho” e “velame-de-cheiro. Essa planta € amplamente encontrada em
areas geograficas como Caribe, Venezuela, Peru, Bolivia e Brasil. No Brasil, € uma
planta endémica no nordeste, sendo comumente encontrada em estados como
Alagoas, Bahia, Ceara, Piaui, Sergipe, Rio Grande do Norte, como também no Centro-

Oeste e sudeste do pais, Figura 2.5.

Figura 2.5. Arbustos do C. heliotropiifolius Kunth.

Essa espécie pode ser encontrados com frequéncia na vegetacao da caatinga,

brejos, campus rupestres e cerrados (26,112).
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Os arbustos do C. heliotropiifolius medem cerca entre 0,7 e 2,5 metros de
altura, apresentando um habito predominante arbustivo. A seiva € transparente ou
alaranjada, e a planta é por uma estrutura cobertura tomentosa. Seus ramos tém
coloracdo verde-cinzenta e suas folhas, que variam entre alternadas e opostas nas
extremidades dos ramos, sdo pilosas. As folhas exalam um cheiro agradavel devido a
presenca de Oleos essenciais. A inflorescéncia é solitaria, encurvada e de cor branca,
contendo flores estaminadas a pistiladas. As folhas estaminadas s&o geralmente
elipticas, coberta de pelos na parte externa e glabra internamente, enquanto as
pistiladas apresentam um curto pedicelo ou podem ser sésseis, com uma textura
externamente vilosa e internamente pubescente, sem pétalas visiveis. As estruturas
vegetativas e reprodutivas possuem tricomas estrelado-porrectos densamente
distribuidos. O fruto € uma capsula verde quando imaturo e se torna preta ao
amadurecer, contendo 3 sementes. Além disso columela do fruto é tripartida no apice
apos a deiscéncia do fruto. A florescéncia ocorre de maio a hovembro, enquanto a
frutificacdo se da entre maio e junho ao passo que os frutos ocorrem entre maio e
junho (113,114).

O uso de C. heliotropiifolius na medicina popular esta relacionada as suas
propriedades medicinais atribuidas ao género. Essa espécie é frequentemente
utiizada na medicina tradicional na forma de chas, infusbes, extratos, sendo
empregada no tratamento de doencas contra cancer, diabetes, inflamacéo, malaria,
gripe, feridas e febres (115,116). Estudos etnobotanicos também indicam seu uso
para o tratamento de alergias, anemia, distlirbios gastrointestinais, coceira, dor de
cabeca, dor de estbmago/diarreia, dor nas costas, rachaduras nos pés e tosse (117).
Atualmente, essa espécie € reconhecida por suas acoes inseticidas, larvicida (118),
antimicrobiano (119), anti-inflamatéria (120), doencas parasitarias (121),
anticonvulsivante (35), antioxidante e antifingica (122).

Compostos de origem natural, principalmente das classes dos flavonoides,
terpenoides, fendis e alcoois poliacetilénicos, tém sido associados a modulacdo dos
receptores ianotropicos GABAa (62). Estudos demostram que o acido valerénico,
presente na planta Valeriana officinalis, atua nos sistemas GABA do cérebro,
interagindo com subunidades especificas no receptor GABAa de maneira semelhante

aos BDZs (123,124). Além disso, sesquiterpenos também foram relatados por inibirem
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a enzima GABA transaminase, resultando em efeitos sedativos e tranquilizante
causado pelo aumento do mediador no Sistema Nervoso Central (125).

C. heliotropiifolius apresenta uma riqueza de compostos biologicamente ativos,
resultante de seu contetdo de 6leos essenciais, que apresentam uma coOmposiGao
complexa e odor forte. Estudos cientificos ja reportaram varias atividades terapéuticas
do Oleo essencial e dos extratos do C. helliotropofilius, como acéo larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti (118), atividade inseticida do extrato etandlico contra
Sitophhilus zeamais (126), efeito inibidor do extrato etandlico da casca do caule contra
acetilcolinesterase in vitro e atividade antifangica contra candida albicans (127). Uma
investigacdo etnobotanica realizada na chapada do Araripe (Ceara, Brasil), revelou
que o extrato aquoso das raizes da C. heliotropiifolius possui propriedades
antioxidantes e antifingicas, associadas a sua baixa citotoxidade (122).

Um estudo com o 6leo essencial de Croton zehntneri demostrou um aumento
no limiar para o surgimento das convulsées minimas induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ) (35). Ngo Bum e colaboradores (2012) mostraram que a decocg¢éo da casca de
C. macrostachyus apresenta atividade anticonvulsivante e sedativas em modelos de
camundongos induzidos por diferentes convulsivantes (128). Esses dados sugerem
um potencial anticonvulsivante para plantas desse género.

A composicdo quimica do Oleo essencial de C. heliotropiifolius pode variar
conforme as condi¢cdes do solo e do clima do local de colheita. Alencar e Filho et.al
(2017) realizaram estudo com o 6leo das folhas dessa espécie coletada na localidade
Caboclo, municipio de Afranio, Pernambuco, Brasil, e relataram variacdes na
composi¢do quimica do 6leo essencial e sua atividade antibacteriana. Os compostos
quimicos identificados foram consistentes nas quatro esta¢des (verdo, outono, inverno
e primavera), embora em proporc¢oes diferentes, com os principais constituintes sendo
beta-cariofileno, biciclogermacreno, germacreno-D, limoneno e 1,8 cineol (119).

Lopes e colaboradores (2022) realizaram um estudo com o Oleo essencial das
folnas dessa espécie e identificaram, por meio de cromatografia gasosa (CG), 33
fitoconstituintes, sendo o alfa-pineno (16,7%) e 1,8-cineol (13,81%) os compostos
mais abundantes. Nesse estudo, também foi observada a citotoxidade do Oleo em
concentragbes de 0,32, 1,6 ou 200 pg/ml utilizando o modelo de Allium cepa (32).

Neves e Camara (2012), ao usar CG e cromatografia gasosa-espectrometria de
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massas, identificaram que o trans-cariofileno como o principal constituinte do 6leo
essencial das folhas dessa espécie (129).

Em um estudo recente, foi identificado a presenca de 33 fitoconstituintes no
Oleo essencial das folhas dessa espécie, incluindo monoterpenos de hidrocarbonetos
com a predominancia do a-pineno (16,7%), limoneno (5,89%) e B-felandreno (5.89);
monoterpenos oxigenados com o 1,8-cineol (13.81%); sesquiterpenos
hidrocarbonetos com predominancia do trans-cariofileno (6.46%) e biciclogemacreno
(9.44%); e sesquiterpenos oxigenados com predominancia do espatulenol (4.89%),
Na Tabela 2.1, estéo listados todos os compostos identificados no 6leo essencial das

folhas de C. heliotropiifolius



Tabela 2.1. Compostos identificados no 6leo essencial das folhas de C.
helliotropofilius Kunth.

N° Compostos
Monoterpenos Hidrocarbonetos

1 a-tujeno

2 a -pineno

3 Sabineno

4 B- pineno

5 Mirceno

6 a-felandreno

7 (+) - careno-3

8 a-terpineno

9 p-cimeno

10 Limoneno

11 B-felandreno

12 "Y-terpineno

13 a-terpinoleno
Monoterpenos Oxigenados

14 1,8- cineol

15 Linalol

16 Iso-borneol

17 Terpineno-4-ol

18 (-) a-terpineol

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos

19 B-bourboneno

20 B- elemeno

21 B —iso-comeno

22 Trans-cariofileno

23 Guaiadieno (6.9)

24 a — humuleno

25 Epi-trans-cariofileno

26 Germacreno-D

27 Biciclogemacreno

28 a-bulneseno

29 O-cadineno
Sesquiterpenos Oxigenados

30 Germacreno-B

31 Espatulenol

32 Oxido cariofileno

33 Iso-espatulenol

Adaptada (Marques, et.al 2023)



43

Neste trabalho, foi realizado o teste ADMET onde foram obtidos parametros
toxicoldgicos de todos os constituintes para caracterizar o potencial farmacolégico.
Por meio do estudo in silico foi demostrado que todos o0s constituintes apresentaram
alta absorcédo oral, média permeabilidade celular e alta permeabilidade no sistema
sanguineo cerebral, Tabela 2.6. Os resultados de toxicidade evidenciaram que todos
0s compostos exibiram baixo a médio risco de toxicidade, e o teste de mutagenicidade
ndo mostrou alteracdes significativas no nimero de microndcleos (MN) (130). Essas
descobertas sugerem que o 6leo essencial dessa planta pode ser um candidato

promissor para o desenvolvimento de novos farmacos.

Tabela 2.2. Avaliacdo in silico das propriedades farmacocinéticas (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo) dos 33 constituintes quimicos do 6leo essencial

das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth.

Absorcao Distribuicdo Metabolismo

HIA (%) Pcaco-2 MDCK PPB (%) BBB CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP2D6 CYP3A4 CYP3A4

(nm/seg) inibicdo  inibicdo inibicdo substrato  inibigo  substrato
a-tujeno 100 23.632 304.815 100 5.533 N | N N | S
a-pineno 100 22.319 287.643 100 6.353 | N N | S
Sabineno 100 23.492 300.517 60.971 5.756 N | N N | S
Mirceno 100 23.630 216.252 100 9.101 | | N N N S
a-felandreno 100 23.416 267.707 100 7.170 | | N N N w
(+)-carene-3 100 23.631 304.815 100 5.533 N | N N N S
a-terpineno 100 23.640 244.909 100 8.037 | | N N N S
p-cimeno 100 23.433 237.507 100 4.969 | | N N | w
Limoneno 100 23.631 230.434 100 8.278 | | N N N S
B-felandreno 100 23.415 261.534 91.196 7.409 | | N N N w
Gamma-terpineno 100 23.640 244909 100 8.037 | | N N N S
Terpinoleno 100 23.492 221.545 93.161 8.904 | | N N N S
B-pineno 100 23.492 300.517 100 5.756 N | N N | S
1,8-cineol 100 21.895 233.718 100 1.467 N | N N | w
Linalol 100 29.355 115.421 100 6.125 | | N N N w
Isoborneol 100 24.234 91.738 100 3.805 N | N N | S
Terpin-4-ol 100 50.807 60.292 100 5.539 N | N N N w
a-terpineol 100 50.808 191.284 23.416 5.119 | | N N N w
-bourboneno 100 23.492 41,963 94.602 11.363 N | N N | S
B-elemeno 100 23.491 56,871 100 13.435 N | N N N S
B-isocumeno 100 23.432 13,066 66.671 3.966 | | N N | N
Epi-trans-cariofileno 100 23.631 56,216 100 13.319 | | N N N S
Guaiadieno 100 23.635 59,372 100 13.926 | | N N | S
a-humuleno 100 23.633 60,685 100 14,221 | | N N N S
Germacreno-D 100 23.631 61,859 100 14.517 | | N N N S
Germacreno-B 100 23.637 64,67 100 15.433 | | N N N S
Biciclogermacrene 100 23.633 55,138 100 13.135 N | N N N S
a-bulneseno 100 23.491 60,136 100 14.094 | | N N | S
Delta-cadineno 100 23.639 59,372 100 13.926 | | N N N S
Trans-cariofileno 100 23.631 56,216 100 13.319 | | N N N S
Espatulenol 100 54.424 227.907 82.888 6.966 N | N N | S
6xido de cariofileno 100 56.347 218.885 90.849 3.752 N | N N | S
Isoespatulenol 100 54.349 221.794 98.288  7.398 N | N N | S

Legenda: HIA (Absorgéo Intestinal Humana); PCaco-2 (permeabilidade em células
Caco-2); MDCK (permeabilidade em células de rim canino Madin-Darby); BBB
(penetracdo na barreira hematoencefalica); PPB (Ligacdo a proteinas plasmaticas).
Siglas: N = néo; | = inibidor; S = substrato; W = fraco.

Adaptada (Marques, et.al 2023)
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Os fitoconstituintes descritos nesse trabalho sdo amplamente encontrados em
Oleos essenciais de diversas plantas e exibem importantes propriedades biolégicas
quando isolados. Estudos demostram que o a-pineno e o limoneno possuem notavel
acao anticancer (74). Além disso, o B-felandreno apresenta atividade antimicrobiana
especifica contra  determinados  micro-organismos (131), enquanto o0
biciclogemacreno demostra atividade antifangica (132). O 1,8-cineol e o espatulenol
sdo reconhecidos por suas significativas propriedades anti-inflamatorias (33,133). Ja
o trans-cariofileno, tem se mostrado relevante para atividades anticonceptivas e
antidepressiva (134,135).

Além disso, estudos experimentais indicam que alguns desses fitoconstituintes
apresentam agao anticonvulsivante significativa, como o a-terpineol (136) e linalol
(137). Estudos mostraram que o a-pineno foi responsavel pela inducédo de efeitos
anticonvulsivantes em um modelo PTZ em ratos (138). Outro estudo demostrou que
terpineno-4-ol protegeu camundongos contra convulsdes induzidas pelo modelo de
convulsdo por maximo eletrochoque (MES) (139). O limoneno também tem sido
associado a eficacia no combate a doencas neurodegenerativas, como Alzheimer,
doenca de Parkinson, enxaqueca, depressao e epilepsia (140).

Pesquisas indicam que o limoneno, quando administrado em conjunto com o
diazepam (um medicamento anticonvulsivante), potencializa a atividade
anticonvulsivante do diazepam, sugerindo um mecanismo de acdo semelhante (141).
Em outro estudo, foi sugerido que os altos indices de 1,8-cineol presentes no 6leo
essencial da Elettaria Cardamomum retardam o inicio das convulsdes induzidas por
PTZ (142). Oliveira et al (2016) mostraram que o trans-cariofileno possui efeitos
anticonvulsivantes, aumentando a laténcia para convulsées sem efeitos adversos,
sugerindo seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos

antiepilépticos (143) .
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2.5 Técnicas computacionais aplicadas no desenvolvimento de

farmacos

2.5.1 Docking molecular

O design de farmacos assistido por computador (CADD—Computer-Aided Drug
Design) otimiza a obtencéo de resultados na descoberta de novos farmacos de forma
eficiente, econdmica e agil, acelerando a identificacdo de compostos promissores e
facilitando a selecdo para pesquisa experimentais (144). Entre as técnicas
empregadas pelo CADD, o docking molecular se destaca por sua eficiéncia e pela
capacidade de reduzir o tempo na obtencdo de resultados, especialmente quando
comparado a métodos experimentais que envolvem custos mais elevados (com
pessoas, materiais) e demandam mais tempo de pesquisas.

Introduzido por Kuntz et al. na década de 1980, o docking molecular, ou
ancoragem molecular, € uma ferramenta amplamente utilizada (145). Essa
abordagem baseada na estrutura desempenha um papel crucial em prever a
conformacao (pose) e a afinidade de ligagdo de uma molécula candidata a farmaco
no sitio de ligacao especifico de um alvo farmacolégico. Essas interacdes podem, por
sua vez, desencadear uma seérie de efeitos colaterais observados nos estudos in vivo
subsequentes (146). Além disso, as interacdes entre molécula e o alvo podem prever
a ativacao ou inibicdo de proteinas, apoiando o desenvolvimento de novos farmacos
(147).

As conformacdes in silico de complexos proteina-ligante ou proteina-proteina
tém sido comparadas as obtidas através da cristalografia de raios-X, microscopia
eletrbnica ou ressonancia magnética nuclear, disponiveis em bancos de dados como
Proteina Data Bank (PDB) (RCSB PDB: Homepage) e Worldwide Protein Data Bank

(wwPDB: Banco Mundial de Dados de Proteinas). A disponibilidade de suas estruturas

3D fornece informacdes valiosas para o design e descoberta de medicamentos
baseados em estrutura, contribuindo para o aumento do conhecimento sobre a
atividade bioldgica, estrutura e inibigéo.

Além disso, existem bancos de dados especificos que disponibilizam estruturas
de complexos binarios e informacgbes sobre suas afinidades de ligagdo, como em
PDBBIND (PDBbind+), AffinDB (148) e BindDB (Binding Database Home). Também
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existem repositorios dedicados a pequenas moléculas, como PubChem (PubChem),
ZINC (ZINC Browser), ChemDB (ChemDB Web Interface Index), e DrugBank
(DrugBank Online | Database for Drug and Drug Target Info), que juntos contém mais

de um milhdo de estruturas de ligantes potenciais. Esses dados oferecem um vasto
leque de informacgdes para o desenvolvimento de algoritmos de docking e validagéo
de resultados (149).

Muitas dessas macromoléculas séo alvos terapéuticos promissores, e 0 acesso
as suas estruturas em 3D proporciona oportunidades sem precedentes para o design
e a descoberta de medicamentos baseados em estrutura. A capacidade e a
velocidade do docking molecular em filtrar extensas bibliotecas de compostos e
identificar ligantes candidatos para um alvo proteico tornam essa técnica de triagem
virtual extremamente relevante.

A triagem normalmente ocorre em trés etapas: Inicialmente, o programa de
docking molecular prevé diferentes orientacdes e conformacgdes da molécula ligante
em relacdo a receptora utilizando algoritmos de buscas. Em seguida, a funcdo escore
€ aplicada aos possiveis modos de ligacdo propostos pelo algoritmo e os complexos
sdo pontuados de acordo com a energia de ligacdo. Finalmente, as conformacdes séo
classificadas com base em sua energia de ligacdo, e as que apresentarem menor
energia sao selecionadas (150). Teoricamente, a molécula com a menor energia de
ligacdo ao sitio ativo € a mais propensa a apresentar atividade biologica efetiva (151).

Uma metodologia de docking bem-sucedida deve prevé com exatiddo a pose
de um ligante no sitio do receptor o mais préximo do experimental e prevé as
interacbes intermoleculares envolvidas. Assim, os resultados do docking podem
direcionar a otimizacdo racional de compostos lideres acelerando a descoberta de
farmacos. Exemplos notaveis incluem a combinac¢ao de docking molecular e avaliagdo
experimental, que acelerou a descoberta da rilpivirina, um inibidor da transcriptase
reversa do HIV (152) e o design racional assistido por computador, que permitiu o
desenvolvimento de inibidores potenciais contra influenza (153).

Dentre os véarios software de docking disponivel, como MCDOCK(154), GOLD
(155), Autodock Vina (156), cada um utiliza algoritmos avancados e diferentes campos
de forca. Dada a diversidade de softwares de docking molecular, nenhum deles é

universalmente aplicavel. Portanto, a escolha do programa deve considerar fatores
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como disponibilidade, necessidades especificas do sistema e capacidade
computacional, além da complexidade do alvo molecular.

A exatidao dos resultados de docking molecular depende de fatores como a
selecéo precisa de locais de ligacdo e poses adequadas, exigindo uma avaliacédo
cuidadosa. Para garantir resultados confiaveis, € fundamental compreender as
limitacdes dos métodos de docking, escolher abordagens adequadas e interpretar os
resultados de forma critica (151).

A predicdo dos modos de ligacdo e afinidade de compostos ao sitio ativo de
uma proteina € um dos principais desafios no desenvolvimento de farmacos baseados
em estrutura. Para superar esse desafio, foram desenvolvidos algoritmos capazes de
reproduzir com eficiéncia a orientagéo de ligantes observada experimentalmente por
técnicas como cristalografia de raios-X. A comparagcdo entre o modo de ligacéo
cristalografico (experimental) e o obtido pelo docking é feita através do calculo do
desvio quadrado médio (RMSD), que deve ser inferior que 2,0 A (157), garantindo
resultados confiaveis. A equacao utilizada para essa comparacao € a seguinte (158) :

RMSD = \/%zgvzl d? (1)

Onde N é o nimero de atomos no ligante e d?é a distancia euclidiana entre o i-

ésimo par de atomos correspondentes.

2.5.1.1 Algoritmos de busca

As ferramentas essenciais em uma metodologia de docking incluem duas
etapas principais: primeiro, a escolha do algoritmo de busca, que deve ser capaz de
reproduzir o modo de ligacdo mais proximo do experimental (159); segundo, a funcao
de pontuacéo, que classifica as melhores poses com base na energia de ligagao (144).

Durante o processo de docking, diversos parametros, obtidos a partir das
coordenadas de entrada do receptor e do ligante, podem ser considerados na busca
pela conformacédo ideal. Esses parametros incluem a complementaridade geométrica,

relacionada ao raio e a carga atdmica de van der Waals, a flexibilidade da estrutura
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do receptor ou do ligante, e as interacfes interatdbmicas, como ligacdes de hidrogénio
e contatos hidrofobicos (149).

Explorar de maneira abrangente todo o espaco de busca para capturar todas
as conformacdes possiveis, além de realizar translacfes e rotacées de uma molécula
em relacdo a uma proteina dentro de um tempo limitado, tem se mostrado desafiador
com 0S recursos computacionais atuais. Para enfrentar essa dificuldade, os
programas de docking utilizam os algoritmos de busca, que sao um conjunto de regras
e parametros aplicados para explorar a flexibilidade da estrutura dos ligantes durante
as simulacdes abrangendo todo o cenario de energia livre para identificar as melhores
poses dos ligantes (6).

As primeiras abordagens no desenvolvimento de algoritmos de busca
consideravam tanto a proteina como os ligantes como estruturas rigidas, focando
apenas a complementaridade, e assim, reduzindo a demanda computacional. No
entanto, devido as limitagdes apresentadas, muitos programas de docking evoluiram
para considerar a flexibilidade do sistema, permitindo uma busca mais flexivel do
complexo ligante-proteina (149).

As abordagens de acoplamento flexivel podem ser categorizadas da seguinte
maneira: (1) receptor totalmente rigido, enquanto o ligante apresenta translacdo e
rotacdo de corpo rigido; (2) receptor totalmente rigido e o ligante completamente
flexivel, incluindo graus de liberdade associados aos angulos diedrais das ligacdes
simples; e (3) receptor parcial ou totalmente flexivel e o ligante totalmente flexivel.
Quanto a exploracdo conformacional do ligante, os algoritmos de busca podem ser
agrupados em trés categorias: 1) randémicos, 2) sistematicos e 3) baseados em
simulacéo.

Os algoritmos randémicos operam realizando mudancgas aleatorias explorando
diversas conformacdes possiveis, nessa categoria inclui-se as simulacdes de Monte
Carlo (MC) (154)e os algoritmos genéticos (GA) (155) (6). O algoritmo de busca de
MC, incorporado no programa MCDOCK (154), permite a movimento dos ligantes e
dos alvos, realizando a adaptacéo do ligante ao receptor através de muitas posi¢cdes
e rotacOes aleatorias, minimizando as chances de ficar preso nos minimos locais (6).

Os GAs tém como objetivo encontrar a conformac¢ao mais proxima do minimo
de energia global (149). Baseados nos principios da genética natural, esses

algoritmos utilizam a ideia de que a sobrevivéncia dos individuos mais aptos pode ser
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uma ferramenta eficaz na busca por solu¢cées em problemas de otimizacdo. Os GAs
operam com uma estrutura de codificacdo que se assemelha ao DNA, permitindo
simular operacfes genéticas, como mutacdes e recombinacdes. A interacdo
especifica entre um ligante e uma proteina pode ser descrita por um conjunto de
valores que definem a traducéo, orientacdo e conformacédo do ligante em relacéo a
proteina. Estas varidveis de estado do ligante correspondem a diferentes genes (160)
(161). Esse algoritmo € utilizado por programas como GOLD (162), Autodock Vina
(163). Programas como AUTODOCK emprega o algoritmo genético Lamarckiano
(LGA), alternando entre "espaco genotipico” e "espaco fenotipico” (161).

Por outro lado, os algoritmos sisteméaticos, que incluem o algoritmo de
construcdo incremental, exploram os graus de liberdade das moléculas por meio de
construcdo incremental no sitio receptor. Esse método geralmente comeca com a
colocacao de um fragmento ancora no alvo molecular, seguido pela adicdo sucessiva
dos fragmentos restantes até que a molécula inteira seja reconstruida em relacdo ao
receptor (6). Nesse método o ligante é dividido em fragmentos que séo encaixados
individualmente no receptor. Ap06s a insercdo, esses fragmentos se fundem,
permitindo que o algoritmo leve em consideracao a flexibilidade do ligante. Esse
processo resulta na construcéo gradual do ligante no sitio ativo de receptor (149,164).
Programas de docking, como o FLEXX, utilizam esse algoritmo para realizar
simulacdes precisas (164).

Para andlises mais detalhadas em nivel atbmico das interacBes proteina-
ligante, e para explorar todos os graus de liberdade do sistema, possibilitando a
exploracédo da energia livre, os algoritmos de simulacdo sdo empregados, sendo a
dindmica molecular a estratégia mais utilizada. Esse método também permite a
inclusdo de moléculas de solvente, o que é essencial para compreender o papel da
agua no docking e na estabilidade do sistema (165). No entanto, embora essa
abordagem ofereca flexibilidade do sistema, seu alto custo computacional pode
restringir o tempo disponivel para a execucdo das simulacdes. Alguns programas de
docking baseados em dindmica incluem QXP (166) e ICM (167).
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2.5.1.2 Funcdes de pontuacao

As funcdes de pontuacdo sdo métodos matematicos utilizados para prever a
afinidade de ligacao entre duas ou mais moléculas. Por meio de algoritmos de buscas,
os programas de docking geram diversas poses de ligacdo preferencial de um ligante
em relacdo a um alvo molecular. Cada uma dessas poses € avaliada por fungées de
pontuacdo, que classificam os resultados com base nas energias de ligacao
estimadas, permitindo assim a identificacdo das conformac¢cdes mais favoraveis e a
predicéo da afinidade de ligagédo entre o ligante e o receptor (168).

Para a confiabilidade nas predicdes feitas pelas fun¢des de pontuacéo, trés
aspectos devem ser considerados: (1) capacidade de pontuacdo, refere-se a
habilidade de um método de docking em atribuir pontuacdes que refletem com
precisao a energia de ligagao entre um ligante e um receptor, correlacionando-se com
dados experimentais; (2) capacidade de classificacdo, que se refere a habilidade de
categorizar diferentes ligantes com base em sua energia de ligacao; (3) capacidade
de encaixe, que refere-se a habilidade de identificar a pose nativa de um ligante e
gerar diversas poses correlacionadas, que sado posteriormente avaliadas pelo
algoritmo de pontuacdo em termos de energia de ligacdo. Enquanto o algoritmo de
encaixe é responsavel por gerar essas poses, 0 algoritmo de pontuacdo avalia a
energia de ligacdo associada a cada uma delas, permitindo identificar a pose mais
estavel e energeticamente favoravel (144,168).

Embora ndo exista uma funcdo de pontuacao universalmente aplicavel a todos
0s sistemas, essas fungdes permanecem como a principal alternativa de baixo custo
computacional para prever as energias de ligacao nos estudos de docking molecular.

As funcdes de pontuacdo mais frequentemente utilizadas pelos programas de
docking podem ser classificadas em trés categorias: (1) empiricas, (2) baseadas em
campos de forca de mecéanica molecular e (3) baseadas em conhecimento (169).
Muitos programas utilizam combinag¢fes de duas ou mais func¢des de pontuagéo.

As funcbes de pontuacdo empirica ao contrario dos campos de forca, que séo
derivados de principios fundamentais, sdo desenvolvidas por meio de calibracdo
direta com um conjunto de complexos de proteina-ligante com estruturas e afinidades
de ligacdo determinadas experimentalmente, utilizando andlise de regresséo

multivariada. Essas funcdes estimam a afinidade de ligacdo de um complexo com
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base em um conjunto de termos de energia ponderados que pode ser decomposta em

componentes basicos, que podem ser conceitualmente descritos como (170):

AGligagéo = AGvdm + AGH—ligageio + AGdeformagﬁo + AGhiolrofobicidade + AGO (2)

Onde, = AG, 4, representa a interacéo de van der Waals entre o ligante e a proteina;

AGy_1igacao COrresponde a contribuicao das ligagéo de hidrogénio entre o ligante e a
proteina; AGgerormacio CONtabiliza o efeito de deformacdo; AGhigrofobicidade CONtA O

efeito hidrofébico AG, € a constante de regressao.

Alguns fung¢bes de pontuacao do tipo empirica, incluem SCOREL que leva em
consideracao quatro termos de energia: ligacées de hidrogénio, interacdes idnicas,
interacOes lipofilicas entre proteina e ligante, e o niumero de ligaces rotativas no
ligante (171). Ja a funcdo de ChemScore considera ligacbes de hidrogénio, a
participacdo dos atomos metalicos, efeitos lipofilicos dos &tomos e o numero efetivo
de ligagbes rotativas no ligante (172). O programa GOLD implementa uma versao
modificada da funcdo ChemScore, incorporando um termo adicional que considera
ligacdes de hidrogénio fracas, as quais sdo cruciais para determinados eventos de
ligacdo de inibidores de quinase (173). Além disso, a funcdo X-CScore, uma funcéo
de consenso que combina ChemScore e Score, considera interacdes van der Waals,
ligacbes de hidrogénio, efeitos hidrofobicos e ligacGes rotativas efetivas (170).
Programas de docking como o FlexX (164) utiliza esse tipo de fun¢do. O programa
Autodock Vina utiliza uma funcdo de pontuacédo hibrida (empirica + baseada em
conhecimento) baseada na funcdo X-Score, que permite classificar as conformacgoes.
As funcbes baseadas em campos de forca de mecénica molecular aproximam a
energia livre de ligacdo dos complexos ligante-proteina com base em interacdes
atbmicas fisicas, incluindo interacbes de van der Waals (VDW), interacbes
eletrostaticas e forcas de estiramento/deformacéo/torcdo de ligagbes (169,174).
Essas fungbes sédo geralmente mais rapidas nos calculos de energia de ligagdo devido
a simplicidade de seus termos, em comparac¢ao com as funcdes empiricas.

Embora as simula¢des que consideram moléculas de solvente sejam ideais,
um grande desafio enfrentado pelas funcdes de pontuacdo baseadas em campo de

forca é tratamento adequado do solvente no processo de ligacdo. Os altos custos
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computacionais envolvidos, principalmente devido a inclusdo explicita do solvente,
limitam significativamente a aplicacdo dessas funcdes em triagem de bancos de dados
virtuais Programas de acoplamento, como DOCK (175), implementam funcdes de
pontuacédo baseadas em campo de forca.

Existem também as funcdes baseadas em conhecimento, que empregam
potenciais de energia derivados das informacdes estruturais incorporadas em
estruturas atbmicas determinadas experimentalmente para avaliar a afinidade de
ligacdo entre o ligante (176). Esses potencias pareados séo obtidos pela lei inversa
de Boltzmann, onde para o estudo de proteina-ligante, pode ser calculada da seguinte
forma (169):

w(r) = —=KpTIn[g(M)],g(r) = p(r)/p* () 3)

Onde Ky € a constante de Boltzmann, T € a temperatura absoluta do sistema,
p(r) é a densidade numérica do par de atomos proteina-ligante a distancia r, e p*(r)
é a densidade do par em um estado de referéncia sem interacdes interatbmicas (169).

Essas funcbes assumem que interacdes favoraveis sdo mais frequentes do
que interacdes desfavoraveis, e calculam a pontuacéo final favorecendo contatos
preferidos e desfavorecendo interagBes repulsivas entre atomos do ligante e da
proteina dentro de um limite especifico (176-178). Quando comparadas as fungbes
baseadas em campo de forca e empiricas, as funcdes baseadas em conhecimento
oferecem um bom equilibrio entre exatiddo e velocidade, pois ndo dependem de
calculos ab initio (144). Alguns exemplos funcbes baseadas em conhecimento séo
DrugScore (179), M-Score (180) e PMF04 (181).

2.5.2 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

O meétodo DFT, amplamente considerado um dos pilares da quimica
computacional, surgiu como uma alternativa eficiente aos métodos ab initio e semi-
empirico, para o estudo de propriedades eletrbnicas, principalmente no estado
fundamental, de sistemas de muitos corpos, como atomos, moléculas e sdélidos. A DFT
destaca-se pela sua velocidade computacional e menor uso de memoria, mantendo

uma precisdo de calculo bastante satisfatoria (182).
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A entidade central da DFT é a densidade eletrdnica, que serve como a variavel
fundamental na descrigdo de sistemas eletrénicos. Esse método € particularmente (util
na analise de sistemas moleculares, permitindo uma representacdo realista de
sistemas organicos, inorganicos, metalicos e semicondutores (183). Além disso, a
DFT fornece definicbes prontas para diversas propriedades de interesse para
quimicos, como eletronegatividade, dureza, indices de reatividade.

A origem da DFT remontam a década de 1920, quando Thomas (184) e Fermi
(185) introduziram a ideia de que a energia do estado fundamental de um sistema de
elétrons em movimentam sob um potencial externo associado a um referencial nuclear
podem ser considerada como funcional Unico da densidade eletrbnica de uma
particula n (r). Essa abordagem substitui as funcdes de onda pela densidade
eletrdnica como a variavel basica.

No entanto, foi somente em 1964 que Hohenberg e Kohn (186) estabeleceram
uma base soélida para a teoria ao apresentar seu primeiro teorema fundamental, que
declara que a energia do estado fundamental (E) € determinada exclusivamente pela
densidade eletronica correspondente p(r). Com isso, é possivel deduzir, a menos de
uma constante, o potencial externo em que os elétrons se encontram (187). Em outras
palavras, para determinar qualquer propriedade de um &tomo, molécula ou sélido,
basta conhecer sua densidade eletronica. Entretanto, o teorema de Hohenberg e Kohn
nao oferece uma féormula simples para calcular a densidade do estado fundamental
em sistemas de elétrons que ndo interagem.

Aplicagbes praticas da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) dependem
fundamentalmente do formalismo de Kohn-Sham. Esse esquema substitui o sistema
real de elétrons interagentes por um sistema ficticio de elétrons nao interagentes, que
possuem a mesma densidade eletrénica do sistema original, mas se movem em um
potencial efetivo (188). Como resultado, esses elétrons ndo interagentes obedecem a
equacao de Schrodinger de uma particula, conhecida como equacéo de Kohn-Sham
(189).

VUks [P] (7) = Vext (7) + Vhartree [P] (7) + Uxc [P] (?) 4)
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O primeiro termo representa o potencial externo, que, em uma molécula ou
sélido, é tipicamente gerado pelos nucleos atdmicos. O segundo termo, conhecido
como potencial de Hartree e j& presente na teoria de Thomas-Fermi, considera a
interacao eletrostatica classica entre os elétrons, ou seja, a interacdo entre um elétron
e a densidade média de carga de todos os elétrons do sistema. Por fim, o Gltimo termo,
denominado de potencial de troca e correlagéo, abrange todos os aspectos néo triviais
dessa interacao, tornando-se crucial na determinagao das propriedades eletronicas
de atomos, moléculas e soélidos no estado fundamental (189).

A aproximacao mais simples para o terceiro termo é a densidade local (LDA,
de Local Density Approximation). A LDA se baseia em um modelo idealizado, onde os
ndcleos atoémicos sdo substituidos por uma carga positiva continua e constante.
Embora essas equacfes sejam facilmente resolvidas em um computador, € mesmo
com sua simplicidade, a LDA proporciona resultados notavelmente melhores. Desde
entdo, inUmeras outras aproximacdes para o potencial de troca e correlagdo foram
propostos, incluindo aproximacfes generalizadas de gradientes (GGA) e métodos
hibridos, que combinam GGA com Hartree-Fock (189).

A introducéo da DFT na quimica ocorreu de maneira gradual, mas ganhou um
impulso significativo com a contribuicdo do quimico inglés John Pople, que integrou a
DFT em seu programa de computador GAUSSIAN, amplamente reconhecido como
software de Quimica Quantica mais utilizado no mundo. A DFT revolucionou a forma
como estudamos o ambiente ao nosso redor, permitindo que os computadores nos
auxiliassem na compreensao e previsao das propriedades de atomos, moléculas e
sOlidos. Assim, tornou-se uma ferramenta essencial em areas diversas, como
nanotecnologia, bioquimica e biotecnologia. Em reconhecimento a essas inovacgoes,
Walter Kohn e John Pople, foram laureados com prémio Nobel de Quimica em 1998
por suas contribuicdes no desenvolvimento de métodos computacionais aplicados a
quimica quéntica (189).

A DFT possibilita o calculo de uma ampla gama de propriedades moleculares,
estabelecendo uma conexao eficiente entre teoria e dados experimentais. Esse
meétodo fornece informacdes valiosas sobre propriedades geométricas, eletronicas e
espectroscopicas dos sistemas em estudo, demostrando sua capacidade de gerar

resultados que facilitam a compreensdo de sistemas compostos por muitos atomos
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(190). Diante disso, a DFT se tornou uma aliada estratégica na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos.

Antes de serem langados no mercado, os farmacos exigem investimentos
significativos em pesquisa, que vao desde estudos preliminares com plantas, como a
prospeccao fitoquimica, até experimentos in vitro e in vivo para avaliar a eficacia.
Muitas vezes, esses farmacos sdo descartados devido a resultados indesejaveis,
como potenciais efeitos colaterais. Nesse contexto, os métodos computacionais
oferecem a vantagem de fornecer resultados a um custo reduzido e em um periodo
de tempo mais curto em comparacdo com 0s métodos experimentais, que envolvem
custos mais altos (de pessoal, materiais) e demandam um tempo de pesquisa mais
prolongado. Apesar das diversas contribuicbes da DFT, sua eficacia esta

condicionada a escolha de uma funcdo de base adequada e de funcionais

apropriados.

2.5.2.1 Funcdes de base

Os orbitais atbmicos séo solugdes da equacao de Schroédinger quando aplicada
a um atomo. Assim, um orbital atbmico pode ser descrito como uma funcdo de onda
gue descreve a localizagdo de um elétron no atomo, indicando onde a probabilidade
de encontra-lo é maior. Quando se utilizam aproximacdes para determinar a funcéo
de onda, o termo "funcéo de onda" é frequentemente substituido por "funcdo de base".
Nesse contexto, as funcdes de base sdo combinac¢des lineares que formam os orbitais
moleculares que consistem em um conjunto de funcBes matematicas. Quando
combinadas essas fun¢des geram os orbitais moleculares, resultados da combinacao
linear de orbitais atdmicos (CLOA).

Existem dois tipos de funcbes de base utilizadas em calculos de estrutura
eletrbnica: os orbitais atbmicos do tipo Slater (STOs) e os orbitais atdmicos do tipo
gaussiana (GTOs). As funcbes do tipo Slater foram as primeiras funcdes de base
criadas e tém caracteristicas importantes, pois se assemelham as funcbes que
solucionam o orbital atbmico do atomo de hidrogénio (191), podendo ser escrita da

seguinte forma:

XC,Tl,l,m(rl 61 (P) = NY’l,m(e; (p)rn_leCT (5)
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Onde N é uma constante de normalizagdo, as funcdes sdo harmonicas

esféricas usuais e ¢ = ?é uma constante, onde o termo z — w representa a carga

nuclear efetiva, com w sendo uma constante de blindagem.

Os STOs séo utilizados principalmente em sistemas atémicos e diatdmicos que
requerem alta precisdo, especialmente em métodos semi-empiricos que negligenciam
todas as integrais de trés e quatro centros. Essas funcdes correspondem as funcdes
nao ortogonais e nao permitem uma solucao analitica e rapida para as integrais de
dois elétrons de mais de um centro ou ainda integrais de atracdo eletrostatica entre
elétrons e nucleos de trés centro. Além disso, suas formas radiais sdo mais adequadas
em comparagdo com as fungbes de tipo GTO, que sequem um comportamento
exponencial X = r ao contrario das gaussianas, que seguem um comportamento X =
r? (192).

Por outro lado, as funcbes de base do tipo gaussianas (GTOs) foram
introduzidas por Boys em 1950 como uma alternativa as STOs, sendo aplicadas em
calculos moleculares que envolvem mais de um nucleo. As fungées GTOs exibem um
comportamento exponencial (X =r2 e ndo apresentam um comportamento nodal
radial. Elas permitem solucdo analitica para integrais de energia, sendo mais faceis

de resolver do que as fungbes do tipo STOs (192).
Xenim(r,0,0) = NY, (8, @)r2@=tes™” (6)

Para descrever adequadamente uma ligagdo quimica em célculos
computacionais, € necessario incluir fungdes de polarizacdo nos conjuntos de base.
Essas funcdes sdo importantes porque permitem que 0s orbitais atdmicos se
deformem, ou seja, se polarizem em resposta a presenca de atomos vizinhos. Esse
efeito ocorre principalmente em ligacbes dentro da propria molécula, onde a
densidade eletrdnica é distorcida conforme os atomos se aproximam e interagem. Por
exemplo, durante a formacdo de uma ligacdo covalente, o orbital s do atomo de
hidrogénio pode se polarizar em direcdo a um atomo mais eletronegativo, como o
oxigénio, permitindo uma descricdo mais realista da ligacdo. Por exemplo, durante a
formacdo da ligagdo quimica, o orbital s do atomo de hidrogénio pode receber

contribuicdo do orbital p. Da mesma forma, os orbitais p de 4tomos maiores, como o
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Li, podem comecar a incorporar contribuicbes dos orbitais d, e assim por diante.
Portanto, a adicdo de funcfes de polarizacdo é essencial para descrever os orbitais
moleculares. As func¢des de polarizagdo sdo comumente representadas pela notacao
(*) ou (d, p), ondem se adicionam orbitais do tipo p para o hidrogénio e orbitais d para
0s atomos pesados (193).

Além disso, para fornecer uma melhor descricdo de sistemas moleculares,
como anions, complexos fracamente ligados e estados excitados (que contém
elétrons fracamente ligados e apresentem uma expansdo da nuvem eletrdnica), €
necessario empregar funcdes difusas. Essas funcdes permitem descrever uma regido
maior do espaco ocupados pelos orbitais. As funcdes difusas sao indicadas pelo
simbolo (+), indicando que foram adicionadas aos orbitais (s) e (p) de atomos
pesados, enquanto o simbolo (++) denota a inclusdo de fun¢bes difusas do tipo (s )
dos atomos de hidrogénio (193).

Entre as funcdes de base comumente usadas sao 6-311G** (194), cc-pVvDZ,
(195). Exemplos de fungbes do tipo gaussianas incluem 6-31G(d), 6-31G(2df), 6-
31+G(d), 6-311++G(d,p) (196-199). Por exemplo, a base 6-311++G (d,p) significa que
os elétrons do nucleo sdo descritos por uma fungcdo contraida composta por 6
primitivas gaussianas (representada pelo "6"). Os elétrons de valéncia sdo descritos
por trés funcdes contraidas: a primeira composta por 3 primitivas, e as outras duas
por 1 primitiva cada ("311"). Os dois sinais “++” indicam a adicao de fun¢des difusas
tanto para atomos pesados quanto para hidrogénio. As letras (d,p) mostram que
funcdes de polarizacdo d sédo adicionadas aos atomos pesados e p ao hidrogénio,
melhorando a representacdo da polarizacdo da nuvem eletrénica.

Nos estudos realizados por Riaz etal (2024) sobre a modelagem
computacional de compostos polifenolicos com relevancia medicinal e interesse no
desenvolvimento de farmacos, o uso do método DFT/ B3LYP com o0s conjuntos de
base 3-21G, 6-31G e 6-311G em célculos no estado fundamental resultou em
geometrias moleculares tedricas que se alinham com os valores determinados por
meétodos experimentais (200). Em outro estudo, foram isolados 12 compostos a partir
de extratos das folhas, raizes e cascas da Artemisia abyssinica. Por meio de estudos
in vitro e in silico, com DFT (B3LYP/ 6-31G (d,p)) e docking molecular, validou-se o

uso tradicional da planta no tratamento de infec¢gdes microbianas e cancer (201).



58

Portanto, a aplicacdo da Teoria do Funcional da Densidade (DFT), aliada a
escolha adequada das funcdes de base, constitui uma ferramenta robusta para a
investigacdo de interacdes moleculares, permitindo a previsdo de atividades
farmacoldgicas, a elucidacdo de mecanismos de acéo, e a analise de propriedades
eletrbnicas, estabilidade e reatividade de ligantes. Além disso, oferece suporte teérico

para a interpretacdo e complementacéo de dados experimentais.

2.5.2.2 Funcionais de troca e correlacéo eletronica

A expressao exata do funcional da energia de troca e correlacdo E,.[p],
representa uma das principais fontes de erro no método DFT, especialmente devido
a natureza aproximada da energia de troca e de correlagcao. Assim, a implementacao
das equacdes de Kohn-Sham na DFT depende criticamente da qualidade do funcional
de troca-correlacdo para seu sucesso. Diversos funcionais foram desenvolvidos para
obter formas aproximadas para esta energia, como LDA, GGA, mPWPW91, B3LYP,
MPW1K, PBE1PBE, BLYP, BP91 e PBE, os quais diferem quanto as estratégias
tedricas e ao grau de complexidade na representacdo das interacdes eletronicas.

Segundo Ziegler (202), os funcionais de troca-correlacdo podem ser
classificados em trés geracdes. A primeira geracdo é composta pelos funcionais
baseado na aproximacdo da densidade local (LDA) (203,204) que se mostram
adequados para descrever sistemas com densidade eletrénica quase uniforme. No
entanto, em casos onde a densidade eletrbnica é fortemente n&o uniforme, é
necessario utilizar a Aproximacado do Gradiente Generalizado (GGA) (205,206). A
aproximacéao LDA considera que a energia de troca e correlagédo do sistema eletrénico
pode ser expressa como a integracdo das contribuicdes locais de um gas de elétrons
homogéneo, representadas por &?., assumindo variacbes suaves da densidade
eletrdnica nas vizinhangas do ponto r. Essa suposicdo confere & LDA um carater

estritamente local, dependente apenas da densidade no ponto analisado (207).

Ex.(p) = fp(r)e,’}c (p(T‘))dBT' (7

Assim, tem-se a seguinte equacao para o potencial de troca e correlacéo eletronica:
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dp(r)el (p(1))
— (8)

Uxe (,0) = ap(r)

Desta forma, na aproximagéo LDA o termo Exc (p) passa a ser escrito como:

Exc(p) = EEPA(p)[ex(p(M) + ec(p) (1) ]d®r 9)

A equacéo o termo de troca, E, é separado do termo de correlacdo, ¢.. O termo ¢,
pode ser facilmente obtido por um operador de troca de HF, porém o termo ¢, nao
pode ser estabelecido exatamente, mesmo em sistemas onde a densidade eletronica
é aproximadamente uniforme. Assim essa aproximacéo falha no célculo da energia
de troca e correlacao eletronica em sistemas nao uniformes, consequentemente, essa
aproximacédo falha na reproducdo das propriedades de materiais. Como forma de
tratar a ndo homogeneidade dos varios sistemas eletrénicos foi proposto a
aproximagédo do Gradiente Generalizado (GGA).

A segunda geracéo de funcionais utiliza a densidade eletronica e seu gradiente,
sendo conhecida como Aproximacado do Gradiente Generalizada (GGA-Generalized
Gradient Approximation) (205). O termo de troca e correlacdo na aproximacdo GGA é

escrito como (205):
ESE4 = [ flp(r), Vp(r)]d3r (10)

Na aproximacao do GGA, o E,.(p) pode ser expresso em funcdo do gradiente
da densidade eletronica total, diferente do caso na aproximacdo LDA, que leva em
conta apenas a densidade no ponto r. Além disso, inclui o gradiente da densidade
eletrbnica (pV) para calcular a energia de troca e correlacdo. Os funcionais mais
amplamente utilizados nessa aproximagao foram desenvolvidos por Becke para a
troca (208), e por Perdew e Lee para a correlacéo (201,209). Perdew e Wang também
contribuiram com funcionais de troca e correlagéo (210).

A terceira geracdo de funcionais inclui os hibridos, que combinam as
caracteristicas dos funcionais GGA de troca e correlagdo com a equacao de Hartree-
Fock, que & um formalismo n&o-local. Esses funcionais foram desenvolvidos por meio

da interligacdo entre energias local e ndo-local, com a inclusdo de parametros semi-
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empiricos. O funcional hibrido de troca-correlacdo comumente utilizado é o B3LYP,
inicialmente proposto por Becke (201,211), sendo amplamente utilizado no estudo de
moléculas orgéanicas. Esse funcional incorpora um termo de troca desenvolvido por
Becke, designado pela letra B, e um termo de correlacdo desenvolvido por Lee, Yang
e Parr, representado pela sigla LYP. Além disso, inclui trés parametros empiricos
otimizados para melhorar seu desempenho, indicados pelo nimero 3.

Diversos outros funcionais tém sido sugeridos como M05-2X, M05, PW6B95,
PWB6K, MPWB1K que se mostram eficientes para aplicacbes gerais em
termoquimica, cinética e interacdes ndo covalentes envolvendo ndo metais (205). O
funcional M06-L destaca-se por oferecer um melhor desempenho geral de qualquer
funcional para uma combinacao de termoquimica, cinética termoquimica, interacdes
metaloquimicas e ndo covalentes, comprimentos de ligacéo e frequéncias vibracionais
(212). O funcional M06-2X é particularmente eficaz em aplicacbes envolvendo
termoquimica do grupo principal, cinética, interacdes ndo covalentes e energias de
excitacdo eletrénica, enquanto M06 ¢é frequentemente aplicado em contextos
organometalicos (213).

No que diz respeito as energias de ligacdo em complexos de interacdes nao
ligadas, como ligacbes de hidrogénio, transferéncia de carga, interacdes dipolo e
interacdes fracas, os funcionais PBE, PBE1PBE, B3P86, MPWI1K, B971 e
BHandHLYP demonstraram desempenho superior na descricdo das ligacdes de
hidrogénio, enquanto MPW3LYP, B97-1, PBE1KCIS, B98 e PBE1PBE oferecem os
melhores resultados para interagcdes dipolo-dipolo. Por fim, B97-1, MPWBIK,
PBE1KCIS e MPW1B95 se destacam nas interagdes fracas (214).

N&o ha uma resposta definitiva para a pergunta "Qual € o melhor funcional
DFT?", pois funcionais que apresentam bons resultados em compostos organicos
podem nao ser igualmente eficazes em compostos inorganicos. Da mesma forma,
agueles que fornecem resultados satisfatorios para variacdes de energia em reacdes
podem néo se aplicar a outros contextos. Portanto, a escolha do funcional ideal
depende do tipo de compostos em estudo e das propriedades especificas que se

deseja investigar.
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Capitulo 3

METODOLOGIA IN VIVO E IN SILICO

3.1 Procedimentos éticos

O trabalho seguiu as diretrizes recomendadas pela lei 11.794 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal. O projeto foi submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Piaui e aprovado
sob o protocolo numero 006201/2022-10. A atividade de acesso ao Conhecimento
Tradicional Associado, nos termos exigidos pelo Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen, em
conformidade com as disposi¢cdes da Lei n® 13.123/2015 e suas regulamentacdes, foi

registrada sob o numero A8B513F.

3.2 Protocolo experimental

Altas doses de pilocarpina induzem status epilepticus ou status mal epilepticus
(SMA), uma convulséo prolongada que causa danos cerebrais semelhantes a uma
condicdo epileptogénica em humanos. Camundongos machos da espécie Mus
musculus (25-30 g, n = 6/grupo) do Biotério da Universidade Estadual do Piaui foram
utilizados devido a disponibilidade no viveiro. Os animais foram divididos em 5 grupos:
Grupo controle negativo: recebeu solucao salina 0,9% por via oral (v.0.) na dose de
0,1 mL/10 g; Grupo controle positivo: recebeu diazepam 4 mg/kg por via intraperitoneal
(i.p.); Grupos de teste: receberam 6leo essencial das folhas de C. heliotropiifolius nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.).

O oleo essencial das folhas de C. heliotropiifolius foi adquirido no Laboratorio
de Quimica, Campus Prof. Alexandre Alves de Oliveira, UESPI, Parnaiba-PI, Brasil.

Todos os animais foram tratados com solugéo salina ou éleo por 1 hora ou

diazepam por 30 minutos antes da indugdo das convulsGes. Apdés 1 hora ou 30



62

minutos dos tratamentos mencionados, metilescopolamina 1 mg/kg foi administrada
(a todos os animais). Apds 30 minutos, pilocarpina 400 mg/kg (i.p.) foi administrada a
todos os grupos. O propoésito da administracdo de metilescopolamina era atenuar os
efeitos periféricos causados pela injecdo de pilocarpina, como hiper-secrecéo. Para
comparar a severidade das convulsGes entre os grupos apés a administracdo deste
agente quimico, os seguintes parametros foram observados: laténcia para o inicio das
convulsdes e laténcia até a morte. Cada animal foi observado por 1 hora. A laténcia
para o inicio das convulsdes e o tempo até a morte do animal foram registrados em

minutos.

3.3 Analise estatistica dos dados

Os resultados foram avaliados utilizando o método ANOVA, seguido do teste
post hoc de Tukey, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.0. O nivel de

significancia foi de 95%.

3.4 Estudo DFT

As estruturas tridimensionais dos 33 ligantes e farmacos de referéncia
(diazepam, clonazepam e cetamina) foram obtidas na plataforma PubChem

(https://[pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) e suas geometrias otimizadas, por meio de

calculos DFT, em solucdo aquosa usando o funcional B3LYP (201) e o conjunto de
base 6-311++G(d,p) (211), usando do software Orca 5.0.3 (215). O efeito solvente foi
simulado por meio modelo implicito SMD (216). As propriedades eletronicas dos
ligantes foram calculadas no mesmo nivel teérico da otimizacdo de geometria e
visualizadas no programa Avogadro (versdo 1.2.0.) (217). Os Mapas de potencial
eletrostatico molecular (MEP) foram gerados no Avogadro com valor de isosuperficie
de 0,002 a.u e visualizados no programa Jmol (versdo 14) (218) para a identificar as
regides de reatividade nucledfilica e eletréfilica das moléculas. Os orbitais moleculares
de fronteira HOMO e LUMO foram calculados e suas energias usadas para o obter
alguns descritores de reatividade quimica global, tais como, potencial de ionizacao (l),

afinidade eletrénica (A) (219), potencial quimico eletrdnico (1), dureza (n) (220),


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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eletronegatividade (y) (221), eletrofilicidade (w) (222) e Gap de energia HOMO-LUMO

(223). Essas quantidades foram calculadas conforme as equacdes abaixo:

[ ~ —eHOMO (11)
A= —eLUMO (12)
I+A

= _(J; ) (13)
I1-A

n= &2 (14)
I1+A

x =2 (15)
2

w="2 (16)

3.5 Docking Molecular

3.5.1 Preparacéo dos ligantes

Apods a otimizacdo das estruturas moleculares, estas foram convertidas para o
formato PDB por meio do programa Avogadro (versdo 1.2.0.) e posteriormente
protonadas em condic¢des fisioldgicas (pH=7,4) usando o software OpenBabel (version
3.1.0). Posteriormente, foram adicionadas as cargas atdmicas de Gasteiger (224),
hidrogénios polares adicionados e o0s nao polares suprimidos nas estruturas.
Finalmente os arquivos foram convertidos para o formato PDBQT usando o AutoDock

Tools (verséo 1.5.7).
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3.5.2 Preparacgéo das proteinas

A estrutura do receptor GABAa humano do subtipo a1B2y2 (PDB ID: 6X3X),
obtida por microscopia eletrénica com resolucédo de 2,92 A e complexada a um
modulador alostérico positivo (benzodiazepinico) (225) foi selecionada por sua
adequacdo a estudos de acoplamento molecular em sitios benzodiazepinicos.
Adicionalmente, foi utilizada a estrutura do canal de ions do receptor NMDA com
subunidades GluN1a/GIluN2B (PDB ID: 4PE5) (50), que apresenta resolucéo de 3,96
A e inclui o dominio de ligacéo para o cetamina, sendo relevante por sua participacéo
na modulacdo excitatéria do sistema nervoso central e sua implicagdo na
fisiopatologia da epilepsia. Ambas as estruturas foram obtidas no banco de dados
RCSB (http://www.rcsb.org ). O software UCSF ChimeraX (226), foi usado para

remover os ligantes e moléculas de agua, além de isolar os sitios de ligacéo.

Os locais de ligacdo do GABAAa selecionados para o estudo incluem o local
classico de benzodiazepinicos, localizado na interface extracelular a1*(D)/y2-(E) (sitio
1), e trés sitios adicionais de ligacdo do diazepam no dominio intracelular, localizados
nas interfaces: B2*(C)/a1(D) (sitio 2), B2*(A)/a1+(B) (sitio 3) e B2 (A)y2*(E) (sitio
4)(225). Além disso, o sitio de ligacdo da molécula 4-[(1R,2S)-2-(4-benzilpiperidina-1-
il)-1-hidroxipropilalfenol  (ifenprodil), localizado na interface das cadeias
GIuN1/GIuN2B do receptor NMDA, também foi investigado.

Para prever com precisdo a conformacdo de um ligante em um sitio de ligacao
proteica, € essencial considerar o estado de protonacdo da proteina, que deve estar
em consonancia com o pH das condi¢des experimentais (227). Uma vez selecionados
0os sitios, as cadeias de ambos os receptores foram protonadas em condicbes
fisiol6gicas (pH=7,4) usando a plataforma PDB2PQR

(https://pdb2par.readthedocs.io/en/latest/). Posteriormente, as cargas atdomicas de

Gasteiger (224), e hidrogénios polares necessarios aos calculos foram adicionados,
sendo os hidrogénios néo polares suprimidos, e entdo as estruturas foram convertidas

para PDBQT usando as ferramentas do AutoDock tools.


http://www.rcsb.org/
https://pdb2pqr.readthedocs.io/en/latest/
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3.6 Redocking e docking molecular

O acoplamento molecular foi realizado usando o software Autodock Vina (163),
seguindo a metodologia de Barros e colaboradores (228). O tamanho da caixa de
grade foi definido como 22,5 A para cada eixo. A caixa de grade foi centrada nas
coordenadas dos atomos de oxigénio dos residuos SER D:205, ILE D:228, ILE B:228
e GLN A:224, identificados nos sitios de ligacdo 1, 2, 3 e 4 do receptor GABAAa,
respectivamente, por meio do programa LigPlot (229). Para o receptor NMDA, aplicou-
se 0 mesmo procedimento, sendo selecionado o residuo GLN110 correspondente ao
sitio 5 como centro da caixa de docking, Tabela 3.1. O numero de modos (poses) foi
definido como 50 e exaustividade em 24 para garantir uma andlise abrangente. As
simulacdes de acoplamento foram conduzidas usando a estrutura rigida das proteinas
e as estruturas flexiveis dos ligantes. O redocking foi realizado para os ligantes
diazepam (DZP) e ifenprodil obtidos por microscopia eletrénica. As poses dos

complexos proteina-ligante e as interacdes intermoleculares foram visualizados

usando o Discovery Studio (230).

Tabela 3.1. Residuos proteicos envolvidos no sitio de interagdo com o ligante e
coordenadas dos atomos de oxigénio usados para definir o sitio (X, Y, Z).

Sitio Cadeia Residuo  Atomo de referéncia Coordenadas (X, y e 2)
1 al1+(D)/y2-(E) SER205 Oxigénio X=84,334, Y=128,228, Z=100,421
2 B2+(C)/a1-(D) ILE228 Oxigénio X=120,919, Y=138,912, Z=133,941
3 B2+(A)a1-(B) ILE228 Oxigénio X=143,346, Y=118,609, Z=123,685
4 B2-(A)ly2+(E) GLN224 Oxigénio X=137,534, Y=129,041, Z=110,812
5 GIuN1/GIuN2B  GLN110 Oxigénio X=0,744, Y=29,422, Z=11.157

Os valores dos desvios quadraticos médios (RMSD) da sobreposicao entre as
moléculas nativas e as resultantes do docking foram calculados com o programa
Discovery Studio para validar o método. Depois de validado o protocolo, os 33 ligantes
e farmacos padrdes foram docados nos respectivos sitios de ligacdo das proteinas

alvos.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade anticonvulsivante in vivo

Apos o tratamento com veiculo (0,1 mL/10g de animal, v.0.), diazepam (4
mg/kg, i.p.) e 6leo de folha de C. heliotropiifolius (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), houve
um aumento na laténcia da primeira convulsdo no grupo que recebeu OCH na dose
de 200 mg/kg (33,00+18,47, *p<0,05). Houve um aumento na laténcia da primeira
convulsdo no grupo de animais tratados com OCH na dose de 200 mg/kg
(33,00+18,47, *p<0,05) e diazepam (44,85+21,27, ***p<0,001) em comparacado ao
controle negativo (7,43+1,74) (Figura 1).
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Figura 4.1. Efeito do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius Kunth (OCH),
(n=6/grupo). Folhas, em doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0) sobre a laténcia
para a primeira crise induzida por Pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os dados séo

expressos como média * desvio padréo.

Os sesquiterpenos inibem a enzima GABA transaminase, levando ao aumento
dos niveis de GABA no sistema nervoso central e resultando em efeitos sedativos e
tranquilizantes. Como mostrado na Figura 4.1, os grupos tratados com OCH (200

mg/kg) e diazepam exibiram um tempo de laténcia prolongado antes do inicio da
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primeira convulséo, sugerindo um mecanismo de acdo semelhante ao do diazepam.
Além disso, a laténcia até a morte foi significativamente estendida em animais pré-
tratados com OCH (200 mg/kg) (38,69+£19,97, **p<0,01) e diazepam (60,00+0,00,
***n<0,001) em comparacdo com o0 grupo controle negativo (8,81+2,18), o desvio
padréao é zero, pois ndo houve mortes durante o periodo de observacéao (1h). (Figura

4.2).
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Figura 4.2. Efeito do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius Kunth. Folhas
(OCH), em doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0) sobre a laténcia para a morte
dos animais, ap6s a inducao de convulsdes por Pilocarpina (400 mg/kg, i.p.).
Os dados sdo expressos como meédia + desvio padrdo ((n=6/grupo)).
Diferenca estatisticamente significativa se p<0,05 (ANOVA seguido pelo teste
post hoc de Tukey), **p<0,01 e ***p<0,001, comparado ao grupo controle
negativo.

Um estudo realizado com o 6leo essencial de Croton zehntneri mostrou um
aumento no limiar para o inicio de convulsées minimas induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ), sugerindo o potencial anticonvulsivante de plantas pertencentes ao género

Croton. O presente estudo corrobora os resultados obtidos com o OCH.

4.2 Validacdo da metodologia de docking molecular por redocking

Para garantir um acoplamento eficaz, é fundamental validar o protocolo de
docking, reencaixando o ligante obtida por microscopia eletrénica de volta ao sitio de

ligacdo conhecido. A validacdo requer que o valor de RMSD seja < 2 A (231,232).
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Quanto menor esse valor, mais exata sera a posicao do ligante em relacédo a estrutura
nativa, aumentando os acertos na previsao das afinidades e interacdes entre ligantes
e proteinas. As estruturas do DZP foram redocadas nos bolsos de ligacdo distintos
dos BDZs nos sitios 1, 2, 3 e 4 do GABAAa e o ifenprodil no sitio 5 do receptor NMDA.

Os valores de RMSD das poses de redocking estéo detalhados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. RMSD (A) dos ligantes co-resolvido por microscopia eletrénica, apos
procedimento de redocking nos sitios 1, 2,3 e 4 do GABAa e sitio 5 do NMDA.

RMSD (A)
Receptor GABAA NMDA
1 2 3 4 5
0,41 0,46 0,74 0,31 0,62

Com base na anadlise dos resultados obtidos para validacéo, todos os valores
de RMSD foram inferiores a 2 A, validando assim a metodologia aplicada no trabalho.
As sobreposicdes das estruturas dos ligantes antes e depois do redocking podem ser

visualizados na Figura 4.3.

(W)

Figura 4.3. Sobreposi¢cdo do ligante obtida por microscopia eletrénica DZP
(bege) com os ligantes de redocking (azul) nos sitios de ligacdo 1 (A), 2 (B),
3 (C) e 4 (D) do GABAA, e do ligante ifenprodil (bege) com o ligante de
redocking (azul) no sitio 5 do receptor NMDA (E).
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4.3 Docking molecular

Para entender os possiveis receptores e locais de acdo dos compostos no 6leo,
realizamos um estudo de docking molecular focando nos receptores GABAa e NMDA.
A precisédo das poses de docking foi estimada por calculos de redocking. Os valores
de RMSD obtidos para todos os locais foram inferiores a 2 A: sitio 1 (0,41 A), 2 (0,46
A),3(0,74 A), 4(0,31 A) e 5 (0,62 A), validando assim o método.

Os valores de energia de ligacdo obtidos nas simulagbes de docking foram
utilizados como critério para selecionar os ligantes com maior potencial de interacéo
com os receptores GABAA e NMDA. Esses escores, calculados pelo AutoDock Vina,
representam uma estimativa empirica da energia livre de ligacdo, considerando
interacdes do tipo van der Waals, ligacbes de hidrogénio, efeitos hidrofébicos e
penalidades associadas a deformacgéo conformacional do ligante.

No entanto, por se tratarem de modelos simplificados, esses valores nao
refletem com precisdo a afinidade de ligacéo real, sendo limitados pela rigidez da
proteina, auséncia de solvente explicito e simplificacdes entropicamente relevantes.
Assim, os resultados devem ser interpretados como uma etapa preliminar de triagem

in silico, Util para priorizar 0S compostos mais promissores.
4.3.1 Docking molecular com o receptor GABAAa

O acoplamento molecular € um método computacional que visa prever a melhor
orientacdo e conformacdo de um ligante no sitio ativo de ligacdo no receptor,
normalmente proteinas (233), prever as afinidades das interagfes entre os ligantes e
0s receptores (234), além de poder realizar a triagem virtual de uma grande
guantidade de compostos, tendo como objetivo classificar resultados, propor
hipoteses estruturais e identificar estruturas com maior probabilidade de se ligar a um
determinado alvo farmacolégico (235).

Os receptores do GABAA estdo entre os principais alvos para a reducao dos
sintomas da convulsdo e estdo presentes em grande quantidade das sinapses
cerebrais dos mamiferos (51), assim como receptores serotonérgicos,
dapominérgicos, glutamatérgicos, tornando-se alvo potencial para novos

medicamentos anticonvulsivantes.
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Para investigar a afinidade de ligacdo dos compostos pelo GABAA, realizamos
estudos de docking molecular. No docking molecular a forca de interacdo entre os
ligantes e o receptor € uma medida da energia de ligacdo, quanto menor a energia de
ligacdo mais forte € a interacéo (236). Para o estudo da afinidade dos compostos pelos
sitios-alvo, considerou-se que energias de ligacado < -7,0 kcal/mol indicam afinidade
pelos receptores (228). A maioria dos compostos apresentaram energias de ligagéao
de moderada a boa pelos sitios alvos, com energias de ligacdo variando de -7,0 a -
10,0 kcal/mol. As energias de ligacdo de todos os fitoconstituintes do OCH com o
receptor estdo descritas na Tabela 4.2.

Entre todos o0s compostos analisados, destacam-se alguns ligantes
pertencentes a classe dos sesquiterpenos, os quais apresentaram boa afinidade pelos
sitios de ligacdo dos BDZs, conforme mostrado na Tabela 4.2. Notavelmente o sitio
de ligacdo padrao (sitio 1) demostrou ser o mais promissor, exibindo energia de
ligacdo de -9,1 a -10,0 kcal/mol, comparavel aos valores obtidos para o diazepam (-
10,3 kcal/mol) e clonazepam (-10,4 kcal/mol) que sdo os farmacos usados no

tratamento das crises convulsivas.



Tabela 4.2. Energias de ligacdo obtidas para os compostos identificados no OCH

e fArmacos de referéncia nos sitios de ligacédo alvo dos receptores GABAA.

Afinidade de ligacdo (kcal/mol)

Compostos Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-tujeno -7,4 -6,7 -6,4 -6,0
a -pineno -6,4 -6,0 -6,0 -6,2
Sabineno -6,9 -6,3 -6,2 -5,9
B- pineno -6,3 -5,9 -5,9 -6,2
Mirceno -7,0 -6,2 -5,8 -5,7
a-felandreno -7,4 -6,8 -6,7 -6,1
(+) - careno-3 -7,5 -6,6 -6,4 -6,4
a-terpineno -7,4 -6,4 -6,5 -6,1
p-cimeno -7,4 -6,8 -6,8 -6,3
Limoneno -7,6 -6,7 -6,6 -6,1
B-felandreno -7,6 -6,7 -6,5 -6,3
Y-terpineno -7.4 -6,7 -6,8 -6,3
a-terpinoleno -8,0 -7,1 -7,1 -6,1
Monoterpenos oxigenados
1,8-cineol -6,2 -6,3 -6,2 -6,3
Linalol -6,4 -6,0 -5,7 -6,3
isoborneol -5,7 -7,4 -6,2 -6,0
Terpinene-4-ol -7,7 -6,8 -6,8 -6,3
a-terpineol -7,1 -6,6 -6,4 -6,5
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
B-bourboneno -9,2 -7,6 -8,0 -7,4
B- elemeno -8,9 -7,8 -8,2 -6,8
B-isocomeno -5,7 -7,4 -7,4 -6,8
Trans-cariofileno -8,6 -7,2 -7,0 -6,9
Guaiadieno 9,1 -8,7 -8,7 -7,6
a — humuleno -7,8 -6,6 -7,0 -5,7
Epi-trans-cariofileno -8,1 -7,9 -7,9 -6,9
Germacreno-D 9,1 -8,2 -8,3 -6,5
Biciclogemacreno -6,8 -8,5 -8,3 -7,1
a-bulneseno -10,0 -8,2 -8,7 -7,5
6-cadineno -9,7 -9,0 -8,8 -8,1
Sesquiterpenos oxigenados
Germacreno-B -7,7 -7,2 -7,2 -5,9
Espatulenol -8,8 -8,3 -8,1 -6,5
Oxido cariofileno -7,3 7,7 -7,9 -6,0
Iso-espatulenol -9,2 -6,9 -7,0 -7,7
Farmacos de referéncia
Diazepam -10,3 -9,7 -9,5 -8,7

Clonazepam -10,4 -9,0 -9,7 -8,6
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Como mostrado na Tabela 4.2, o a-bulneseno apresentou a maior afinidade
pelo receptor GABAA, com energia de ligagdo de —10,0 kcal/mol, especialmente no
sitio 1 de ligagdo dos BDZs. Em seguida, destacaram-se o &-cadineno e o [3-
bourboneno. Esses resultados indicam um potencial interativo favoravel desses
compostos com o receptor.

No presente estudo os sesquiterpenos germacreno D, germacreno B, [-
elemeno e epi-trans-cariofileno mostraram afinidade moderada e boa pelo sitio 1 do
receptor GABAAa, com energias de ligagéo variando de -7.7 a -9.1 kcal/mol. No entanto,
apresentaram menor afinidade pelos demais sitios, com valores de energia de ligacao
variando de -5.9 a -8.3 kcal/mol. Esse comportamento é semelhante ao observado
para os BDZs, que se ligam preferencialmente ao sitio 1, apresentando maior
afinidade por esse local especifico do receptor GABAA em comparacdo com outros
sitios (237).

Os monoterpenos limoneno, mirceno e a-terpineol demonstraram potencial
efeito anticonvulsivante em modelos animais de convulsdes induzidas por PTZ,
sugerindo uma possivel atuacdo como moduladores dos receptores GABAa
(136,141,238). No presente estudo, realizado in silico, esses compostos apresentaram
energias de ligacdo moderadas, variando de -7,0 a -7,6 kcal/mol nos sitios dos BDZs.
No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que atuem sobre outros sitios
da proteina, contribuindo para seu efeito anticonvulsivante.

Os monoterpenos a-pelandreno, terpinoleno e terpin-4-ol no presente estudo
apresentaram energia de ligacdo moderada, variando de -7,4 a -8,0 kcal/mol. Estudos
in vitro realizados por Kessler et al, utilizando as isoformas a1p2y2 e a132 do receptor
GABAA (51), bem como testes em modelos animais (139), demonstraram a auséncia
de efeito modulador das moléculas administradas isoladamente. Com base nessas
evidéncias, sugere-se que o sitio de ligacdo dos BDZs ndo desempenha um papel
relevante na interacdo individual desses compostos. No entanto, as energias de
ligacdo calculadas sugerem afinidade potencial com o receptor, indicando que essas
substancias, em combinacdo, podem atuar de forma sinérgica na modulagdo do
receptor GABAA.

Infelizmente, o efeito sinérgico entre os compostos ndo pode ser avaliado por
meio do docking molecular realizado neste estudo, devido a limitagdo da técnica em

simular interagcdes simultaneas de multiplos ligantes com o receptor. Investigacdes
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adicionais, utilizando abordagens complementares, como dinamica molecular ou
estudos in vitro, poderdo ser necessarias para validar essa hipotese.

No caso dos monoterpenos a-pineno, B-pineno e sabineno, o presente estudo
observou baixa afinidade pelos sitios BDZs do GABAa, com energias de ligacéo
variando de -5,9 a -6,9 kcal/mol. Esses resultados estdo em concordéncia com
estudos experimentais que relatam auséncia de atividade moduladora dessas
moléculas sobre as isoformas a132y2 e a1p2 do GABAA (51).

Por outro lado, embora o linalol tenha demonstrado alta atividade modulatoria
in vitro (51), o presente estudo sugere que essa atuacao ocorre por meio de sitios
distintos dos sitios de BDZs, uma vez que a afinidade pelo sitio dos BDZs foi
relativamente baixa (-5,7 a -6,4 Kcal.mol). Isso refor¢a a hip6tese de que o linalol atua
por um mecanismo alternativo de modulacdo, que pode incluir sitios alostéricos nao
abordados neste trabalho.

Além da afinidade de ligacao é importante identificar a natureza das interacoes
intermoleculares presentes nos sitios de ligacdo da proteina responsaveis pela
afinidade e possivel efeito modulador. Na Figura 4.4, sdo mostradas as intera¢des dos
ligantes mais promissores com os residuos de aminoacidos do sitio 1, enquanto que
as interacfes com 0s demais sitios sdo mostradas nas Figuras A1-A3 (Apéndice A).

Interacbes de Van der Waals, hidrofébicas, eletrostaticas e ligacdo de
hidrogénio sdo as mais recorrentes entre ligantes e proteinas (239). As interacfes
hidrofébicas ocorrem entre grupos apolares e como 0s sitios ativos de proteinas sao
compostos em sua maioria por grupos hidrofébicos, desempenham papel fundamental
no processo de docking proteina-ligante (240,241).

Conforme ilustrado na Figura 4.4, os compostos estabelecem diversas
interagdes hidrofébicas do tipo alquil e r-alquil, as quais se revelaram essenciais para
a estabilizacdo dos ligantes no sitio 1 da proteina. Interacdes hidrofobicas do tipo alkil
ocorre entre cadeias apolares (grupos alquil como —CH3, —CH,—) por for¢cas de van
der Waals. Ja as Interac&o t-alkil ocorrem entre um anel aromatico (sistema 11) e um
grupo alquil.

Dentre as intera¢gBes hidrofébicas, destaca-se o papel essencial do residuo
fenilalanina 77 (Phe77), localizado na subunidade y2°(E), que contribui diretamente
para a formacéo do sitio de ligacéo de alta afinidade das BDZs no receptor GABAA.

Esse residuo demonstrou ser crucial para a acomodacao dos ligantes, participando
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de multiplas interacbes do tipo T-alquil. Para o a-bulneseno, essas interacdes
ocorreram com distancias entre 4,21 e 5,37 A; para o cadineno, entre 3,81 e 5,02A; e
para o B-bourboneno entre 3,57 e 5,11 A. Essas distancias estdo de acordo com
valores previamente relatados para interagdes t-alquil envolvendo compostos de
origem natural em estudos anteriores (242), sugerindo contribuicdo significativa para
a estabilidade dos complexos ligante-proteina. A recorréncia dessa interagao reforca
0 papel da Phe77 como residuo chave no reconhecimento molecular, destacando a
necessidade de pesquisas tedricas e experimentais adicionais para avaliar a

relevancia clinica dessas interacoes.
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Figura 4.4. Poses do diazepam (azul) e dos ligantes com maior afinidade pelo

sitio 1 do GABAA (rosa) e diagramas 2D das interagdes com residuos-chave.

A andlise das poses de ligacdo revela que os ligantes candidatos (em rosa)
apresentaram boa sobreposi¢cdo com o ligante padrao (em azul), indicando que foram
capazes de ocupar o mesmo sitio de ligagdo no receptor alvo. Essa similaridade

espacial sugere a possibilidade de interagdo com residuos criticos para a atividade
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biolégica. Embora pequenos desvios conformacionais tenham sido observados em
regides periféricas, as orientagbes centrais preservadas indicam potencial afinidade
comparavel, reforcando a hipétese de que esses compostos possam mimetizar o
comportamento do ligante de referéncia.

Além do residuo Phe77, os ligantes compartilham interagdo com diversos
residuos presentes no bolso de ligacdo do diazepam, como Tyr58, Tyr210, Tyrl60,
Phe100, e Val203 que realiza interagdes quando no bolso de ligagdo do d6-cadineno e
B-bourboneno. Além disso, os ligantes a-bulneseno e &-cadineno realizam interacées
com a His102, considerada como um residuo critico para os BDZs, influenciando
diretamente na sua acdo anticonvulsivantes (243). A Tabela 4.3 apresenta as
interacdes estabelecidas pelo farmaco de referéncia (diazepam) e os ligantes mais

promissores no sitio de ligacao 1.

Tabela 4.3. Residuos de aminoacidos do sitio 1 envolvidos na interacao ligante e
receptor do GABAAa.

Proteina Ligantes Interacdes com residuos

GABA Try58, Tyrl60, Tyr210, Phe77, Phel00, His102 e
Alsitio 1 a-bulneseno  Met130
Try58, Tyrl60, Tyr210, Phe77, Phel00, His102, Met130
d-cadineno e Val203
B-
bourboneno Try58, Tyrl60, Tyr210, Phe77, Phel00 e Val203
Tyr58, Tyrl60, Tyr210, Phe77, Phel00, His102, Val203,
Diazepam Ser205, Ser206, Asn60 e GIn204

A anadlise dos sitios remanescentes indica que os ligantes a-bulneseno, 6-
cadineno e B-bourboneno sdo estabilizados principalmente por interagfes
hidrofébicas do tipo alquil e 1T-alquil. No entanto, essas interacdes ocorrem em menor
namero quando comparadas as observadas com o sitio 1, o que pode justificar as
menores energias de ligagdo obtidas (Figuras A1-A3, Apéndice A).

Nesse contexto, 0s sesquiterpenos biciclicos destacaram-se por apresentarem
boa afinidade pelo receptor GABAa, em contraste com 0s monoterpenos monociclicos.
Essa afinidade parece estar relacionada a sua estrutura rigida e volumosa, que

favorece interagcdes com o residuo Phe77 do receptor GABAa, como observado nas
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simulacdes deste estudo. Esses achados estdo de acordo com estudos experimentais
prévios, como os de Kessler et al. (51), que apontam que o carater biciclico dos
terpenos contribui para a modulacdo do receptor GABAA composto pelas isoformas
a1p2y2 e a1p2 (51). Assim, nossos resultados sugerem que 0s sesquiterpenos podem
ser os principais componentes anticonvulsivantes do 6leo do C. heliotropiifolius ao
atuarem como moduladores do receptor GABAa. Contudo, devido a possibilidade de
ocorréncia de falsos positivos nas abordagens in silico, recomenda-se a realizagéao de
estudos complementares, como simulacdes de dinamica molecular e ensaios in vitro

com o0s compostos isolados, para valida¢do dos achados de docking molecular.

4.3.2 Docking molecular com o receptor NMDA

Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA séo alvos de pesquisas clinicas
produzindo evidéncias de que bloquear ou suprimir esses receptores inibe crises
convulsivas e previne a neurodegeneracdo (244). Apesar dos medicamentos que
atuam no receptor GABAa, serem eficazes para tratar o status epilectus breve, eles
sdo menos eficazes para o status epilectus prolongado (90). Nesse contexto,
realizamos estudo de docking com o receptor NMDA usando como farmaco de
referéncia a cetamina que se mostrou eficaz no tratamento do status epilético
prolongado atuando por meio desse receptor (90).

Os estudos de docking indicaram que os sesquiterpenos &-cadineno,
guaiadieno e a-bulneseno apresentam maior afinidade pelo sitio de ligacao alvo do
receptor NMDA em comparac¢do com a cetamina (-7,4 kcal/mol), conforme mostrado
na Tabela 4.4. Considerando o mecanismo de agao conhecido do receptor NMDA,
essa maior afinidade sugere que esses compostos possam inibir a atividade do
receptor, reduzindo a entrada de ions de calcio no neurbnio e sua excitabilidade, o

que poderia contribuir para a minimizagao das crises epiléticas.



Tabela 4.4. Energias de ligacao obtidas para os compostos do OCH e farmaco

de referéncia no sitio de ligacdo alvo do receptor NMDA.

Afinidade de ligacéo (kcal/mol)

Compostos Receptor NMDA
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-tujeno -7,3
a -pineno -5,6
Sabineno -6,9
B- pineno -5,0
Mirceno -6,9
a-felandreno -7,5
(+) - careno-3 -6,4
a-terpineno -7,6
p-cimeno -7,5
Limoneno -7,4
B-felandreno -7,3
Y terpineno -7,5
a-terpinoleno -7,8
Monoterpenos oxigenados
1,8-cineol -5,7
Linalol -6,7
Isoborneol -4.9
Terpinene-4-ol -7,0
a-terpineol -7,4

Sesquiterpenos hidrocarbonetos

B-bourboneno -7,9
B- elemeno -8,0
B-isocomeno -5,8
Transcariofileno -6,0
Guaiadieno -8,9
G-humuleno -6,2
Epi-trans-cariofileno -7,5
germacreno D -7,4
Biciclogemacreno -6,0
a-bulneseno -8,7
6-cadineno -9,4

Sesquiterpenos oxigenados
Germacreno-B -7,1
Espatulenol -7,5
Oxido cariofileno -7,3
Iso-espatulenol -7,7

Farmaco de referéncia

Cetamina -7,4
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Os compostos da classe dos monoterpenos apresentaram energias de ligacao
variando entre -4,9 e -7,8 kcal/mol. Em contrapartida, os sesquiterpenos, de forma
geral, exibiram valores mais expressivos, entre -5,8 e -9,4 kcal/mol, evidenciando uma
tendéncia de maior afinidade por parte dessa classe em relacdo ao receptor estudado.

Estudos in vivo utilizando modelos animais revelaram que os monoterpenos a-
pineno e 1,8-cineol tem potencial para bloquear os receptores NMDA, diminuindo a
superexcitabilidade durante crises epilépticas (138,245). Em nossa pesquisa,
observamos que a-pineno e 1,8-cineol apresentaram energias de ligacdo no sitio
comum da cetamina de -5.6 kcal/mol e -5.7 kcal/mol, respectivamente, indicando baixa
afinidade e sugerindo uma possivel acao bloqueadora por meio de outros sitios da
proteina.

Dentre os monoterpenos analisados, o a-terpinoleno e a-terpineno destacaram-
se por apresentar maior energia de ligacdo (-7,8 e-7,5 kcal/mol), indicando boa
afinidade com o sitio ativo do receptor. Embora o a-terpinoleno e o a-terpineno tenham
se destacado entre 0os monoterpenos por apresentarem boas energias de ligacao,
outros compostos estruturalmente semelhantes, como o limoneno, ndo demonstraram
a mesma afinidade, a posicao das duplas ligacdes e orientacdo espacial do ligante
pode ser um dos fatores que comprometer a formacao de interacdes favoraveis com
residuos-chave do sitio.

A Figura 4.5 demonstra que a acomodacédo dos ligantes no sitio de ligacéo
ocorre predominantemente por meio de interagdes hidrofébicas, do tipo alquil e -
alquil, contribuindo para a acomodacdo do ligante. Ao analisarmos as interacdes
estabelecidas pela cetamina no sitio de ligacdo, observam-se interacdes especificas,
como ligagdes de hidrogénio convencionais. No entanto, essas intera¢cdes ndo foram
suficientes para garantir maior afinidade pelo receptor, possivelmente devido a menor
complementaridade hidrofobica e a maior flexibilidade estrutural da cetamina, fatores
que podem comprometer a estabilidade do complexo. Essa hipotese podera ser

melhor avaliada em estudos futuros por meio de simula¢cées de dinAmica molecular.
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Figura 4.5. Poses da cetamina (amarelo) e dos ligantes com maior afinidade pelo
sitio 5 do NMDA (vermelho) e diagramas 2D das interacfes com residuos-chave.

As analises de docking revelaram que os compostos &-cadineno e guaiaideno
se acomodaram preferencialmente em regides adjacentes ao sitio de ligacédo ocupado
pelo farmaco de referéncia, evidenciando uma interacao em sitios alternativos, porém

funcionalmente relevantes. Apesar de ndo ocuparem o0 mesmo sitio canénico, ambos
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estabeleceram interacfes hidrofébicas com residuos-chave do entorno do sitio ativo,
0 que pode indicar um potencial mecanismo de modulag&o alostérica ou indireta do
alvo proteico.

O docking do &-cadineno no NMDA revelou interacdes com residuos llelll e
Try1l09, que também estdo presentes no sitio de ligacdo da cetamina, além de
interagcBes adicionais com os residuos llle133, Alal07 e Phel13. Por outro lado, o
guaiadieno apresentou intera¢cdes com residuo Tyr109, também presente no sitio de
acoplamento do farmaco de referéncia, além de interagir com llell, Alal07, Met134,
Phell3 e Phell4. No caso do a-bulneseno, foram observadas interagcbes com
residuos compartilhados com a cetamina, como 1le133, Tyrl09 e Leul35, além de
interacdes com Metl34, Prol77 e llel19, que contribuiram para o acoplamento,
Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Residuos de aminoacidos do sitio 5 envolvidos na interacao ligante e
receptor NMDA.

Proteina Ligantes Interacbes com residuos

NMDA  &-cadineno  Tyrl09, Phell3, Alal07, lle111 e 1le133
Tyr109, Phel13, Phel14, Alal07, lle111, GIn110 e
Guaiadieno  Met134

a-bulneseno Tyrl09, Prol77, llelll, 1le133, Leul35 e Met134
Cetamina Try109, lle133, Leul35, Serl08, Gly112, Argl115

A estrutura biciclica caracteristica dos sesquiterpenos avaliados, aliada as
interacdes hidrofébicas favoraveis, pode ter contribuido para a maior afinidade
observada com o receptor NMDA. Esses resultados reforcam o potencial desses
compostos e poderdo ser Uteis no planejamento racional de novos agentes

anticonvulsivantes.
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4.4 Calculos DFT

4.4.1 Analise dos Orbitais de fronteira (FMOSs)

As energias dos orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO estéo
frequentemente associadas a capacidade de uma molécula doar e aceitar elétrons,
respectivamente. A analise desses orbitais e do intervalo de energia entre eles é
fundamental para prever a reatividade e a estabilidade molecular (246). Moléculas
com um grande gap HOMO-LUMO tendem a ser menos reativas, enquanto aquelas
com uma diferenca menor apresentam maior reatividade. Compostos mais reativos,
em geral, tém maior probabilidade de interagir com alvos biologicos (247,248), o que
pode se correlacionar com maior atividade biologica (249).

A Figura 4.6 apresenta os orbitais moleculares de fronteira e seus respectivos
gaps de energia, calculados no nivel B3LYP/6-311++G(d,p)/SMD, para os ligantes
com maior afinidade pelos receptores GABAA e NMDA, conforme identificado no
estudo de docking. A analise dos gaps sugere a seguinte ordem de reatividade

quimica: guaiadieno > a-bulneseno ~ &-cadineno > B-bourboneno.

S A

Ervmo -0-159 Eyuvmo -0.087 E; o -0.010 E;vamo-0.087

GAP - jl’ 6.31 } 5.86 ]’ 5.80 ]» 5.69

Exono -6.469 Exomo -5.951 Enomo -5.814 Exonmo-5.774

o

B-bourboneno d-cadineno a-bulneseno Guaiadieno

eV

Figura 4.6. Orbitais de fronteira (HOMO-LUMO) e Gap dos compostos com maior
afinidade pelos receptores calculados a nivel B3LYP/6-311++G(d,p).
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O mapeamento dos orbitais de fronteira fornece informacdes sobre a natureza
dos fragmentos moleculares associados aos caracteres doadores e aceitadores de
elétrons. Conforme mostrado na Figura 4.6, os orbitais HOMO apresentam
contribuigdes significativas das ligagcbes ™ C=C e de regides conjugadas das
moléculas. Observa-se que o LUMO do &-cadineno envolve os anéis e regibes
insaturadas, enquanto, para as demais moléculas, esses orbitais encontram-se

deslocalizados.

4.4.2 Descritores de reatividade quimica

A DFT conceitual é uma ferramenta importante para prever a reatividade
quimica de compostos e materiais, além de fornecer subsidios para o design e a
selecdo de potenciais agentes terapéuticos (250). Os descritores globais de
reatividade quimica dos ligantes com maior afinidade pelos receptores foram
calculados e estdo apresentados na Tabela 4.6. Os descritores de todos os ligantes

encontram-se listados na Tabela B1 (Apéndice B).

Tabela 4.6. Descritores globais de reatividade quimica dos ligantes com maiores
afinidades pelos receptores calculados a nivel B3LYP/6-311++G(d,p) em fase
aquosa.

Descritores de reatividade (eV)

Compostos 0 (A) (%) (n) *) (w)
a-bulneseno 5,81 0,01 -2,91 2,90 2,91 1,46
o-cadineno 5,95 0,09 -3,02 2,93 3,02 1,55
B-bourboneno 6,47 0,16 -3,31 3,16 3,31 1,74
Guaiadieno 577 0,09 -2,93 2,84 2,93 1,51
Diazepam 6,48 1,75 -4,12 2,36 412 0,21
Cetamina 5,94 0,90 -3,42 2,52 3,42 0,20

O potencial de ionizacdo (IP) e a afinidade eletrénica (EA) indicam,
respectivamente, a capacidade da molécula de doar e aceitar elétrons (251). Os
valores de IP de todos os compostos estudados foram superiores aos de EA,
indicando que a remoc¢ao de um elétron é energeticamente menos favoravel do que
sua adicédo. O &-cadineno apresentou 0os maiores valores de energia de ionizagao e
afinidade eletronica entre os compostos, 0 que indica uma maior capacidade de

aceitar elétrons, coerente com sua maior eletronegatividade.



84

A dureza quimica é uma medida da resisténcia de uma molécula a deformacéo
de sua nuvem eletrénica sob pequenas perturbacfes durante processos quimicos
(252). De modo geral, moléculas com alta dureza sdo menos polarizaveis e, portanto,
mais estaveis. Nesse contexto, B-bourboneno apresentou a maior dureza, sendo o
composto com maior estabilidade quimica. Embora farmacos consagrados como
diazepam e cetamina tenham exibido menor dureza, a alta dureza do B-bourboneno
pode representar uma vantagem importante em termos de estabilidade metabdlica,
baixa toxicidade reacional e maior resisténcia a degradacdo, caracteristicas
desejaveis no desenvolvimento de farmacos seguros e eficazes. Ademais, mesmo
com maior dureza, o B-bourboneno demonstrou afinidade significativa no docking
molecular, evidenciando que sua estabilidade ndo compromete a capacidade de
interacdo com alvos relevantes, e pode, inclusive, contribuir para um perfil
farmacocinético mais favoravel.

Os valores menos negativos de potencial quimico (y) observados para os
compostos naturais indicam uma menor tendéncia a doacédo eletrdnica, o que pode
refletir um comportamento quimico menos nucleofilico e mais eletrofilico. Essa
caracteristica esta em consonancia com os indices mais elevados de eletrofilicidade
(w), sugerindo uma maior propensao a aceitagado eletrébnica em sistemas bioldgicos,
0 que pode favorecer interacdes mais seletivas com alvos moleculares especificos.

O indice de eletrofilicidade é uma propriedade associada a capacidade de uma
espécie quimica em atrair elétrons de outras espécies, indicando seu carater
eletrofilico. Moléculas com indice de eletrofilicidade inferior a 0,8 eV séo classificadas
como eletrofilicos fracos, aquelas entre 0,8 e 1,5 eV como eletrofilicos moderados, e
acima de 1,5 eV como eletrofilicos fortes (253,254). Assim, conforme apresentado na
Tabela 4.4, a-bulneseno, &-cadineno e guaiadieno sdo considerados eletrofilicos
moderados, enquanto o B-bourboneno é um eletrdfilo forte. Enquanto os farmacos de
referéncia sdo considerados eletréfilos fracos. Essa diferenga € relevante, pois
compostos com maior carater eletrofilico tendem a se ligar com mais eficacia a regiées
nucleofilicas dos receptores biolégicos, o que pode favorecer interagdes moleculares
estaveis e seletivas.

Além disso, o indice de eletrofilicidade pode estar relacionado a toxicidade
geral, uma vez que a toxicidade tende a aumentar com o aumento da eletrofilicidade

(255). E importante destacar que tal relagdo ndo é absoluta, j& que a toxicidade
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também depende de diversos outros fatores, como metabolismo, biodisponibilidade e
seletividade molecular. Dessa forma, espera-se que guaiadieno, a-bulneseno sejam
menos toxicos que o0s demais compostos analisados. Apesar de diazepam e
clonazepam apresentarem menor toxicidade nos dados analisados, seu historico de
uso e extensa caracterizacao pré-clinica e clinica contribuem para esse perfil. Ainda
assim, 0os compostos naturais estudados demonstram potencial significativo de
seguranca, devendo ser considerados para investigacdes adicionais em contextos
farmacoldgicos.

De modo geral, os compostos com maior afinidade pelos receptores GABAa e
NMDA apresentam maior dureza e carater eletrofilico moderado, em comparacao com
as moléculas de menor afinidade (isoborneol, a-pineno, B-pineno e 1,8-cineol) — ver
(Apéndice E).

Esses dados podem, portanto, ser utilizados para a selecdo preliminar de
moléculas organicas para estudos de docking molecular, uma vez que estudos
demonstram correlagdo entre descritores eletronicos derivados da DFT e afinidade de

ligacdo em docking, além de atividade bioldgica (256).

4.4.3 Mapa de potencial eletrostatico molecular

A superficie de potencial eletrostatico molecular (do inglés Molecular
Electrostatic Potential, MEP) é uma propriedade util para prever os sitios de
reatividade eletrofilica e nucleofilica de uma molécula (257). A regido de potencial
negativo (cor vermelha ou amarela) indica a &rea com maior densidade eletronica e,
portanto, maior probabilidade de ataque eletrofilico, enquanto as regibes positivas
(coloridas em azul) sdo mais suscetiveis a adicdo nucleofilica. As regides verdes
representam sitios neutros. O mapa de potencial eletrostatico para os compostos foi
obtido via calculo de distribuicdo de cargas no nivel B3LYP/6-311++G (d, p) para as
moléculas otimizadas em fase aquosa usando o modelo SMD.

A analise das superficies de MEP, apresentada na Figura 4.7, indicam que as
regioes de reatividade eletrofilica estdo localizadas nas ligacdes C=C e nos anéis de
cinco e seis membros, 0 que pode ter favorecido a interacdo com os residuos de

aminoacidos Phe77 no sitio 1 do receptor GABAAa observada no estudo de docking
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molecular. J4 as regides positivas estdo localizadas nos grupos CH; e CH,, que atuam

como sitios de reatividade nucleofilica.

. X

a-bulneseno d-cadineno
B-bourboneno Guaiadieno

Figura 4.7. Mapas de Potencial Eletrostatico Molecular dos compostos
calculados a nivel DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) com valores de isosuperficies
de 0,002 a.u
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Capitulo 5

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou pela primeira vez as propriedades
anticonvulsivantes do 6leo essencial das folhas de C. heliotropiifolius em modelo de
camundongos machos. Para corroborar a atividade farmacoldgica observada, foram
realizados estudos de docking molecular dos constituintes presentes no 6leo com os
receptores GABAa e NMDA, dois alvos-chave envolvidos na modulagédo da
excitabilidade neuronal. As simula¢gdes de docking mostraram que o0s sesquiterpenos
a-bulnesene, &-cadineno, B-bourboneno e guaiadieno tém altas afinidades pelos
receptores, com énfase no sitio padrdao de ligacdo dos BDZs no GABAa,
possivelmente favorecidas por suas estruturas biciclicas. As interacfes ligante-
receptor foram predominantemente hidrofébicas, destacando o papel crucial do
aminoacido Phe77 presente na subunidade y2-(E) do receptor GABAA. NO receptor
NMDA, os compostos a-bulnesene, 8-cadineno e guaiadieno também demonstraram
boas energias de ligacao, superando a cetamina, referéncia clinica para esse alvo.
Assim como no GABAa o0s compostos foram mantidos no sitio de ligacéo
principalmente por interac6es hidrofébicas, sugerindo um potencial de interacéo
favoravel. Estudos DFT indicaram que os ligantes mais promissores tém alta
estabilidade quimica e carater eletrofilico moderado a forte, o que pode contribuir para
a afinidade observada. Essas descobertas oferecem um embasamento inicial para
potencial uso dos constituintes ativos do 6leo como base para o desenvolvimento de
novos agentes anticonvulsivantes, embora estudos adicionais sejam necessarios para

avaliar a seguranca e eficacia clinica.
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Apéndice A*

RESULTADOS DO DOCKING MOLECULAR

Lista de Figuras

Figura Al. Representacfes bidimensionais das interacbes moleculares entre 0s
ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio 2 do receptor GABAA.

Figura A6. Representacfes bidimensionais das interagcdes moleculares entre os
ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio 3 do receptor GABAA.

Figura A3. Representacfes bidimensionais das interacdes moleculares entre os
ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio 4 do receptor GABAA.
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Apéndice B*

RESULTADOS DFT

Lista de Tabelas

Tabela B1: Parametros quimico-quanticos para os fitoconstituintes do OCH
obtidos por DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) em agua com modelo implicito SMD.
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Tabela B1: Parametros quimico-quanticos para os fitoconstituintes do OCH
obtidos por DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) em agua com modelo implicito SMD.

Descritores de reatividade guimica global (eV)

Compostos 0) (A) (M) (n) () (w)  GAP(eV)
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-tujeno 5946 -0,024 -2961 2,985 2,961 1,469 5,97
a -pineno 6,002 -0,013 -2,995 3,008 2,995 1,491 6,02
sabineno 6,216 -0,013 -3,102 3,115 3,102 1,544 6,23
B- pineno 6,396 -0,019 -3,189 3,208 3,189 1,585 6,42
mirceno 6,261 0,952 -3,607 2,655 3,607 2,450 531
a-felandreno 5696 0,696 -3,196 2,500 3,196 2,043 5,00
(+) - careno-3 6,194 0,060 -3,127 3,067 3,127 1,594 6,13
a-terpineno 5411 0,562 -2,987 2,425 2,987 1,839 4,85
p-cimeno 6,353 0,295 -3,324 3,029 3,324 1,824 6,06
limoneno 6,231 0,021 -3,126 3,105 3,126 1,574 6,21
B-felandreno 6,044 0,760 -3,402 2,642 3,402 2,190 5,28
Y terpineno 5,995 0,052 -3,024 2,972 3,024 1,538 5,94
a-terpinoleno 5979 0,090 -3,035 2945 3,035 1,564 5,89
Monoterpenos oxigenados
1,8-cineol 6,586 0,025 -3,306 3,281 3,306 1,665 6,56
linalol 6,280 0,103 -3,192 3,089 3,192 1,649 6,18
isoborneol 7,251 0,048 -3,650 3,602 3,650 1,849 7,30
terpinene-4-ol 6,322 0,108 -3,215 3,107 3,215 1,663 6,21
a-terpineol 6,211 0,061 -3,136 3,075 3,136 1,599 6,15
Sesquiterpenos hidrocarbonetos

B-bourboneno 6,469 0,159 -3,314 3,155 3,314 1,741 6,31
B- elemeno 6,478 0,038 -3,258 3,220 3,258 1,648 6,44
B-isocomeno 6,631 0,320 -3,476 3,156 3,476 1,914 6,31
Transcariofileno 6,018 0,063 -3,041 2,978 3,041 1,552 5,96
Guaiadieno 5,774 0,087 -2,931 2,844 2931 1,510 5,69
a-humuleno 5,957 0,007 -2,982 2,975 2,982 1,495 5,95
epi-trans-

cariofileno 6,047 0,103 -3,075 2,972 3,075 1,591 5,94
germacreno D 5652 0,531 -3,042 2,511 3,042 1,842 5,02
biciclogemacreno 5,513 0,031 -2,772 2,741 2,772 1,402 5,48
a-bulneseno 5814 0,010 -2912 2902 2,912 1,461 5,80
d-cadineno 5951 0,087 -3,019 2932 3,019 1,554 5,86

Sesquiterpenos oxigenados
germacreno-B 5,732 0,046 -2,889 2,843 2,889 1,468 5,69
espatulenol 6,354 0,072 -3,213 3,141 3,213 1,643 6,28
oxido cariofileno 6,447 0,049 -3,248 3,199 3,248 1,649 6,40
iso-espatulenol 5857 0,071 -2964 2,803 2,964 1,518 5,79
Farmacos de referéncia

diazepam 6,477 1,753 -4,115 2,362 4,115 3,585 4,72
clonazepam 7,226 2,993 -5110 2,117 5,110 6,167 4,23
cetamina 5943 0,895 -3,419 2524 3,419 2,316 5,05




