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RESUMO

SANTOS, W. S. ANALISE DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE AROEIRA (SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI) PARA O TRATAMENTO DA
TENDINITE: IDENTIFICACAO FITOQUIMICA E UM ESTUDO IN
SILICO.2023. 81 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual do Piaui. Teresina.

A tendinite € um processo inflamatério que ocorre em um tendao, o processo
inflamato6rio € uma resposta de protecdo do corpo, que provoca um aumento na
producdo de prostanglandinas sintetizadas pelas enzimas Ciclooxigenases 1 e 2, e
os anti-inflamatdérios atuam inibindo tais enzimas. Na busca de novos farmacos para
o tratamento dos mais diversos tipos de enfermidades, o uso de plantas medicinais
possui tradicdo na medicina popular em todo o mundo, utilizamos a Schinus
terebinthifolius Raddi, por ser muito usada para esse fim. Neste trabalho foi feita a
extracdo do 6leo essencial (OE) das folhas de uma amostra dessa planta através da
hidrodestilagcado utilizando um aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb, e
posterior identificacdo dos seus componentes utilizando a técnica de Cromatografia
Gasosa e espectrometria de massa (CG-EM), onde foram identificados 95
compostos diferentes, desses foram escolhidos os 10 compostos majoritarios para
os estudos ADMET e de Ancoramento Molecular (AM). Na avaliacdo ADMET, todos
apresentaram bons resultados para prosseguimentos nos estudos. Na docagem
molecular foram feitos a andlise da forma de melhor encaixe entre a proteina
(receptor) e o ligante. As proteinas escolhidas foram a COX-1 (Protein Data Bank n°
3N8X ligante cristalografico nimesulida) e COX-2 (Protein Data Bank n° 5KIR, ligante
cristalografico rofecoxibe) que possuem acdo direta na formagdo do processo
inflamatorio. Para essa analise foram utilizados os programas Chimeral.16 para
preparacdo das moléculas e o Autodock Vinal.2.3 e o site DockThor para AM, os
compostos analisados foram o mirceno, cadineno, humuleno, copaeno, limoneno,
oxido de cariofileno, perilen, canofreno, muroleno e o 1,1,3a-Trimetil-7-
metilenodecahidro-1Hciclopropala]naftaleno, e o anti-inflamtério diclofenaco para fim
de comparacdo. ApOs o redocking do ligantes cristalograficos, foram realizados os
ancoramentos e obtivemos os valores de energia de ligacdo no Autodock Vina
(AGpind kcal/mol) de -8,781 para o muroleno com Cox1 e o canforeno com -9,356
como maiores valores para Cox2. Foi observado que o o6xido de -cariofileno



apresentou os valores mais distintos entre as isoformas de Cox, sendo mais inibidor
da 2. Para a analise das interacfes dos ligantes com o sitio ativo da proteina foi
utilizado o programa LigPLot. Foram observadas na sua grande maioria interacdes
hidrofébicas, contendo apenas uma interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio no
complexo Cox1-nimesulida, Cox1-diclofenaco, Coxl1-rofecoxibe, e Cox2-nimesulida,
Cox2-diclofenaco, Cox2-rofecoxibe podendo assim justificar o seu menor valor de
energia livre e maior interagdo. Conclui-se na analise deste OE que os compostos
citados apresentam uma possivel resposta positiva para acao anti-inflamatoria,
principalmente o 6xido de cariofileno por ser mais inibidor da Cox2 do que a 1 e

assim possivelmente com menores efeitos ndo desejados.

Palavras-chave: Tendinite, Aroeira, Admet, Ancoramento Molecular.



ABSTRACT

Tendonitis is an inflammatory process that occurs in a tendon, the inflammatory
process is a protective response of the body, various chemical substances increase
the production of prostanglandins synthesized by the enzymes Cyclooxygenases 1
and 2, anti-inflammatory drugs act by inhibiting these enzymes. In the search for new
drugs to treat the most diverse types of illnesses, the use of medicinal plants has a
tradition in popular medicine throughout the world, and we used Schinus
terebinthifolius Raddi, as it is widely used for this purpose. In this work, we extracted
the essential oil (EO) from the leaves of a sample of this plant by hydrodistillation
using a Clevenger-type apparatus modified by Gottlieb, and then identified its
components using the Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GC-MS)
technique, where 95 different compounds were identified, from which the 10 majority
compounds were chosen for ADMET and Molecular Anchoring (MA) studies. In the
ADMET evaluation, all showed good results for further studies. In the molecular
docking, the best fit between the protein (receptor) and the ligand was analyzed. The
proteins chosen were COX-1 (Protein Data Bank No. 3N8X, crystallographic ligand
nimesulide) and COX-2 (Protein Data Bank No. 5KIR, crystallographic ligand
rofecoxib), which have a direct action in the formation of the inflammatory process.
For this analysis, the programs Chimeral.16 were used to prepare the molecules and
Autodock Vinal.2. 3 for AM, the compounds analyzed were myrcene, cadinene,
humulene, copaene, limonene, caryophyllene oxide, perilen, canophrene, murolene
and 1,1,3a-Trimethyl-7-methylenedecahydro-1Hcyclopropa[ajnaphthalene, and the
anti-inflammatory diclofenac for comparison. After redocking the crystallographic
ligands, the docking was carried out and we obtained binding energy values in
Autodock Vina (AGbind kcal/mol) of -8.781 for murolene with Cox1 and camphorene
with -9.356 as the highest values for Cox2. It was observed that caryophyllene oxide
showed the most different values between the Cox isoforms, being more inhibitory to
Cox2. The LigPLot program was used to analyze the interactions between the
ligands and the protein's active site. Most of the hydrophobic interactions were
observed, with only one hydrogen bond-type interaction in the Cox1-nimesulide,
Cox1-diclofenac, Coxl-rofecoxib complex, and the Cox2-nimesulide, Cox2-
diclofenac, Cox2-rofecoxib complex, thus explaining its lower free energy value and
greater interaction. It can be concluded from the partial analysis of this EO that the



compounds mentioned present a possible positive response for anti-inflammatory
action, especially caryophyllene oxide because it is more inhibitory to Cox2 than to 1

and thus possibly has less unwanted effects.

Keywords: Tendonitis, Anti-inflammatories, Admet, molecular docking.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

As sobrecargas repetitivas de um tendéo, sdo problemas biomecéanicos ou
vasculares que podem dar origem a uma resposta inflamatéria, chamada tendinite,
um tipo de tendinopatia, - doenca do tendao - que geralmente tem um inicio subito
guando ndo tratada, podendo evoluir para um processo degenerativo, predispondo a
lesbes mais graves como rupturas, desgastes desnecessarios e outras sequelas
(Regis Filho 2006). As lesdes e outras desordens do tendao representam um desafio
comum para o diagnostico e terapéutica na medicina, resultando em inflamagfes de
longa duracédo (Leal 2015). A inflamacdo € uma fase responsiva de leséo fisica,
quimica ou dano pelo ataque de um patdogeno como bactérias ou virus, onde os
componentes envolvidos na inflamacdo sdo enzimas degradativas, fatores
quimiotéticos, substancias vasoativas e substancias neuropeptidicas (Vishwakarma
2022).

As prostaglandinas (PGE), produtos do Acido Araquidénico (AA) por acéo das
enzimas ciclooxigenases (Cox1 e 2), sao mediadores lipidicos que desempenham
importante papel no mecanismo de inflamacdo e a interferéncia em sua sintese
determina uma sensivel diminuicdo nas alteracdes proporcionadas pela inflamacgéo
(Bakhle et al. 1996). Na acdo dos anti-inflamatorios ndo-hormonais (AINE) ocorre a
inibicdo das enzimas Cox, com consequente diminuicdo da producdo de
prostaglandinas, combatendo, assim, a inflamacao, a dor e a febre (Hilario, Terreri,
and Len 2006).

A utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos € uma pratica mundialmente
disseminada, sendo encorajada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
especialmente em paises em desenvolvimento, incentivando a geracao de politicas
baseadas em evidéncias e planos estratégicos para o uso de plantas medicinais

(OMS 2014). O uso de fitoterapicos tem aumentado nos ultimos anos, 0 que
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alavancou as pesquisas sobre identificacdo e caracterizacdo de moléculas bioativas
(Pereira 2021).

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma planta da flora sul-americana
encontrada em todo o Brasil, do Rio Grande do Sul a Pernambuco, principalmente
na costa brasileira. Essa espécie faz parte da familia Anarcadiaceae, incluindo a
Schinus molle, conhecida como Aroeira-salso (Barbosa et al. 2007), sendo seu uso
como planta medicinal recomendado pela Farmacopeia Brasileira, citada desde sua
primeira edicdo em 1926 (Silva 2017).

Os dleos essenciais (OE) sdo extratos de origem vegetal, que podem ser
extraidos tanto das cascas, dos frutos ou das folhas, e, sdo constituidos por
substancias bioativas sintetizadas pelas plantas para conferir resisténcia contra
adversidades, tais como o ataque de microrganismos ou pragas de insetos
(Asbahani et al. 2015). Considerando a funcdo biolégica para a qual essas
moléculas sao originalmente produzidas, existe a possibilidade de aplicacdo dos
Oleos essenciais em diferentes sistemas, visando obter efeitos semelhantes aos que
0s compostos desempenham na planta (Dannenberg et al. 2019).

Alguns monoterpenos isolados ou presentes como constituintes majoritarios
em Oleos essenciais tém sido reportados por inibirem as ciclooxigenases, atuando,
desta forma, como substancias bioativas com propriedade anti-inflamatéria. Como
exemplo, pode-se citar o 6leo essencial de Torreya nucifera (Yoon 2009),
constituido, majoritariamente, por limoneno, &-3-careno e a-pineno, que apresentou
atividade inibitoria seletiva para a enzima Cox2, diminuindo significativamente a
producdo de PGE2. Em Romero 2015, foi feita a andlise in silico de 20
monoterpenos mais encontrados em OE e suas interagbes comas Cox1e 2 e o0 1,8-
cineol, um Oxido monoterpénico presente em muitos Oleos essenciais, inibiu a
producédo de leucotrienos (LTB 4) e prostaglandinas (PGEZ2), ambos produzidos no
metabolismo do &cido araquidénico.

As pesquisas de novos farmacos requerem altos investimentos e uma
demanda de tempo muito grande (Wouters 2020), além de complexas etapas que
incluem a selecao de doencgas, identificacdo de alvos, descoberta e otimizacdo de
leads (Dong et al. 2018). A utilizagéo de estudos in silico adquiriu muita importancia
nos ultimos anos, com a construcdo e o uso de bancos de dados virtuais, 0

estabelecimento de relacbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR), a
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determinacdo de farmacoéforos, a geracdo de modelos tridimensionais de alvos
macromoleculares, além de outras abordagens de modelagem molecular e
simulagcdo computacional (Ramos, 2012).

Entre essas técnicas computacionais que podem ser utilizadas, esta a
predicdo ADMET (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade).
Essa técnica prevé a andlise da farmacocinética dos candidatos a medicamentos, se
estes chegardo a proteina alvo e quanto tempo permanecera na corrente sanguinea.
Esse processo é hoje muito utilizado nas fases iniciais do desenvolvimento do
farmaco (Dong et al. 2018).

Outra tecnologia usada para a avaliagdo das propriedades farmacoldgicas
dos extratos e principios ativos de plantas medicinais, o docking molecular ou
ancoramento molecular (AM) que consiste na busca do “encaixe perfeito” entre as
moléculas ligante e receptor, bem como a dindmica molecular (Meng al. 2011).

A abordagem de ancoramento molecular pode ser frequente para modelar a
interacdo entre uma molécula e uma proteina em nivel molecular, que nos permitem
individualizar o comportamento de pequenas moléculas no sitio de ativacdo das
proteinas alvo, bem como para elucidar os processos bioquimicos fundamentais.
Esse processo envolve duas etapas basicas: previsdo da conformacdo do ligante,
bem como sua posicao e orientacdo dentro desses locais (geralmente referido como
pose) e avaliacdo da afinidade de ligacdo. Essas duas etapas estdo relacionadas a
métodos de amostragem e esquemas de pontuacédo, respectivamente (Meng et al.,
2011).

O objetivo deste trabalho foi realizar a identificacdo dos compostos do 6leo
essencial das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi, além de um estudo in silico
da acdo anti-inflamatéria de seus compostos majoritarios para o tratamento da
tendinite. Verificando entre os componentes majoritarios identificados, através da
predicdo ADMET e AM, aqueles que possuem maiores e melhores atividades

bioldgicas.



16

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Identificar os compostos organicos presentes no OE das folhas da Schinus
terebinthifolius Raddi por CG-EM e avaliar in silico através do AM e predicao
ADMET a possivel acdo anti-inflamatdria dos seus compostos majoritarios

para o tratamento da tendinite.

1.1.2 Objetivos Especificos.

Identificar e verificar as atividades bioldgicas dos componentes do Oleo
essencial da Schinus terenbinthifolia Raddi por CG-EM.

Fazer a predicdo farmacocinética ADMET (absorcdo, distribuicao,
metabolismo, excrecao e toxicidade) dos compostos majoritarios.

Avaliar as interacdes moleculares dos ligantes e proteinas através do uso de

Ancoramento Molecular para ao tratamento da tendinite.
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Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tendinite

O tendao é formado por um tecido conjuntivo denso e sua funcéo é transmitir
a forca de um musculo a um 0sso. As células que compdem o tecido tendineo séo
0os tenoblastos (fibroblastos) combinados com as células endoteliais e alguns
condrdcitos localizados em areas de compressao (Nascimento et al., 2019).

Normalmente a tendinite, a inflamacéo ou doenca do tenddo se manifesta em
uma certa parte do corpo, como a Tendinite de Aquiles que afeta o tenddo de
Aquiles (figura 1.1) ou aquela que afeta o tend&o patelar chamada de Tendinite
Patelar, o cotovelo, tornozelo, ombro, pulso, dedos e joelhos sédo algumas partes do

corpo que pode ser afetada por essa inflamacéo.
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Figura 01. Problemas no tend&do de Aquiles.

Inicialmente, os individuos relatam uma dor sutil no tenddo ap6s uma
demanda de exercicio, que, quando ndo tratada, também afeta suas atividades
diarias, podendo assim evoluir para um processo degenerativo, predispondo a
lesbes mais graves como rupturas, desgastes desnecessarios e outras sequelas
(Regis Filho, 2006).
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Tenddes, interpostos entre musculos e 0ssos, contém células e tém uma
estrutura Unica composta de fibras longas de colageno tipo | (70-80%) e poucas
fibras elasticas. O grupo mais representativo de células sdo os fibroblastos
altamente ativos metabolicamente denominados tenoblastos. (Chisari 2019). A
inflamacéo comeca 3-7 dias a partir da lesédo, é normalmente acompanhada de dor e
€ caracterizada pela prevaléncia de inflamacao das células, tais como mondcitos e
macréfagos onde as plaguetas levam a formagédo de hematomas. (Abate 2009).

Varias caracteristicas sdo da tendinopatia no nivel celular (figura 1.2).
Comparados aos tenddes saudaveis, os tenddes nao saudaveis apresentam
marcada desorganizacdo e separacao das fibrilas de colageno com concomitante

aumento da substancia fundamental mucdide (Mead 2018)
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Figura 02 - Diferencas morfolégicas num tendé@o saudavel e na tendinopatia Fonte: (Mead, et.
al., 2018)

O papel do processo inflamatorio, as modificagbes histopatologicas e a
patogénese da lesdo crbénica do tenddo nao estdo completamente entendidos. Sabe-
se gue quando o tenddo é posto em sobrecarga ele perde a sua capacidade

reparadora basal podendo levar a micro traumas cumulativos que enfraquecem as
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ligacbes do colageno, a matriz ndo colagena e os elementos vasculares do tendao
(Leal 2016).

A inflamacdo é uma fase responsiva de lesdo fisica, quimica ou dano pelo
ataque de um patégeno como bactérias ou virus, os componentes envolvidos na
inflamacdo sdo enzimas degradativas e superoxido, fatores quimiotaticos,
substancias vasoativas e substancias neuropeptidicas (Vishwakarma 2022).

Tal processo é caracterizado pelos sinais cardinais classicos calor, rubor,
tumefacéo e dor, podendo levar a perda da funcdo, caso atinja um estagio crénico.
Durante esse processo sdo observados: uma vasodilatacdo arteriolar, um aumento
na permeabilidade vascular, que leva a formacdo de um exsudato de proteinas e
edema no local e ainda os leucécitos do sangue circulante migram para o local,
esses leucocitos acabam por ter funcdo importante no processo pois além de
combater a lesdo devido a sua acdo fagocitaria, mas também pela liberacdo de
mediadores quimicos.

Entre esses mediadores temos os derivados do Acido Araquiddnico (AA) que
podem ser por duas vias:

- via ciclooxigenase (endoperdxidos, prostaglandinas, tromboxano)
- via lipoxinase (leucotrieno, HPETE, HETE)

As prostaglandinas, produto do AA por acdo das enzimas ciclooxigenases,
sdo mediadores lipidicos que desempenham importante papel no mecanismo de
inflamacéo e interferéncia em sua sintese e determinam uma sensivel diminuigdo
nas alteracdes proporcionadas pela inflamacao (Bakhle et al 1996).

Na acado terapéutica anti-inflamatdria, foi muito importante a descoberta de
duas isoformas da Cox (também denominadas prostaglandinas sintetases): enzima 1
ciclooxigenase (Cox1l) e a enzima 2 ciclooxigenase (Cox2), que contribuem para o
processo flogistico. Na acdo dos anti-inflamatorios ndo-hormonais (AINH) ocorre a
inibicdo das enzimas Cox, com consequente diminuicdo da produgdo de
prostaglandinas, combatendo, assim, a inflamacao, a dor e a febre (Hilario; Terreri;
Len, 2006).

Outros receptores importantes a serem destacado que s&do ativados pela
prostaglandina E2 é a N-metil-D-aspartato (NMDA) e o &cido alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) que possuem papel importante na transmissao

nociceptiva. (Silva et al, 2017). Prostaglandina E2, o principal prostanéide pro-
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inflamatorio, induz uma hipersensibilidade dolorosa através da modulacdo das vias
nociceptivas, ativa os canais idnicos periféricos como o sédio, o calcio, e potencializa
a ativacdo central de receptores NMDA e a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-
propiénico (AMPA) (Kim et al.,, 2021). A inibicdo da atividade enzimatica Cox2
previne producdo de prostandides, pelo que esta enzima € um alvo habitual de anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES) (Zarghi et al. 2011.).

Essas lesdes e outras desordens do tendao representam um desafio comum
para o diagndstico e terapéutica na medicina, resultando em inflamacdes de longa
duracdo podendo retirar da atividade esportiva ou do mercado de trabalho o
paciente acometido. (Leal et al., 2016)

Tais lesdes constituem-se em um grande problema de saude nos paises
industrializados e em desenvolvimento, precipitada atualmente pela forca de
trabalho de uma mao de obra recente, com a ocupacédo das pessoas exigindo uma
série continua de movimentos repetitivos (Ribeiro 1997)

O processo de reparacao tecidual é complexo e pode ser conceituado como
uma cadeia de eventos, cada um completando o anterior e iniciando o subsequente:
hemostasia, inflamacéo, demolicao, proliferacdo e maturacéo (Silva, 2010).

Uma gama diversificada de tratamentos comuns, como anti-inflamatorios
medicamentos, injecdes de corticosterdides, baixo nivel terapia a laser, ultrassom,
injecdes de plasma rico em plaquetas, proloterapia, adesivos de trinitrato de glicerol,
terapia manual, terapia por ondas de choque e exercicios sdo usados na
tendinopatia reabilitacdo sdo usados para o seu tratamento (Cardoso et al., 2019;
Girgis And Duarte, 2020).

Dentre esses tratamentos temos a utilizacdo de fitoterapicos que podem vir
acompanhados de equipamentos como ultrassom e terapias de led como nos
estudos de Silva et al., 2010, e Leal et al., 2016.

2.2 Plantas medicinais

Planta medicinal € definida como uma espécie vegetal, cultivada ou nao,
utilizada com propdositos terapéuticos. A planta medicinal pode estar em estado
fresco (aquela coletada no momento do uso) e seca quando foi procedida a
secagem. (BRASIL 2006)
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Plantas medicinais e consequentemente 0s seus derivados sdo misturas
complexas de substancias quimicas que apresentam diversas atividades biolégicas
e diferentes graus de toxicidade. Uma substancia ou uma classe de substancias
pode ser responsavel pela atividade apresentada pela planta medicinal ou pelo
fitoterapico, mas néo raro, varias substancias agem sinergicamente para fornecer o
efeito observado. Assim, muitas vezes, o extrato vegetal apresenta uma maior
atividade que a substancia ativa isolada (Jardim 2016).

Atualmente, a utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos é uma pratica
mundialmente disseminada, sendo encorajada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), especialmente em paises em desenvolvimento a OMS incentiva os paises a
gerar politicas baseadas em evidéncias e planos estratégicos para o uso de plantas
medicinais (OMS, 2014). No Brasil, em 2006, o Ministério da Saude langou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), oferecendo aos
usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS), principalmente no ambito da Atencéo
Priméria a Saude (APS), a Fitoterapia (BRASIL 2006).

O uso de fitoterapicos tem aumentado nos ultimos anos, o que alavancou as
pesquisas sobre identificacdo e caracterizagcdo de moléculas bioativas (Lorenzi &
Matos 2005).

Nesse contexto, no Brasil, existem diversas plantas medicinais que sao
utilizadas como fitoterapicos pelas populacdes rurais e urbanas (Dutra et al., 2016).
Uma Unica espécie pode produzir inUmeros compostos quimicos com diversas
atividades farmacolégicas (Mendonca et al., 2019), incluindo antibacteriana (Pandini
et al., 2018; Pacheco et al., 2022), anti-inflamatéria (Ribeiro et al., 2018; Almohawes
e Alruhaimi, 2020), antioxidante (Barth et al.,, 2018; Pontes et al., 2019),
propriedades cicatrizantes (Neto et al., 2020 ), efeito anti-hiperglicémico (Silva et al.,
2020) e atividade cardiovascular (Moreira et al., 2010, Silva 2021).

Apesar da divulgacdo atual do uso de plantas medicinais, a maioria das suas
supostas propriedades farmacologicas anunciadas ndo possuem validade cientifica,
por ndo terem sido investigadas ou por néo ter suas acbes comprovadas em testes
cientificos sendo a maioria vendida em feiras de produtos naturais sem inspecdes
adequadas e sem normas que garantem a procedéncia e, portanto, a certificagéo.
(Veiga, 2005).
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O termo Fitoterapia tem origem grega, no qual fito (phyto) significa “vegetal”
e terapia (therapeia) significa tratamento. A Fitoterapia € um método terapéutico que
usa a parte ativa das plantas para prevencao ou tratamento de um estado
patolégico, que é usado a muito tempo pelo homem por ser o Unico recurso
disponivel. (Alves, 2014). O progresso tecnolégico e cientifico verificado no século
XX permitiu a analise quimica dos componentes de muitas plantas, a compreensao
da sua atividade farmacoldgica e assim centenas de componentes fitoquimicos sédo
utilizados atualmente sob a forma de medicamentos (Lima, 2013).

As vantagens da fitoterapia pautam-se pér as plantas serem mais acessiveis
a populacéo, quer pelo baixo custo financeiro quer pela auséncia de receita médica,
e ainda pela baixa ocorréncia de efeitos colaterais (Alves, 2014).

Medicamentos anti-inflamatorios devem ser capazes de conter e reverter a
inflamacédo, seja ela de origem sistémica ou local. Eles devem apresentar acao
eficaz, poténcia analgésica e seguridade de uso (Mendes, 2001), portanto, €&
fundamental identificar novos e seguros farmacos para a prevencao e tratamento de
doencas, incluindo doencas inflamatorias. As plantas medicinais tém sido uma fonte
de grande variedade de compostos biologicamente ativos para 0S processos
inflamatorios (Megraj et al., 2011) sdo conhecidas e usadas varias plantas, por
exemplo no trabalho de Marmitt 2015, mostra quais as doencas vinculadas com
distarbios inflamatérios com mais estudos publicados durante o periodo de andlise
de 2010 a 2013. (Quadro 01)

Quadro 01 - Algumas plantas utilizadas para tratamento de inflamacdes

Doencas inflamatdrias e associadas Planta com potencial terapéutico
Inflamacéao em geral Caesalpinia ferrea; Curcuma longa (2);
Kalanchoe pinnata; Schinus

Trifolium pratense; Uncaria tomentosa;
Zingiber officinale (2)

Artrite reumatoide Curcuma longa; Phyllanthus amarus;
Tabebuia avellanedae; Zingiber officinale

terebinthifolius; Tabebuia avellanedae;
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As plantas sdo capazes de produzir uma grande diversidade de produtos
quimicos que sao classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Os
metabdlitos priméarios sdo aqueles compostos que todas as plantas produzem e que
estédo diretamente envolvidos no seu crescimento e desenvolvimento. (Borges 2020).

Os metabdlitos secundarios, diferentemente dos primarios, sdo altamente
especificos e desempenham um papel importante na evolucdo dos vegetais e na
interagdo com o0s seres vivos. Estdo relacionados com a protecdo dos vegetais a
estresses bidticos e abiodticos (Raskin et al., 2002). Alguns metabdlitos secundarios
de plantas também tém valor medicinal significativo, portanto, o conhecimento das
vias biossintéticas (figura 03) relevantes e os estimulos que determinam sua
producdo podem ser aplicados em culturas de células vegetais e para a engenharia
metabolica de células vegetais (Isah, 2019).

Os metabdlitos secundarios de plantas sdo comumente classificados em trés
grupos principais com base em suas caracteristicas quimicas e origens metabdlicas:
terpenos (como carotendides e volateis de plantas), compostos fendlicos (como
taninos, cumarinas, lignina e flavonéides), compostos contendo nitrogénio/enxofre.
(como alcaldides, glicosideos cianogénicos e aminoacidos/glicosinolatos néo

protéicos) (Vergine, 2020).
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Os terpenos sao hidrocarbonetos naturais produzidos por uma grande
variedade de animais e plantas. Eles servem de base para muitas estruturas com
diversas fungdes no metabolismo especializado e primario, variando de moléculas
bastante pequenas e volateis (por exemplo, mono e sesquiterpenos) até hormonios
(como, brassinosteroides, acido abscisico, giberelinas) e componentes celulares
estruturais como o0s pigmentos carotendides (Kortbeek et al., 2019).

Lopes et al. (2022) realizaram estudo com o Oleo essencial das folhas da
espécie Crotron heliotropiifolius Kunth., identificaram 33 constituintes quimicos,
através de Cromatografia Gasosa (CG). Observou-se a predominancia de
monoterpenos hidrocarbonados (45,96%), sendo o a-pineno (16,70%) e o 1,8-cineol
(13,81%), os dois compostos majoritarios.

Os terpenos sdo sintetizados a partir de metabdlitos priméarios. Os
terpendides sdo formados por duas rotas principais de sintese: a rota do &cido
mevaldnico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP). Os 6leos essenciais sao
compostos por uma mistura complexa de monoterpenos (C10) e sesquiterpenos
(C1s); embora diterpenos (Cz20) também possam estar presentes (Sharifi-Rad et al.,
2017). Esses 0leos essenciais de plantas mostram um amplo espectro de atividade
biolégica

Estudos  pré-clinicos  documentaram  atividades  antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas de Oleos essenciais em Vvarios
modelos celulares e animais, elucidando também seu mecanismo de acao e alvos
farmacoldgicos. embora a escassez de estudos em humanos limite o potencial dos
Oleos essenciais como agentes fitoterpicos eficazes e seguros embora ensaios
clinicos mais bem desenhados sejam necessarios para verificar a real eficacia e

seguranca desses produtos vegetais. (Sharifi-Rad, 2017).
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2.3 Schinus terebinthifolius Raddi

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € uma planta da flora sul-americana
encontrada em todo o Brasil, do Rio Grande do Sul a Pernambuco, principalmente
na costa brasileira. Essa espécie faz parte da familia Anarcadiaceae que inclui como
principais géneros o Schinus terenbinthifolius RADDI e o Schinus molle, também

conhecido como Aroeira-salso. (Barbosa et al., 2007).

FIGURA 04. Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae. a. Vista geral do caule com

estrias longitudinais. b. folha composta. (Azevedo 2015)

O seu uso como planta medicinal foi recomendado pela Farmacopeia
Brasileira onde foi citada desde sua primeira edicdo em 1926 (Silva, 2017) Nos
altimos anos foi uma espécie bastante estudada por seu uso muito comum como
fitoterapico, tanto que faz parte da Relagdo Nacional de Fitoterapicos (RENAFITO),
por mostrar seguranca e eficacia do seu uso tradicional e farmacolégica consta na
Relac&o Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (SAUDE, 2020)

A Aroeira tem seu uso como planta medicinal para o tratamento de varios
tipos de doencas, recomendada para o uso como agente anti-inflamatério (Santos e
Amorim, 2002), destacam também o0 seu uso como adstringente, antimicrobiano,

cicatrizante (Maia et al., 2021) o seu uso ndo fica restrito a recurso terapéutico, pois
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ainda possui propriedades alimenticias e ecoldgicas servindo como apoio para
recuperacédo de areas degradadas (Luz, 2013). A indastria alimenticia possui grande
interesse nos frutos de aroeira-vermelha devido as suas caracteristicas de sabor e
aroma (Uliana et al., 2016).

As principais atividades terapéuticas desta espécie estdo relacionadas as
suas folhas e cascas as quais possuem elevadas concentracdes de taninos e 6leos
essenciais (Azevedo; Quirino; Bruno, 2015). Os 6leos essenciais (OE) sdo extratos
de origem vegetal, constituidos por substancias bioativas sintetizadas pelas plantas
para conferir resisténcia contra adversidades, como o ataque de microrganismos ou
pragas de insetos (Asbahani et al., 2015). Considerando a funcéo biolégica para a
qual essas moléculas sao originalmente produzidas, existe a possibilidade de
aplicacdo dos Oleos essenciais em diferentes sistemas, visando obter efeitos
semelhantes aos que os compostos desempenham na planta. (Dannenberg et al.,
2019).

Os OE podem ser extraidos tanto das cascas como dos frutos, os principais
métodos para essas extracdes sdo: hidrodestilacdo, extracdo por solventes
organicos, destilacdo a vapor, extracdo por fluido supercritico, enfloracao,

prensagem a frio, dentre outros (Silveira et al., 2012).
2.4 Estudos in silico.

Atualmente a pesquisa e desenvolvimento farmacéutico possui investimento
de alto risco e com valores que podem variar de alguns milhares a bilhdes de
dolares, sem contar na demanda de tempo, pois ele pode levar de 3 a 20 anos
(Wouters, 2020). Nessa busca destaca-se a importancia dos estudos in silico.
Métodos in silico incluem, por exemplo, a constru¢do e o uso de bancos de dados
virtuais, o estabelecimento de relagbes quantitativas estrutura-atividade (QSAR), a
determinacdo de farmacoforos, a geracdo de modelos tridimensionais de alvos
macromoleculares, além de outras abordagens de modelagem molecular e
simulagéo computacional. (Ramos, 2012).

Esse processo é caracterizado por etapas que inclui a selecdo de doencas,
identificacdo de alvos, descoberta e otimizacao de leads também como ensaios pré-
clinicos e clinicos, no intuito de economia de tempo e recursos financeiros (Dong et
al., 2018).
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Novas tecnologias tém sido aplicadas para a avaliacdo de as propriedades
farmacoldgicas dos extratos e principios ativos de plantas medicinais, como docking
molecular e dindmica molecular, que é uma abordagem baseada em computador
usada para fornecer uma previsao da estrutura do complexo ligante-receptor (Meng
et al., 2011). A combinac&o da técnica computacional com ensaio biolégico tornou-
se uma estratégia importante para encontrar medicamentos a base de plantas
(Santos, 2021).

A primeira etapa no processo de descobrimentos de novos farmacos
consiste na busca por um, ou varios, alvos moleculares relacionados diretamente ao
avanco da doenca e depois identifica-las quais agem inibindo ou revertendo o
progresso da doenga, o entendimento do mecanismo € importante para esse
processo (Santos, 2021).

No planejamento racional existem dois métodos utilizados para descoberta
de novas entidades quimicas, podendo ser baseado na estrutura alvo molecular
(SBDD - structure based drug design) ou baseado em um ligante ja conhecido
(LBDD - ligand based drug design). No caso da SBDD a desvantagem desse
método consiste na dificuldade de prever se o que foi simulado realmente ira
acontecer, uma vez que ensaios in silico ndo possuem, ainda, a capacidade de
simular o ambiente biol6gico de maneira precisa, da LBDD a desvantagem desse
método é que os ligantes devem pertencer a mesma classe de farmacos e devem se
acoplar a uma Unica cavidade na proteina alvo, além de atuarem pelo mesmo
mecanismo de acédo (Ferreira, 2011).

Entre as técnicas computacionais que podem ser utilizadas, estdo o
Ancoramento Molecular e a predicdo ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecédo e Toxicidade). O Ancoramento Molecular consiste na busca do “encaixe
perfeito” entre as moléculas ligante e receptor. Essa metodologia foi proposta por
Kuntz e colaboradores, no de 1982, na qual descrevem o0 reconhecimento das
ligacbes entre moléculas, as interacbes quimicas e geométricas poderiam ser
associadas a modelos tridimensionais tanto relacionados ao alvo quanto ao ligante,
buscando principalmente o modo de ligacao dentro de um alvo e assim prever sua
afinidade (Pantsar, 2018).

Para se compreender a maioria dos mecanismos e processos celulares é

necessario determinar e compreender o modo de interacdo entre macromoléculas
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(principalmente proteinas e acidos nucleicos) ou entre uma macromolécula e uma
pequena molécula ligante, que pode atuar como agonista/antagonista ou
substrato/inibidor em determinado processo fisiologico (Verli, 2014).

O Ancoramento Molecular se baseia no modelo de chave-fechadura, mas
gue no caso gera uma interpretacdo errénea, pois considera a fechadura, a molécula
receptora, de forma rigida, e no meio biolégico ambas as moléculas ligantes e
proteinas séo flexiveis, 0 mais adequado € o modelo de encaixe induzido. Precisa se
conhecer a estrutura quimica dessas moléculas, que podem ser encontradas em
bancos de dados de estruturas tridimensionais como o PDB (Protein Data Bank) ou
ser gerada por modelagem comparativa, ja os ligantes podem ser obtidos através de
bancos de dados de ligantes como o PubChem ou gerados através de programas
especificos de constru¢cdo das estruturas. Depois de obtidas tais estruturas os
programas de ancoramento irdo combinar e otimizar algumas variaveis, de
complementaridade e a conformacéo energicamente favoravel e estimar a afinidade
de ligacdo através de uma funcdo de pontuacao (escore) relacionado a energia de
ligacdo (classificacdo) e de ajuste do ligante ao um sitio ativo (posicionamento). Os
programas utilizados distinguem- se principalmente pelo método de busca e pela

funcdo de avaliacdo empregada (Ramos, 2012).
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FIGURA 5 Emprego do método de atracamento molecular na predi¢cdo do modo de ligacéo do

GTP ao seu sitio de ligacdo na proteina c-H-rasp21. (Verli, 2014)

Para o ancoramento molecular temos varios programas online e offline,

pagos e gratuitos. Alguns programas utilizados em varios estudos como o MolDock
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(Thomsen; Christensen, 2006), Autodock Vina, DockThor, GOLD, FlexX entre outros
(Ramos, 2012).

Para visualizagéo dos resultados obtidos no AM, s&o usados alguns outros
programas de visualizacdo em 2D ou 3D, como o Ligplot@, esses diagramas
produzidos servem para ilustrar o padréo de interacdes entre as duas moléculas e
sdo particularmente Gteis para comparar diferentes estruturas ou para estudar as
interagcOes entre diferentes ligantes e a mesma enzima (Wallace 1995; Laskowski
2011).

Na utilizacdo da predicdo ADMET temos a verificacdo dos termos
relacionado a Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade, essa
técnica esta ligada a farmacocinético dos medicamentos, se estes chegardo a
proteina alvo e quanto tempo permanecera na corrente sanguinea. Esse processo €
hoje muito utilizado nas fases iniciais do desenvolvimento do farmaco evitando assim
a perda de dinheiro e tempo (Dong et al., 2018).

Neste contexto, uma grande diversidade de ferramentas esté disponivel hoje
para a previsdo de ADMET, como QuickProp, DataWarrior, MetaTox, MetaSite e
StarDrop, que estao interligados com bancos de dados integrados que assim podem
excluir compostos inadequados (Ferreira 2019).

Os programas como: SwissADME, PreADMET, Molinspiration, PASS Online
utilizam varios parametros, que sdo analisados e sdo baseados dependendo de
cada programa, no caso do PASS Online é verificado o potencial biolégico de uma
molécula em contato com o organismo humano. Para verificacdo da
biodisponibilidade oral tedrica do produto € muito usada a “Regra dos Cinco” de
Lipinski. Lipinsk realizou um trabalho importante e pioneiro, que examinou
compostos bioativos por via oral e assim conseguiu definir parametros fisico-
quimicos de uma alta probabilidade daquele composto possuir semelhanca com uma
droga (Tian 2015). Assim o pesquisador estabelece que pelo menos quatro de cinco
requisitos (log P maior ou igual a 5, Massa Molecular menor ou igual a 500,
aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacéo de
hidrogénio menor ou igual a 5) devam ser apresentados para que 0 composto

possua uma boa biodisponibilidade (Fatima et al., 2019).
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Extracao do 6leo essencial.

As folhas da Schinus terebinthifolius Raddi foram coletadas de plantas
cultivadas no sitio Campestre do Catulo, Timbiras, localizado na cidade de Coelho
Neto — Maranhdo, CEP: 65420-000, em agosto de 2019, com as seguintes
coordenadas geogréficas latitude (LAT) de -5.1264316 e longitude (LOG) de -
42.7919133 via BR-316. O projeto para realizagdo deste trabalho foi cadastrado na
plataforma SisGen com o nimero: A937917.

As folhas passaram pelo processo de extracdo de 6leo essencial pelo método
de hidrodestilacdo no Laboratério da Universidade Estadual de Piaui (Campus
Alexandre Alves Oliveira, Parnaiba-Pl). As folhas foram higienizadas e submetidas
ao processo de hidrodestilacdo em aparelho dosador de Oleo essencial tipo
Clevenger modificado por Gottlieb, levando a obtencdo do 6leo essencial, que foi
tratado com sulfato de sodio anidro para retirada de tracos de agua presentes na
amostra de 6leo. (Silva 2020). Logo em seguida, o 6leo ja armazenado em frasco de
vidro foi estocado em freezer a -18 ° C (Silva 2019)- O tempo de extracao foi de 3
horas contadas a partir da ebulicdo da amostra. O 6leo essencial obtido foi pesado e
armazenado em frasco ambar sob resfriamento

Ao final, o rendimento do processo extrativo foi determinado em duplicata pela
relacdo massa/massa (% de Oleo essencial = massa de 0Oleo essencial(g) X 100/
massa de folhas(g)). As massas foram determinadas em balanca semi-analitica e

seus valores comparados as respectivas massas das folhas utilizadas.



31

3.2 Identificacdo dos compostos

A analise fitoquimica do Oleo essencial de S. terebinthifolius Raddi foi
realizada no laboratério do Instituto Federal de Alagoas, em um cromatégrafo a gés,
acoplado a espectrometro de massas Shimadzu, modelo GC/MS-GCMS-QP2010CN
Ultra, equipado com injetor split/splitless (250 °C), coluna cromatografica capilar do
tipo DB-1 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estacionaria composta
de 100% dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,10 ym de espessura de filme. A programacao de temperatura iniciou a 50 °C e
permaneceu por 5 min, sendo elevada em seguida para 250 °C com taxa de
crescimento de 5 °C/min, permanecendo por 35 min. A temperatura da camara de
ionizacdo e da interface entre CG/EM foi 200 °C e 250 °C, respectivamente. Como
gas de arraste foi usado o gas Hélio, com fluxo de 1,69 mL/min (100 kPa) e utilizado
o modo splitless. Para a injecédo, foi preparada uma solugcdo de 1mg/L de cada
extrato no seu respectivo solvente de extracdo, ou seja, em Etanol e Hexano.
Posteriormente, 1 uL dessa solugao foi injetada no cromatografo. O espectrometro
de massas operou a 70 eV no modo SCAN (Full Scan) com relacdo m/z iniciando em
35 e finalizando em 650. Os compostos foram identificados por comparagao com
espectros de massas disponibilizados nas bibliotecas NIST14, NIST14s e Wiley9,
sendo considerados o0s compostos com mais de 70% de similaridade. A
qguantificacdo relativa de cada composto foi realizada por normalizacdo de area com
0S seguintes parametros de integracao: Slop: 100/min, width: 2 s, drift: O/min, T.DBL
1000 min, minima relacdo é&rea/altura: 10 e sem nenhum smoothing usado no

método.

3.3 Andlise in silico

Para a obtencdo das estruturas tridimensionais dos constituintes
quimicos/ligantes foi utilizada a plataforma Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (Kim et al. 2021). As estruturas 3D dos principais

alvos identificados (Cox1 — 3N8X e Cox2 — 5KIR) foram obtidas a partir do banco de
dados Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) (Berman et al. 2000).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Para essas analises foram baixados os arquivos no formato sdf dos ligantes e
depois salvas em formato pdb no programa Chimera, enquanto os ligantes foram

baixados ja no formato pdb.

3.3.1 Avaliagéo do perfil ADMET

A previsdo computacional dos parametros fisico-quimicos, da similaridade
com drogas perfil, das propriedades farmacocinética e toxicidade dos compostos

majoritarios foram feitas usando programas de software on-line gratuitos:

SwissAdme (http://www.swissadme.ch/index.php) Protox I (https://tox-
new.charite.de/protox /) e Preadmet

(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/toxicity/).

3.3.2 Ancoramento Molecular

Na preparativo dos receptores-alvo utilizou-se o CHIMERA v.13.1

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al. 2004) para preparar 0s arquivos

de proteinas, sendo feita a remoc¢éo de todas as moléculas de agua, exceto a agua
identificada HOH14, pois essa faz interacdes dentro do sitio ativo do ligante
cristalografico, na molécula da proteina 3N8X e sua retirada poderia causar erros
nos resultados. Em ambas as moléculas das proteinas foram mantidas a estrutura
do HEME (protoporfirina 1X de ferro). Foram usadas as seguintes estruturas PDB ID
3N8X (Crystal Structure of Cyclooxygenase-1 in Complex with Nimesulide), PDB ID
5KIR (The Structure of Vioxx Bound to Human COX-2). As estruturas dos ligantes

obtidos no banco de dados Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (Sunghwan

2016). As moléculas das proteinas passaram pela predicdo da protonacdo do

receptor através do servidor web PDB2PQR (disponivel em

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2par). Depois com o0 uso do Chimera 1.16
através do DockPrep as cargas parciais Gasteiger (Gasteiger, and Marsili 1980)
foram calculadas ap6s a soma de todos os hidrogénios. Atomos de hidrogénio
apolares de proteinas e ligantes foram posteriormente adicionados.

Os calculos de AM foram realizados com o Autodock vina 1.2.3

(http://autodock.scripps.edu/) (Morris et al. 2009). Foram calculadas as variacdes de

energia de ligacdo (AGoind em kcal/mol) das interacdes receptor-ligante para 2 alvos


https://tox-new.charite.de/protox_II/
https://tox-new.charite.de/protox_II/
https://preadmet.webservice.bmdrc.org/toxicity/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
http://autodock.scripps/
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principais (proteinas) com os 10 ligantes (compostos majoritarios), com os ligantes
cristalograficos das Cox (redocking) e o Diclofenaco, um importante anti-inflamatoério
(Pereira et al 2022). Os alvos foram considerados rigidos, enquanto cada ligante foi
considerado flexivel. Para os calculos de encaixe do grid foi usada uma grade, que
consistia em 22 x 22 x 22 pontos. Os centros das grades de afinidade foram
definidos a partir das coordenadas dos atomos de residuos dos sitios ativos de cada
alvo, com coordenadas x, y e z, no caso da 3N8X ( -20.481, -51.580 e 2.346) e da
5KIR (-22.902, 1.640 e 32.519). A genética Lamarckiana algoritmo (LGA) com busca
global (Morris et al. 1998) e pseudo-Solis e Wets com busca local (Solis, and Wets
1981) foram os métodos usados. Cada simulacdo consistiu em 50 corridas
independentes (Ramos 2012). Os outros parametros de encaixe foram definidos com
os valores padrdo. As andlises foram concentradas nos complexos formados com
menor energia de ligacdo e menor constante de inibicdo. As conformacdes de menor
energia passaram por uma inspecao visual para uma analise mais detalhada. A
visualizagao das interacdes dos complexos com as conformacdes de menor energia
foi preparada no Chimera e visualizada através do programa Ligplot+ v.1.4.5
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/) (Wallace et al. 1996). Depois

do ancoramento foi calculada a Constante de Inibicdo (Ki) a partir da energia de
ligacédo, calculada pelo Vina, usando a expressao:

Ki = e(AGRT) gnde R constante Geral do Gases (1,985 cal/molK) e T a
temperatura em Kelvin (298,15) (Kenny 2019).

Para fins de comparacéao foi utilizado o site DockThor, onde foram realizados
o docking dos mesmos ligantes e proteinas usados no Autodock vina. Nesse site
pelos sistemas de pontuactes (affinity: afinidade de ligacdo kcal/ mol) foi realizada
uma analise de redocking dos complexos PDB ID 3N8X (Crystal Structure of
Cyclooxygenase-1 in Complex with Nimesulide) e do PDB ID 5KIR (The Structure of
Vioxx Bound to Human COX-2). Foi feito o calculo do RMSD, que consiste na
retirada do ligante da regido de ligacdo da conformacédo cristalografica, e depois
“recolocado” no sitio ativo da macromolécula através de programas de atracamento
molecular (Morgon 2007). No processo de AM realizado pelo Dockthor, foi acessado

o link https://dockthor.Incc.br/v2/, adicionado em sua primeira pagina a molécula do

proteina, em seguida os cofatores no caso da Cox1 3N8X foram usados a molécula

de HOH14, o HEME e o atomo de Fe separado pois o programa Open Babel que &


https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/
https://dockthor.lncc.br/v2/
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usado dentro do sistema ndo consegue identifica-lo, depois é adicionado a estrutura
do ligante, todos os arquivos séao adicionados no formado do pdb. No ancoramento
da proteina 5KIR néo foi adicionado como cofator a molécula de HOH14, pois ela
ndo faz interacdo no sitio ativo. ApOs aguardar o resultado € mostrado uma tela
para realizar a andlise das informacdes e para fazer o download dos resultados

obtidos e das estruturas dos compostos para andlise  visual.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Calculo do rendimento do OE

Para 302,49 g de massa de folhas obteve-se um rendimento de 0,28 ml e
massa de 0,25 g de 6leo essencial. Com isso encontrou-se a densidade de 0,89 g/ml
para um rendimento de 0,082% em relacdo a massa das folhas.

O valor encontrado é considerado baixo, mas segundo Santos 2013 e Tomazi
2017 os rendimentos obtidos nas extracdes por hidrodestilagédo da folha da aroeira
em Porto Velho — RO foi de 0.8% e em Caxias do Sul — RS de 0.45%. Esse
resultado na producdo de Oleos das folhas poderia estar relacionado ao tempo de
destilacdo ideal para essa planta, que seria de 2,5 h jA que o aumento do tempo
nesse processo altera a composicao volatil (Oliveira 2014). Através do estudo do
rendimento pode-se estimar a quantidade de biomassa viavel para a confeccéo de
uma quantidade satisfatéria de Oleo essencial. Além disso, fatores ligados a
sazonalidade, nivel de radiacdo alteram as reacdes de biossintese que sédo
organizadas por processos fotossintéticos podendo causar um aumento ou
diminuicdo na producdo de compostos secundarios com isso modificar as possiveis

descobertas de compostos majoritarios (Ribeiro 2018).

4.2 Cromatografia Gasosa

O cromatograma mostrou 98 picos, dos quais 95 compostos constituintes
foram identificados (Anexo A). Dos compostos identificados foram escolhidos os 10
com maior porcentagem em massa para analise (Tabela 1) que somadas

correspondem a mais de 50% do total do 6leo.
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Tabela 1: Descricdo do TR (min), formula molecular, area absoluta e relativa dos principais compostos do 6leo

essencial das folhas de Shinus terebentipholius Raddi.

Relative Relative mass
) Molecular Absolute
N° Tr (Min) Compounds ] percentage of  percentage (%)
férmula area
area (%)
1 11.656 Myrcene CioH1s 17631885 16.49 17.96
2 36.585 m-Canphorene CooHs2 5329623 4.98 5.39
1,1,3a-Trimetil-
3 27.699 7-methilenodecahidro- CisHas 5400811 5.05 5.16
1Hciclopropa[a]naftalene
Perillen[3-(4-Metil-3- 3.97
4 15.416 . C10H140 4176113 3.91
penten-1-il)furano]
5 26.216 Gama.-Murolene CisH2s 3696149 3.46 3.81
6 28.872 Caryophyllene oxid Ci15H240 3737514 3.50 3.61
7 12.956 D-Limonene CioH1s 3835307 3.59 3.23
8 27.159 Gama-cadinene CisHas 2518912 2.36 2.65
9 23.620 Copaene CisHaa 3420774 3.20 2.59
10 29.490 Epoxid Il Humulene C15H240 3283182 3.07 2.24

A cromatografia gasosa é o método mais empregado para determinacao e
guantificacdo de compostos volateis ou volatilizaveis (Pinho 2009), podendo vir
acoplada ou ndo de um espectrémetro de massa (CG-EM) tornando mais acessivel
tanto a separacdo quanto a determinacdo dos compostos presentes em uma dada
amostra. Dentre os compostos mais comumente encontrados nos 6leos essenciais
estdo os terpenos, e dentro desses estdo 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Os
monoterpenos sdo compostos por duas unidades isopreno; ja 0s sesquiterpenos sdo
formados por trés unidades (Robbers et al. 1997; Simbdes 2004). Os compostos
majoritarios encontrados como monoterpenos foram mirceno e o limoneno, ja
sesquiterpenos:  1,1,3a-Trimetil-7-metilenodecahidro-1H  ciclopropala]naftaleno,
gama-muroleno, gama-cadineno e Copaeno. Ainda foram encontrados o0 m-
canforeno que é um diterpeno, o oxido de cariofileno e Humuleno epodxido Il sdo
sesquiterpenoides, o perillen (3-(4-Metil-3-penten-1-il)furano € um monoterpenoide,
pois possuem funcdes oxigenadas em suas estruturas. Tais resultados corraboram
com os resultados 6leo essencial formado por mono e sesquiterpenos nos frutos e

nas folhas publicado em varios trabalhos (Maggieri et al. 2015; Silva 2019).
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4.3 Avaliacao in silico

Inicialmente realizou-se a busca dos compostos majoritarios (ligantes)

utilizados (Tabela 2), na plataforma PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

Trata-se de uma ferramenta online onde podemos obter as estruturas em 2D ou 3D

dos compostos, como todos os 10 compostos analisados possuiam suas estruturas

nesse banco de dados nédo foi necessério a utilizagdo de nenhum programa para

desenho de suas das cadeias carbOnicas.

Tabela 2: Estrutura e nomes (oficial e usal) dos principais compostos do 6leo essencial das folhas de

Shinus terebentipholius Raddi.

Num o Nome comum Estrutura
Nome oficial (IUPAC)
7-methyl-3-methylideneocta-6-diene beta-Mycene /

. W
5-(6-methylhepta-1,5-dien-2-yl)-1-(4- m-Camphorene

2 methylpent-3 enyl)cyclohexene :7
1,1,3a-Trimethyl-7-

3 methylenedecahydro- I }
1Hcyclopropalalnaphthalene H L
3-(4-methylpent-3-enyl)furan Perillen

4

/\
0
(1S,4aS,8aR)-7-methyl-4-methylidene- gamma-
5 1-propan-2-yl-2,3,4a,5,6,8a-hexahydro- | Muurolene

1H-naphthalene
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(IR,4R,6R,10S)-4,12,12-trimethyl-9-

Caryophyllene

methylidene-5- oxide

oxatricyclo[8.2.0.04,6]dodecane

1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyclohexene D limonene

(1S,4aR,8aR)-7-methyl-4-methylidene- | gamma

1-propan-2-yl-2,3,4a,5,6,8a-hexahydro- | cadinene

1H-naphthalene

1,3-dimethyl-8-propan-2- Copaene

Itricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-ene

(1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-tetramethyl-12- . o

oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3,7-diene Humulene [~ =

/ \

epoxide Il !

Fonte: Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

4.3.1 Predicao ADMET

Os parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos avaliados foram obtidos nos

resultados apresentados nas tabelas 3.
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Tabela 03. Parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos avaliados pela ferramenta SwissADME®

COMPOSTOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Parametros.

Massa molecular 136.23 27247 204,35 150,22 204,35 220,35 136,23 204,35 190,32 220,35
(9/mol)

Fracéo C 0,40 0,60 0,87 0,40 0,73 0,87 0,60 0,73 0.86 0,73
sp3

Num. Ligacdes 4 7 0 3 1 0 1 1 1 0
rotacionaveis

Num. aceitadores 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1

de ligde H

Num. doadoresde 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
lig.de H

Refratividade 48.76 94,24 66.88 47.24 69.04 68.27 47.12 69.04 67.14 94.24
Molar

TPSA (A2 0.00 0,00 0,00 13,14 0,00 12,53 0,00 0,00 0,00 12,53
Lipofilicidade 3,43 6.00 4.47 2.84 4.18 3.68 3.37 4.18 4.30 6.00
Log P

Solub agua Soldvel Moder.  Solavel  Solivel Moder. Soldvel  Soluvel Solavel Soltvel Moder.
Log S Solavel Solavel Solavel

das

Nesses parametros analisados que descrevem uma visdo geral
estruturas, podemos observar a massa molecular (MM), dentro dos parametros de
até 500D. Esta é uma propriedade importante na descoberta de drogas de
moléculas pequenas, porque pode impactar varios eventos moleculares, como
absorcdo, taxa de eliminacdo da bile, penetracdo na barreira hematoencefélica,
interacbes com alvos (dentro e fora dos alvos) (Lagorce 2017). Para os compostos
analisados, nenhum ultrapassou a quantidade de 10 ligacbes rotacionaveis.
Referente ao numero de ligagBes rotaciondveis, que sao ligacdes simples de
fragmento aciclico, ligado a um atomo diferente de hidrogénio, esse parametro foi
adicionado por Veber (2002), que realizou estudo onde comprovou que 0 aumento
da rigidez da molécula esta diretamente ligado ao numero de ligacbes rotacionaveis
e que ele podera interferir na absorgéo.

A area de superficie polar topolégica (TPSA), todos os compostos avaliados
estdo em conformidade, pois possuem area de superficie polar igual ou inferior a
140 A. Importante relacionarmos a contagem de ligacdes rotacionais e o TPSA,

considerando o enxofre e o fésforo como atomos polares, pois € um descritor util em
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muitos modelos e regras para estimar rapidamente algumas propriedades do ADME,
especialmente no que diz respeito ao cruzamento de barreiras biolégicas, como
absorcao e acesso ao cérebro (Daina 2016).

Como o numero de aceitadores de ligacdes de hidrogénio ( hydrogen bond
acceptors - HBA) e numero de doadores de ligacdes de hidrogénio ( hydrogen bond
donors - HBD) possuem valores menores que 12 com relacdo assim moléculas com
mais HBA do que HBD tém um perfil ADME-Tox mais favoravel, uma vez que um
grande numero de HBDs podem implicar em baixa permeabilidade, absorcdo e
biodisponibilidade (Lipinski 2016).

Para a saturacdo, a propor¢do de Csp?® carbonos hibridizados sobre a
contagem total de carbono da molécula (Fracdo Csp?) deve ser de pelo menos 0,25,
sendo assim todos os compostos dentro dos parametros.

A lipofilicidade de uma molécula pode interferir na interacdo com uma
proteina e sua capacidade de passar através de uma membrana celular, valores
muito altos podem causar a retencdo da molécula nas biomembranas, devido a alta
lipossolubilidade, ao passo que valores muito baixos dificultam a difusdo pela
membrana (Waring 2020). O coeficiente de particdo entre N-octanol e agua (log
Po/w) é o descritor classico para Lipofilicidade, onde é calculado o log P, o
SwissAdme fornece o resultado em seis formas diferentes para o valor de Log P
(Daina, 2016). Dos resultados obtidos nenhum composto teve um valor superior a 6.
Sobre a solubilidade em agua, 3 compostos (Metacanforeno, Gamma- muroleno e
Epoxido Humuleno Il) apresentaram uma moderada solubilidade e os demais
sollveis, como nenhum composto apresentou insolubilidade, é importante porque
facilita muitas atividades de desenvolvimento de medicamentos, principalmente a
facilidade de manuseio, formulacdo e absorcao (Ritchie 2013).

A refratividade molar (RM) é um descritor relacionado ao tamanho da
molécula, todos os compostos apresentaram baixos valores. A refratividade molar
(RM) é um descritor relacionado ao tamanho, sendo definida como o volume molar
corrigido pelo indice de refragdo (Sant'anna 2002; Roy et al. 2015) e esta
diretamente relacionada ao ajuste da molécula a seu sitio receptor. Dunn (1977)
sugeriu a existéncia de uma relacdo entre o valor de MR e a conformacao
tridimensional da estrutura molecular de farmacos.

Na tabela 4 sdo apresentados os resultados relacionados a farmacocinética,

druglikeness e Quimica Medicinal.
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Tabela 04. Parametros Farmacocinéticos, Druglikeness e Quimica Medicinal. SwisSsADME®

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Farmacocinético

Absorcdo Gastro- Baixa Baixa Baixa Alta Baixa Alta Baixa Baixa Baixa Alta
intestinal (HIA)

BBB permeante Sim Nao Nao Sim  Nao Sim Sim Nao Sim Sim
P-gp substrato Ndo  Néo Nao Nao Néo Nao Nao Nao Nao Nao
CYP1AZ2 inibidor Ndo Sim Nao Sim  Nao Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
CYP2C19 inibidor Ndo Nao Sim Ndo  Sim Sim Né&o Sim Sim Né&o
CYP2C9 inibidor Ndo  Sim Sim Ndo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
CYP2D6 inibidor Ndo Nao Nao Ndo Néo Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
CYP3A4 inibidor Ndo Nao Né&o Ndo Néo Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
Log Kp (permeagdo  -4.17 -294  -410 -4.94 -4.49 -5.12  -3.89 449 437 -294
da pele) cm/s

Log Kp (permeagdo  -0,63 -0.51 -1.20 -1.08 -0.73 -1.41  -0,81 -0.73  -1.03 -1.01

da pele) cm/h*

Com relacdo aos parametros farmacocinéticos a absorcédo gastrointestinal
(HIA) e a penetracao cerebral (blood-brain barrier — BBB), compostos 4, 5 e 10
demonstram possuirem alta HIA, enquanto os compostos 1, 4, 6, 7, 9 e 10
apresentaram alta BBB, os compostos que possuem alta HIA e alta BBB, podem ter
efeitos farmacologicos no SNC (Araujo et al. 2018).

O conhecimento sobre os compostos serem substrato ou ndo-substrato da
glicoproteina de permeabilidade (P-gp) é fundamental para avaliar o efluxo ativo
através de membranas biologicas. (Montanari 2015). Observou-se que nenhum
composto do 6leo agiu como substrato, tendo assim maior possibilidade de atividade
biolégica. Houve interacdo com as isoformas CYP2C9 e CYP1A2, sendo a maioria
de respostas positivas, e, os compostos 3, 5, 6, 8 e 9 foram inibidores desses dois
citocromos. Um dos principais papéis da P-gp € proteger o sistema nervoso central
(SNC) das substancias quimicas estranhas ao organismo humano. Também é
importante ressaltar que a P-gp é expressa em algumas células tumorais e leva a
canceres multirresistentes (Szakacs 2008). Nos resultados temos que nenhum
composto agiu como seu substrato, tendo assim maior possibilidade de atividade

biologica.
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Com relacdo ao parametro de permeacdo da pele (skin permeation), tem-se
Kp linearmente correlacionado com tamanho molecular e lipofilicidade. Este
parametro esta relacionado a absorcéo sistémica de drogas apds a administracdo
transdérmica (Sobanska et al. 2021). Quanto mais negativo for o log Kp (com Kp em
cm/s), menos permeavel a pele € a molécula, ja que se considera uma molécula
permeéavel com valor de log Kp superior a -2,5 cm/h (Awadelkareem et al. 2022). os
resultados mostram que todos os compostos apresentam uma boa penetracdo na
pele.

Druglikeness €& traduzida como semelhanca com drogas, e, avalia
gualitativamente a chance de uma molécula se tornar um medicamento oral em
relacdo a biodisponibilidade. Neste estudo, os compostos ndo apresentaram
violagOes para os filtros de Lipinski e Veber. No entanto, houve violagdes nos filtros
Egan (compostos 2 e 10), Ghose (ligantes 1, 2, 4, 7 e 10) e em Muegge com todos
0s compostos violando suas regras, mas considerando no geral que apenas
ocorreram no maximo 2 violacdes, podemos acreditar que 0os compostos tem boa
biodisponibilidade, pois no parametro de Bioavailability Score (escore de
biodisponibilidade) todos apresentaram um bom valor, como essa pontuacao
depende da carga total, TPSA, da violagéo as regras de Lipinski ela procura prever a
probabilidade de um composto ter pelo menos 10% de biodisponibilidade oral em
rato ou permeabilidade mensuravel de Caco-2 (Daina 2017)

No parametro de escore de biodisponibilidade (bioavailability score) todos
apresentaram valores de 0,55. Na secdo de Quimica Medicinal, PAINS (pan assay
interference compounds) que sdo compostos que causam alguma interverencia, nao
houve alertas. Esses métodos de reconhecimento de padrdes permitem a
identificacdo de fragmentos potencialmente problematicos, para compostos de
interferéncia de ensaio tanque, também conhecidos como rebatedores frequentes ou
compostos promiscuos (PAINS), que sdo moléculas contendo subestruturas que
mostram uma resposta potente em ensaios independentemente da proteina alvo.
Tais fragmentos, produzindo resultados biolégicos falsos positivos, foram
identificados por Baell et al. (2010), o Alerta Estrutural de Brenk, que consiste em
uma lista de 105 fragmentos identificados por Brenk et al. (2008), como
supostamente toxico, quimicamente reativo, metabolicamente instavel ou com
propriedades responsaveis por uma farmacocinética deficiente (Daina 2017), tais

resultados podem caracterizar uma possivel instabilidade metabdlica.
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Na mesma secdao, houve o Alerta Estrutural de Brenk em todas as moléculas,
com a presenca de alqueno isolado, nos compostos 2 e 9 ainda aparecem polienos
e no composto 6 trés membros de heterociclicos. No conceito de similaridade de
Leadlikeness, todas as moléculas apresentaram violagbes, principalmente
relacionadas ao peso molecular, exceto as moléculas 2 e 10 que violaram o
parametro de XLOGP (Tabela 4).

A acessibilidade sintética (Synthetic accessibility - SA) é um fator importante a
ser considerado nesse processo de sele¢céo considerando SA Score variando de 1
(muito facil) a 10 (muito dificil), mostra que todos possuem uma boa acessibilidade
sintética, com o composto 4 com maior facilidade e a molécula 2 com a menor
facilidade a acessibilidade sintética (Synthetic accessibility - SA) é um fator
importante a ser considerado nesse processo de selecdo. Ertl e Schuffenhauer
(2009) propuseram uma abordagem baseada em impressédo digital para estimativa
de SA, mas incluindo informacdes de cédigo fechado sobre a definicdo de impressao
digital, assim foi desenvolvido um método analisando mais de 13 milhdes de
compostos entregues imediatamente pelos fornecedores. Esses fragmentos mais
frequentes e comuns indicam uma alta SA.

Na avaliacdo do efeito toxicolégico dos candidatos a farmacos, utilizou-se a
plataforma Protox Il (https://tox-new.charite.de/protox_II/) (Tabela 5). Observou-se
que o perilen (4) possui uma classificagdo mediana na classe de toxicidade, assim
como a menor taxa de LDso. O metacanforeno (2) foi o Unico classificado como ativo
para hepatotoxicidade, que é uma lesdo hepatica causada por ingestao, inalacdo ou
administracdo parenteral de agentes farmacoldgicos ou quimicos. E os compostos
muroleno (5), cariofileno (6) e cadineno (8) apresentaram atividade imunotoxicidade,
tal parametro representa substancias quimicas que alteram o funcionamento do
sistema imunolégico apos a exposi¢ado, sendo chamadas de imunotoxinas.

Enquanto, para os parametros de mutagenicidade e citotoxicidade foram
todos inativos. O metacanforeno foi o0 Unico classificado como ativo para
hepatotoxicidade, que € uma lesdo hepatica causada por ingestdo, inalagdo ou

administracdo parenteral de agentes farmacoldgicos ou quimicos.
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Tabela 05 - Parametros de Toxicidade obtidos no Protox Il

Compostos
Parametros
LD50 previsto
mg/kg

Classe de
toxicidade
prevista (GHS)
Hepatotoxicidade
Carcinogenicidade
Imunotoxicidade
Mutagenicidade

Citotoxicidade

1

5000

inat
inat
inat
inat

inat

2

1190

ativo
inat
ativo
inat

inat

3

5000

inat
inat
inat
inat

inat

4

104

inat
inat
inat
inat

inat

5

4400

inat
inat
inat
inat

inat

5000

inat
inat
ativo
inat

inat

4400

inat
inat
inat
inat

inat

4400

inat
inat
ativo
inat

inat

3700

inat
inat
inat
inat

inat

10

5000

inat
inat
inat
inat

inat

A tabela 6 mostra os resultados obtidos através da submissdo dos

compostos a teste de toxicidade na plataforma Preadmet, a fim de comparacao e

identificacdo de suas caracteristicas, onde se observou que somente o composto 8

(cadineno) ndo € mutagénico. No teste de carcino rat todos foram positivos e no

carcino mouse foram positivos 0os compostos 2, 4, 6 e 10.

Tabela 06 Teste de toxicidade Plataforma Preadmet.

Compostos
Parametros
Teste Ames
Carcino mouse
Carcino rat

Herg inibicéo

1

mut.

negat
posit

m.r.*

2

mut.
posit
posit

m.r.

3

mut.

negat
posit

m.r.

4

mut.
posit

posit

m.r.

5

mut.

negat

posit

m.r.

mut.
posit
posit

m.r.

mut.
negat
posit

m.r.

néo
negat
posit

m.r.

mut.
negat
posit

m.r.

10

mut.
posit
posit

m.r.

*m.r =médio risco

Os resultados obtidos na plataforma Preadmet demonstraram inibicdo de

hERG (gene humano ether-a-go-go), que € um modelo usado para avaliacdo do

risco pro-arritmia cardiaca, pois o bloqueio dos canais hERG K* esta intimamente

associado a arritmia cardiaca letal. A importancia da ndo inibicdo do ligante deste
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canal marcou o hERG como um dos mais importantes anti-alvos a serem
considerados nas fases iniciais do processo de desenvolvimento de farmacos (Braga
2015; Braga 2014), nesse caso a plataforma mostra que 0s compostos apresentam
médio risco.

Nos resultados de mutagenicidade usando o teste de Ames, que € um método
simples para testar a mutagenicidade de um composto usando varias cepas da
bactéria Salmonella typhimurium. Esta bactéria carrega mutacdes em genes
envolvidos na sintese de histidina, de modo que requer histidina para crescer. A
variavel que esta sendo testada é a capacidade do mutagénico de causar uma
reversao ao crescimento (Ames, 1972). Apesar do resultado ter apresentado apenas
0 copaeno como nao-mutagénico, esse teste de mutagenicidade ndo é desejavel
como teste Unico, porque é menos sensivel do que um teste especifico de mutacéo
(por causa das muitas mutacfes espontaneas de varios tipos) e pode, em casos
especiais, ndo funcionar em todos (Ames et al. 1973). Nos testes de Carcino Mouse
e Rat sdo observados a toxicidade que pode causar cancer no corpo. Geralmente o
teste de carcinogenicidade requer muito tempo (geralmente 2 anos), atualmente
apenas meétodos de teste in vivo sdo estabelecidos. Normalmente, o teste usa
camundongos ou ratos, expondo-0s a um composto. E a varidvel a ser observada é
a existéncia de cancer. O PreADMET prevé o resultado de seu modelo, que é
construido a partir dos dados do NTP (National Toxicology Program) e do US FDA,
gue sao os resultados dos testes de carcinogenicidade in vivo de camundongos e
ratos por 2 anos. (Pimentel 2017). Uma previsdo positiva indica que ndo ha
nenhuma evidéncia de atividade carcinogénica, no caso de carcinogenicidade no
rato todos os compostos analisados apresentaram uma previsao positiva. Outros
compostos investigados foram previstos como negativos, 0 que significa que ha
evidéncia de atividade carcinogénica em camundongos que foram os casos dos
mirceno, ciclopropanaftaleno, gama-muroleno, d-limoneno, gama cadineno e

copaeno.

4.3.2 Ancoramento Molecular

Para que o resultado do programa de docking seja “aceitavel”’, as estruturas

que passaram pelo processo de redocking, devem apresentar um valor de raiz
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quadrada do desvio médio quadratico (RMSD) de até 2 A com a estrutura

cristalografica do ligante. O RMSD calculado através do site DockThor estdo na

tabela 07.

Tabela 07 — Valores do RMSD calculado no site DockThor.

PROTEINA LIGANTE CRISTALOGRAFICO RMSD (A)
3N8X Nimesulida
0,740
5KIR Rofecoxibe
1,139

De acordo com os resultados de redocking obtidos, consideramos que o

protocolo de docking adotado foi considerado adequado (Castro-alvarez 2017).

As tabelas 8 e 9 apresentam os valores da energia de ligacdo calculadas

através dos valores de AGbind (kcal/mol) com o uso do Autodock Vina e Dockhtor, e

o valor da constante de ionizacéo (Ki).
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interacao cicloxigenase-ligante COX-1(3N8X - Ligante cristalografico Nimesulida)

Tabela 08 - Valores de docking score (kcal/mol), obtidos com Vina.exe e DockThor para a

Proteina

Ligante

AGbind
(kcal/mol)

Vina

Ki
uM

AGbind
(kcal/mol)
Dockthor

Aminoécidos
Interagindo com
Lig. de
Hidrogénio

Aminoécidos que fazem

interacdes hidrofdbicas

COX-1
(3N8X)

Muroleno

-8,781

0,365

-9.225

Phe518, 11523, Ser530,
Gly526, Val349, Ala527,
Tyr355, Ser353, Leu352

Canforeno

- 8,130

1,097

-10.713

Phe518, Tyr385, Gly525,
Trp387, Leu384, Leu352,
Leu359, Leu531; Phe381,
Ser530, lle345, Val349,
Leu331, Valll6, Metl113,
Arg120, Tyr355, Ser353,
1le523, Ala527

Rofecoxib

-7,974

1,427

-9.941

lle 517
His 090
Ser 530 (HOH 14)

His513, GIn192, Ser516,
Leu352, Tyr355, Ser353,
Val349, Ala527, Met522,
lle523, Phe518, Ser516.

Diclofenaco

-7,742

2,111

-9.294

Serl20

Tyr385, 387 e 355;
Ser530 e 353; Met522,
Leu352, Ala527, Trp387,
Val349, lle523, Phe518

Nimesulida*

-7,725

2,176

-9.405

Arg 120

Ser 530 (HOH 14)

Trp387, Ala527, Gly526,
Val349, Leu531, Leu359,
Tyr3ss, lle523, Seras3,
Leu352, Phe518, Met522

Cadineno

- 7,439

3,52

-9.242

Tyr355, Leu531, lle523,
Ser353, Phe518, Leu352,
Ser530, Ala577 e Val349

Limoneno

- 7,025

7,081

-8.490

Trp387, Ser530, Ala527,
Gly526, Phe518, Met522
1le523, Leu 352.

Perillen

- 6,529

10

-8.720

Tyr355, Ser353, lle523,
Phe518, Leu352, Gly526,
Met522, Trp387, Ala527,

Ser530.

Mirceno

- 6,267

20

-8.272

Gly526, Leu384, Tyr385,
Ser530, Leu352, Phe518,
1le523, Val349, Trp387,
Ala527, Phe381.

Copaeno

- 6,055

30

-9.392

Ser530, Trp387, Val349,
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Tyr355, Arg120, Ser353,
lle523, Leu532, Ala 527,
Phe518.
Phe518, Leu532, Ala527,
-5,871 40 -9.858 Val349, Ser530, Arg120,
Ser353, Tyr355, 11e523.
Phe518, Ala527, 11e523,
Ser530, Val349, Leu359,
Arg120, Tyr355, Ser353,
Leu352.

Alab527, Ser530, 11523,
Oxido de Leu352, Tyr355, Phe518,
cariofileno 4,598 42 9608 Arg120, Ser353, Val349,

Gly526

Ciclopropanonaft

aleno*

Humuleno - 4,432 560 -9.378

Tabela 09 - Valores de docking score (kcal/mol), obtidos com Vina.exe e DockThor, para a interacéo

cicloxigenase-ligante COX2 (5KIR - Ligante Cristalografico Rofecoxibe)

Aminoacidos
AGbind ) ) ] o
. ] Ki AGbind Interagindo Aminoacidos que fazem
Proteina Ligante (kcal/mol) ) . ) .
Vi uM (kcal/mol) com pontes interacdes hidrofébicas

ina
Dockthor de Hidrogénio

Val349, Met522, Gly526,

Leu531, Ala527, Trp387,

Leu352, GIn192, Ser530,

Ala516, 1le517, Val523,

His90, Ser353, Arg513,
Tyr355.

Rofecoxibe - 10,494 0,020 -10.371 Phe518

Val349, Leu359, Arg120,

Ala527, Ser530, Gly526,

Leu352, Trp387, Val523,
His90, Ser353.

Nimesulida -9,417 0,014 -9.562 Tyr3ss

GIn192, Phe518, Ala527,
His90, Leu352, Val349,
Phe381, Phe209, Tyr385,
Phe205, Leu354, Ser530,
Trp387, Tyr348, Ser353,
Val523.

Canforeno - 9,356 0,138 -10.201

COX-2
(5KIR)

Ser353, Val349, Tyr355,

Ala527, Tyr348, Tyr385,

Diclofenaco -8,824 0,034 -9.373 Leu352 Gly526, Trp387, Ser530,

Met522, Val523, Phe518,
Val523.
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Cadineno

- 8,240

0,911

-9.417

Leu359, Arg120, Ala527,

Leu352, Val349, Ser530,

Tyr355, Ser353, Val523,
Leu531.

Muroleno

- 8,143

1,07

-9.488

Ser353, Val523, Tyr355,
Leu531, Ala527, Val349,
Leu352, Phe518.

Oxido de cariofileno

-7,391

3,818

-9.544

Arg120, Leu352, Tyr355,

Ser353, Val349, Ser530,

Ala527, Met522, Val523,
Phe518, Gly526.

Copaeno

-7,388

3,83

-9.524

Ser353, Leu352, Arg120,
Ala527, Tyr355, Gly526,
Trp387, Phe518, Ser530,
Met522, Val523, Val349.

Limoneno

-6,671

10

-8.486

Ser 353, Val523, Phe518,
Leu352, Met522, Ser530,
Gly526, Tyr385, Trp387.

Humuleno

- 6,457

10

-9.450

Leu531, Ser353, Tyr355,

Leu352, Val523, Ser530,

Gly526, Val349, Ala527,
Arg120, Leu359.

Perillen

-6,402

20

-8.714

Ser353, Phe518, Leu352,
Met522, Ala527, Trp387,
Gly526, Ser530, Val523

Ciclopropanonaftaleno*

-6,284

20

-9.455

Ser353, Val349, Arg120,

Ala527, Gly526, Met522,

Val523, Leu352, Tyr355,
Phe518.

Mirceno

-5,877

40

-8.502

Tyr385, Ala527, Ser530,

Gly526, Met522, Phe518,

Val523, Leu352, Trp387,
Tyr348.

Ambas as tabelas mostram valores negativos para todas as moléculas

analisadas, em ambos os programas utilizados, segundo Guimaraes et al (2014),

valores negativos de AGbind representam interagées favoraveis do complexo

ligante-receptor. A constante de inibicdo (Ki), assim como a energia de docagem,

prediz informacdes sobre a estabilidade do complexo receptor-ligante formado,
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guanto menor Ki, maior a estabilidade do complexo e consequentemente, maior a
eficacia do ligante em inibir o receptor. As interacdes com os maiores valores foram
para os ligantes canforeno e muroleno, pelo Vina e o canforeno em ambas as
proteinas com o uso do DockThor, valores até maiores que dos compostos ja
utilizados no mercado com funcéo anti-inflamatoria. Essa interacado é importante ja
gue essa menor energia pode caracterizar uma maior inibicdo da Cox1l que esta
associada por exemplo ao aumento do risco de sangramentos e a danos no trato
gastrointestinal. Os inibidores seletivos e especificos de Cox2 foram desenvolvidos
na tentativa de diminuir a incidéncia dos efeitos adversos da inibicdo da Cox1, como
por exemplo os compostos aqui utilizados para comparacdo nimesulida e
diclofenaco (Brune 2004; Hilario 2006).

Nos valores encontrados para a Cox2 (Tabela 8), no Autodock Vina a menor
energia encontrada foi com o Rofecoxibe que é o seu ligante cristalografico, depois
dela temos as moléculas com menores valores: canforeno (-9,356 kcal/mol),
cadineno (-8,240 kcal/mol) e o muroleno (-8,143 kcal/mol). Demonstrando valores
proximos aos anti-inflamatdérios nimesulida e diclofenaco. Nos valores encontrados
para o DockThor, temos o menor valor para o canforeno (-10.741 kcal/mol). Os
valores calculados sdo diferentes entre os programas, que é justificado por eles
possuirem critérios diferentes de escore, o Autodock Vina mistura a funcdo de
pontuacdo baseada em conhecimento com a empirica (Trott; Olson, 2010) ja o
DockThor, programa web e gratuito, desenvolvido no Brasil, que usa a funcédo de
pontuacdo de campo de forca e ambos usam o algoritmo de busca estocastico
(Guedes; De Magalhaes; Dardenne, 2014). Na analise dos valores apresentados
pelo Autodock Vina o composto Oxido de Cariofileno, seria aquele que teria mais

seletividade para Cox2 pois é a molécula que possui maior diferenca no valor das
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energias de interacdes das duas proteinas (-7,391 com a Cox2 e - 4,598 com a
Cox1). Para o ibuprofeno, assim como para a maioria dos monoterpenos, observa-se
gue os valores de energia de interacédo sdo similares para as enzimas Cox1 e Cox2,
como em Romero, 2015.

Na analise das interacbes dos compostos com as proteinas, pode-se
relacionar maiores valores aquelas que possuem interacdes mais intensas, no caso
das ligacGes de hidrogénio, que ocorrem no Coxl com a nimesulida, rofecoxibe e
diclofenaco, mostrando ainda que no caso da nimesulida e rofecoxibe ter uma
interacdo forte com a agua presente no sitio ativo, fazendo a ponte entre o ligante e

o residuo Ser530 da proteina, figura 6.

P38 7(C)
Met522(C)
27(C)
1yS26(C)
PheS18(C ;
€13 L)1
7’ ‘ ]

Leu3s52(C 5
? o Sers30(C)
L C4 3 ¢ o
oz ; =
://n’l\" X &
278
¢
Ser3s3(C) . > ”’3‘,..299-"0
I1eS23(C) : 3 Hohl4(D) _Val349(C)
o o
2 \\
* * N
Tyr355(C 324
C
Leu359(C) &LU-QO
LeuS31(C)
Figura 06 — Interagbes hidrofobicas e pontes de hidrogénio (tracejado verde) LigPlot.

Complexo proteina/ligante — 3N8X e Nimesulida
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Assim podemos observar a importancia dessa molécula de agua permanecer
durante a preparacédo da proteina para o AM. (Rocha et al. 2018; Figueiredo et al.
2022). Dos ligantes analisados do OE, o muruleno apresentou menor valor de

interacdo com Cox1, sendo assim um forte inibidor e possuindo somente interacdes

hidrofobicas (Figura 7).

PheS18(C)
Oﬂ_ﬁ& %11;7512:;% Ser530(C)

Leu3s2(C
Gly526(C)
4
Ser3s3(C) "\ muroleno
e I ¢12
’ p- Val349(C)
Tyr355(C) Alas27(C)

Figura 07. InteragBes hidrofdbicas entre a Cox1 e Muroleno — LigPlot

A figura 8 mostra a localizac&o dos ligantes Nimesulida (Amarela) e Muroleno

(vermelho) na proteina Cox1, mostrando o encaixe do ligante com a proteina.
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Figura 08. Muroleno e Nimesulida Cox1 — ChimeraX

No caso da Cox2, o canforeno foi o0 composto que apresentou valores mais
baixos, apresentando também somente interagcdes hidrofobicas. Notou-se a
presenca de uma quantidade grande de residuos fazendo esse contato,

principalmente devido ao tamanho de sua molécula (Figura 09).
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Figura 09. Interag®es hidrofobicas entre a Cox2 (5KIR) e canforeno.

O o6xido de cariofileno apresentou valores distintos para as interacdes com
Cox1 e Cox 2, demonstrando ser mais inibidor de Cox 2 do que Cox 1 (Figuras 10 e
11), assim sendo um composto que requer uma maior atencdo para estudos em
sistema isolado, podemos observar as interacfes hidrofébicas ocorrendo entre os

residuos da proteina e a cada do ligante.
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Figura 10. Interagfes hidrofobicas da Cox 1 3N8X e OC
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Figura 11 Interag8es hidrofobicas Cox 2 5KIR e OC



56

Os residuos mais comuns como por exemplo a Tyr355, Tyr385, Arg120 sdo
alguns que varios estudos ja confirmaram como relevantes nas interacdes
envolvendo os referidos aminoacidos, apontando assim eles como alvos potenciais

na investigacao de inibidores Cox1 e Cox2 (Silva 2017).
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Capitulo 5

CONSIDERACOES FINAIS

As andlises in silico dos constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial
das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi indicam que as propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas, tal como a absorcéo oral, sdo sugestivas para bons
candidatos a farmacos, bem como o ancoramento molecular que demonstraram
suas boas interacdes proteina-ligante. Sendo o 6xido de cariofileno como o melhor
classificado em termos de resultados de maior inibicdo para Cox2 e menor para
Cox1 podendo, assim ser isolado e utilizado em novos estudos, principalmente in
vitro e in vivo para que possam corroborar com melhores resultados no tratamento

de tendinites.
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Anexo A

ANEXO A — Cromatograma do OE da Schinus terebentipholius Raddi obtido
por Espectrometria de Massa.
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