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RESUMO

A realizacdo de pesquisas cientificas voltadas para a investigacdo de mecanismos biologicos
subjacentes que possam justificar as propriedades terapéuticas atribuidas as plantas por uma
populacéo é de extrema importancia para a descoberta de novos farmacos. A propagacao de
informagdes sobre 0 manejo e uso de plantas para diversos fins é favorecida pela diversidade
vegetal, cultural e étnica presente em um pais. Na medicina popular brasileira, sdo relatados os
usos de varias espécies vegetais. Estudos mostram que a espécie Dysphania ambrosioides L.,
antes Chenopodium ambrosioides L., popularmente conhecida como Mastruz, € utilizada
tradicionalmente como estimulante respiratério no tratamento de doencas como bronquite,
asma, tosse, etc. Entre as substancias ja identificadas de D. ambrosioides, estdo presentes
metabdlitos com reconhecido valor medicinal pertencentes as classes dos monoterpenos e
flavonoides, que sdo considerados os principais responsaveis pelas propriedades medicinais
atribuidas a espécie. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo investigar o potencial
broncodilador de metabdlitos secundarios de D. ambrosioides, utilizando ferramentas
computacionais. O receptor muscarinico brénquico (4DAJ), um dos principais responsaveis
pela sinalizacdo da contracdo da musculatura lisa dos brénquios, foi submetido ao teste de
docking molecular com monoterpenos e flavonoides encontrados na espécie estudada. Os
resultados mostraram que todos os metabdlitos testados apresentaram afinidade de ligacéo pelo
receptor 4DAJ. Foi observado que para 0s monoterpenos a interacdo com a macromolécula
ocorreu apenas a partir de interacdes fracas do tipo de Van Der Walls e hidrofobicas, enquanto
os flavonoides também interagiram com a biomolécula a partir de ligag6es de hidrogénio, o que
resultou em um acréscimo de estabilidade nos complexos formados, com destaque para a
quercetina (AG® = -9,1 Kcal/mol). Desta forma, pode-se concluir que todos 0s monoterpenos e
flavonoides testados apresentam potencial para inibir a sinalizagdo celular para a contragédo da
musculatura lisa dos brénquios, o que pode fornecer uma possivel explicacdo para a eficacia
relatada pela populacdo no uso oral e inalatério da espécie no tratamento de doengas que causam
obstrucdo das vias aéreas.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides; mastruz; docking molecular; receptor
muscarinico 4DAJ; medicina tradicional.



ABSTRACT

Conducting scientific research focused on investigating the underlying biological mechanisms
that may justify the therapeutic properties attributed to plants by a population is of utmost
importance for discovering new drugs. The dissemination of information about plant
management and use for various purposes is facilitated by the botanical, cultural, and ethnic
diversity present in a country. In Brazilian folk medicine, the uses of several plant species are
reported. Studies show that the species Dysphania ambrosioides L., formerly known as
Chenopodium ambrosioides L. and popularly called “Mastruz,” is traditionally used as a
respiratory stimulant in the treatment of diseases such as bronchitis, asthma, and cough. Among
the identified substances from D. ambrosioides, there are metabolites with recognized
medicinal value belonging to the classes of monoterpenes and flavonoids, which are considered
the main contributors to the species’ medicinal properties. In light of this, the present study
aims to investigate the bronchodilator potential of secondary metabolites from D. ambrosioides
using computational tools. The bronchial muscarinic receptor (4DAJ), one of the main
responsible for signaling the contraction of the smooth muscles of the bronchi, was subjected
to molecular docking tests with monoterpenes and flavonoids found in the specie studied. The
results showed that all tested metabolites exhibited binding affinity for the 4DAJ receptor. It
was observed that for monoterpenes interaction with the macromolecule occurred primarily
through weak van der Waals and hydrophobic interactions. In contrast, flavonoids also
interacted with the biomolecule via hydrogen bonds, resulting in increased stability in the
formed complexes, with quercetin standing out (AG® = -9.1 kcal/mol). Therefore, it can be
concluded that all tested monoterpenes and flavonoids have the potential to inhibit cell signaling
for the contraction of bronchial smooth muscles, which may provide a possible explanation for
the efficacy reported by the population in oral and inhalation use of the species in the treatment
of diseases that cause airway obstruction.

Keywords: Chenopodium ambrosioides; mastruz; molecular docking; bronchial muscarinic
receptor 4DAJ; traditional medicine.
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1 INTRODUCAO

A disponibilidade de recursos vegetais é considerada uma condicdo essencial para a
sobrevivéncia do ser humano desde as primeiras civilizagdes. A propagacédo de experiéncias de
uso passadas de geracdo em geracdo e a realizacdo de estudos voltados para a obtencéo de
informagdes sobre propriedades medicinais e nutricionais das plantas sdo considerados fatores
determinantes para a correta utilizacdo destas espécies pela populacdo (Pilon et al., 2020).

Na regido Nordeste do Brasil a utilizacdo de plantas medicinais € recorrente, sendo o
uso tradicional de espécies vegetais como recurso terapéutico favorecido devido a grande
diversidade vegetal, cultural e étnica presente no pais, que resulta no acimulo e propagacéo de
informac@es sobre 0 manejo e uso (Brasil, 2016).

Pesquisas etnobotanicas ja realizadas evidenciam o uso de varias espécies de plantas, as
quais sdo atribuidas propriedades terapéuticas, principalmente no tratamento de afeccGes
respiratorias (Mosca e Loiola, 2009; Beltreschi et al., 2019; Ferreira et al., 2021). As doengas
gue causam constricdo das vias aéreas sdo uma das principais causas de hospitalizacdes e mortes
no mundo. Estas doencas afetam principalmente a populacdo mais pobre devido a maior
exposicdo a fatores de risco e dificuldades de acesso a medicina convencional para diagndstico
e tratamento (Oliveira et al., 2022).

Diferentes métodos sdo utilizados na medicina convencional para prevenir e tratar
doencas respiratdrias, destacando-se 0 uso de vacinas, suporte ventilatorio e inalacdo. Além
disso, muitas plantas também fornecem compostos bioativos com efeito broncodilatador
(Oriola e Oyedeji, 2022).

Na medicina popular, a espécie vegetal Dysphania ambrosioides L., popularmente
conhecida como Mastruz, é considerada um estimulante respiratério, sendo amplamente
utilizada para o tratamento de bronquite, asma, catarro, tosse, influenza, etc. (Carvalho e Silva
etal., 2016). O uso tradicional da planta para o tratamento de sintomas como a dispneia envolve
a administracdo por via oral ou inalatéria de infusdes, maceracdes e decoccdes (Magalhées et
al., 2019).

As propriedades terapéuticas de uma planta estdo relacionadas as substancias
produzidas no seu metabolismo secundario que apresentam alto potencial de interacdo com
diferentes sistemas bioldgicos, atuando ligando-se a proteinas e outras biomoléculas do
metabolismo humano. Diante disto, muitos farmacos sdo desenvolvidos a partir da validacdo

das atividades bioldgicas e farmacoldgicas dessas moléculas bioativas, que pertencem a
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diferentes grupos quimicos, como compostos fendlicos, terpenos, alcaloides, entre outros
(Simdes et al., 2017).

A grande maioria dos medicamentos desenvolvidos na atualidade sdo derivados de
organismos Vvivos, sobretudo plantas, o que demonstra a importancia da realizacdo de estudos
na &rea de quimica de produtos naturais para a descoberta de novos farmacos. O conhecimento
sobre o uso tradicional de plantas medicinais pode desempenhar um papel relevante ao fornecer
evidéncias sobre as propriedades terapéuticas de diferentes espécies vegetais (Oriola e Oyedeji,
2022; Carneiro et al., 2014).

Na atualidade, diferentes métodos computacionais tém sido utilizados na investigacao e
descoberta do mecanismo de acao de novos farmacos. Entre estes métodos destaca-se o docking
molecular, que é uma ferramenta que permite simular o acoplamento de um ligante dentro do
sitio ativo de um receptor, podendo ser usado para prever a afinidade de ligacdo entre
biomoléculas ativas e seus potenciais alvos biologicos, possibilitando assim a avaliacao in silico
das interacGes intermoleculares realizadas e quantificagdo da energia envolvida na formacao do
complexo ligante-receptor (Pinzi e Rastelli, 2019).

Diante da importancia da realizacdo de estudos voltados para a descoberta de novos
farmacos e os relatos do uso tradicional de espécies vegetais no tratamento de doencas
respiratdrias obstrutivas, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial broncodilatador
de metabolitos secundarios presentes em D. ambrosioides por docking molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial broncodilador de substancias do metabolismo secundario da
espécie Dysphania ambrosioides L., avaliando a afinidade de ligacdo destes metabdlitos pelo
receptor colinérgico muscarinico M3 (PDB ID: 4DAJ).

2.2 Objetivos Especificos

e Fazer uma revisdo bibliografica sobre o perfil fitoquimico de D. ambrosioides;

e Analisar por docking molecular a afinidade quimica de metabolitos secundarios
presentes na espécie vegetal estudada pela macromolécula 4DAJ;

e Auvaliar a energia livre de ligacéo e os tipos de interaces intermoleculares envolvidas
na formacdo dos complexos proteina-ligante;

e Identificar os principais aminoécidos responsaveis pela interacdo entre o receptor

4DAJ e 0s metabdlitos no sitio de ligacéo.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos etnoboténicos realizados na regido Nordeste do Brasil relatam que Dysphania
ambrosioides L. € considerada um importante recurso terapéutico no tratamento de doencas que
causam constricdo das vias aéreas acarretando prejuizos a saude e bem-estar da populacgéo,
como asma, tosse, bronquite, etc. Embora D. ambrosioides seja amplamente conhecida e
utilizada na medicina popular, na literatura ainda sao apresentadas poucas informacgdes sobre o
potencial broncodilatador dos seus constituintes quimicos, 0 que evidéncia a importancia do
desenvolvimento de novas pesquisas voltadas para a investigacdo de mecanismos bioldgicos
subjacentes que possam justificar o uso tradicional desta espécie para tratar afeccGes

respiratorias.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Consideragdes sobre a familia Amaranthaceae e o género Dysphania R. Br.

Amaranthaceae é uma familia de plantas anuais ou perenes (Hussain et al., 2018) da
ordem Caryophyllales, que atualmente inclui a subfamilia Chenopodiaceae, sendo composto
por cerca de 180 géneros e 2.500 espécies, que geralmente se adaptam e resistem a altas
temperaturas, alta irradincia, ambientes &ridos e salinos, estando difundidas pelo mundo,
principalmente na América Central, América do Sul, Africa do Sul e Australia (Figura 1)
(Nazish et al., 2019).

Figura 1 — Distribuigdo geogréafica da Familia Amaranthaceae.
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Fonte: Adaptado de GBIF, 2023.

No Brasil sdo encontradas 145 espécies de Amaranthaceae, geralmente ervas e
subarbustos tropicais, sendo algumas plantas usadas para fins medicinais no tratamento de
afeccOes respiratorias, distdrbios gastrointestinais, diabetes, febre e doengas virais (Albino et
al., 2015). Muitas espécies também sdo consideradas importantes economicamente por
possuirem alto valor nutricional, sendo utilizadas na alimentacdo humana, como por exemplo,

Beta vulgaris subesp. vulgaris var. cicla (acelga), B. vulgaris subesp. vulgaris var. condutiva
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(beterraba), Amaranthus ssp. (amaranto), Chenopodium quinoa (quinoa) e Spinacia oleracea
(espinafre) que séo fontes de vitaminas (Ho et al., 2021).

Dentre os géneros de Amaranthaceae mais abundantes no mundo estdo: Atriplex L,
Gomphrena L., Alternanthera Forssk. e Chenopodium L. (Sandoval-Ortega et al., 2017). Este
altimo, € dividido em trés subgéneros: C. subg. Ambrosia A. J. Sccot, subg. Quenopddio e subg.
Blitum (L.) e possui uma historia de classificacdo complexa com propostas de varios tdxons
infragenéricos. Além disso, apds a descoberta da existéncia de uma linhagem independente de
plantas previamente colocadas no subgénero Ambrosia, ocorreu a transferéncia de algumas
espécies para o género separado Dysphania R. Br. (Mosyakin e Clemants, 2002 e 2008;
Fuentes-Bazan et al., 2012).

O género Dysphania, pertence a tribo Dysphanieae da subfamilia Chenopodioideae e é
composto por 50 espécies caracterizadas pela presenca de pelos glandulares e/ou glandulas
subsésseis amarelas ou alaranjadas, que possuem um odor caracteristico devido a concentracdo
de 6leo essencial em sua composicdo (Uotila et al., 2021). Entretanto, existe uma grande
variedade morfoldgica na anatomia foliar das espécies, que em sua maioria sdo plantas ruderais
ou consideradas invasoras, distribuidas geograficamente nos trépicos, subtropicos e em

ambientes quentes (Figura 2) (Grozeva e Cvetanova, 2013).

Figura 2 — Distribuicdo geografica do género Dysphania R. Br.
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Fonte: Adaptado de GBIF, 2023.
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4.2 Caracterizacgdo da especie Dysphania ambrosioides L.

Dysphania ambrosioides L. Mosyakin & Clemants, antes Chenopodium ambrosioides
L., é uma planta aromatica caracterizada pelo seu odor forte e considerado desagradavel,
popularmente conhecida no Brasil como mastruz, mentruz, erva-de-santa-maria e mastruco,
caracterizada como uma espécie arbustiva anual ou perene de até 1 m de altura, que possui
caule avermelhado e ramificado, folhas ovais dentadas, flores pequenas e sementes de coloragéo
esverdeadas (Figura 3)(Kasali et al., 2021).

Figura 3 — Dysphania ambrosioides L.

LR
N Vg
Fonte: Adaptado de GBIF, 2023.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera D. ambrosioides como uma das
plantas mais usadas no planeta, devido a ampla distribuicdo geografica da espécie,
principalmente em regides subtropicais e subtemperadas (Figura 4) e a grande quantidade de
beneficios terapéuticos a ela atribuidos. Na medicina popular, a espécie é utilizada como
diurético, anti-inflamatério, antiviral, antifingico, analgésico, antioxidante (Lacerda-Neto et
al., 2021), vermifugo, para tratar problemas gastrointestinais e cardiacos, diabetes, hipertensao

(Assaidi et al., 2019), bronquite, asma, tosse, etc (Carvalho e Silva et al., 2016).
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Figura 4 — Distribuicéo geogréfica de D. ambrosioides.

= Alta concentragio de espécies

} Concentragao Intermediaria de espécles

} Baixa concentragao de espécies

Fonte: Adaptado de GBIF Secretariat, 2023.

O uso popular de D. ambrosioides para os diferentes fins terapéuticos depende da parte
da planta, método de preparo e via de administracdo selecionados. No Brasil, estudos
etnobotanicos mostram que todas as partes da espécie sdo tradicionalmente usadas na medicina
popular, destacando-se a infusdo e a decocgéo das folhas para uso oral (Tabela 1) (Kandsi et
al., 2023).

Tabela 1 - Exemplos do uso popular de D. ambrosioides no Brasil.

Parte usada Uso popular Modo de preparo Aplicacéo
o . x Aplicacdo topica/
Folhas Cicatrizagao de feridas Suco/ Maceragéo plicag P
Bandagem
Planta inteira, . - x .
. Anti-helmintico Decoccdo e suco Via oral
partes aéreas
Planta inteira Maléria Infusdo e maceracéo Via oral
Folhas, o x
T T 5 Gastrite, Ulcera, vermes, dor de Suco, decocgdo, Via oral
- estdbmago, Ulcera e colica maceracao e infusdo
Planta inteira, Gripe, tosse, tuberculose e Suco, decocgédo
folhas, caules e > inffuenza infuséo, e macegra ’éo Via oral
raizes ¢
. . Infuséo, decoccéo e .
Partes aéreas Bronquite ¢ Via oral

suco

Fonte: Adaptado de Kandsi et al., 2023.
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Cerca de 330 compostos j& foram isolados e caracterizados de diferentes partes de D.

ambrosioides, principalmente da classe dos monoterpenos, componentes majoritarios do 6leo

essencial (OE), seguido por flavonoides, presentes em grande quantidade nos extratos

etandlicos e hidroalcodlicos da espécie (Kasali et al., 2021).

Varios compostos fenolicos ja foram identificados entre os metabolitos secundérios

presentes nas partes aéreas de D. ambrosioides, principalmente flavonoides e flavonoides

glicosidicos (Kandsi et al., 2023; Ghareeb et al., 2016). Entre as 18 espécies quimicas reveladas

por Kandsi et al. (2021) em extrato hidroetandlico da planta, estavam presentes em grande

abundancia: &cido siringico, &cido rosmarinico, canferol, quercetina, hesperetina, luteolina e

canferol-3-O-pentosideo (Figura 5).

Hesperetina

Figura 5—- Compostos fendlicos encontrados em D. ambrosioides.
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O OE extraido de diferentes partes de D. ambrosioides (caule, folhas e flores) é
considerado por pesquisadores como um dos principais responsaveis pelas propriedades
terapéuticas atribuidas a espécie (Sa et al., 2015). Essa atribuicdo se deve a presenca de
metabolitos com reconhecido valor medicinal em sua composicdo, entre eles Ascaridol,
Isoascaridol, p-cimeno, Limoneno e a-terpineno (Lacerda-Neto et al., 2021).

A constituicdo quimica e quantidade relativa dos componentes do OE de D.
ambrosioides podem apresentar variacGes significativas de acordo com o pais, época de coleta,
parte da planta e método de extracédo e analise utilizados (Sa et al., 2015). Entretanto, de acordo
com diferentes pesquisadores, a composicdo geralmente apresenta um alto teor dos
monoterpenos a-terpineno, p-cimeno, Ascaridol, Timol, 4-carene, Carvacrol e Isoascaridol
(Figura 6) (Kandsi et al., 2023).

Figura 6— Monoterpenos presentes no OE de D. ambrosioides.

H;C CH
Hs;C CHs 3 3 HsC CHs
H
H 0]
CHj;
o]
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CHs 4-careno CH,
Ascaridol Isoascaridol Timol
HiC. _CHs HiC_ _CHs  HsCi_ CHs  HsC  _~CHa
i OH
CH3 CH3 CHs CHs
o—terpineno p-cimeno Carvacrol Limoneno

Fonte: Adaptado de Kandsi et al., 2023.

As diferencas na composicéo quimica do OE de D. ambrosioides relatadas na literatura,
podem estar relacionadas a processos evolutivos, ecoldgicos, fisioldgicos e bioguimicos, por
exemplo, aisomerizacao térmica do Ascaridol em Isoascaridol e a auto-oxidagao do a-terpineno
que aumenta a concentracdo de outros componentes (Degenhardt et al., 2016; Lacerda-Neto et
al., 2021).
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Estudos fitoquimicos realizados no Brasil mostraram variacbes qualitativas e
quantitativas na composicao do OE de D. ambrosioides: Ascaridol (80%) (Jardim et al., 2008);
Ascaridol (49,77%) e p-cimeno (42,32%) (Degenhardt et al., 2016); a-terpineno (54,09%) e
Ascaridol (15,13%) (Bezerra et al., 2019); a-terpineno (30,53%), Timol (18,11%) e o-cimeno
(13,68%) (Pereira-de-Morais et al., 2020).

Além dos componentes fendlicos e volateis, outras classes de substancias também estéo
presentes no metabolismo secundario de D. ambrosioides. Na literatura, pesquisadores relatam
a identificacdo de compostos bioativos pertencentes a diferentes grupos quimicos, como
esterois, acidos organicos, tocoferdis, alcaloides e cumarinas (Figura 7) (Kandsi et al., 2023;
Quaresma et al., 2021).



Figura 7 - Compostos quimicos isolados de D. ambrosioides.
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4.3 Doencas respiratorias e broncoconstricao

O sistema respiratorio humano é formado por varios 6rgaos e estruturas especificas
divididos entre o trato respiratdrio superior e o trato respiratério inferior. Os brénquios,
diafragma e pulmdes estdo localizados no trato respiratério inferior e podem ter suas funcdes
comprometidas por diversos tipos de doengas restritivas e obstrutivas. Atualmente, entre as
doencas respiratdrias mais frequentes estdo: doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma,
tuberculose, bronquite, pneumonia, gripe comum e COVID-19 (Oriola e Oyedeji, 2022).

A fisiopatologia das doencas respiratdrias obstrutivas esta relacionada a contracdo da
musculatura lisa dos brénquios, que causa o estreitamento das vias aéreas dificultando a
passagem de ar (Ventura et al., 2010). O mecanismo de contracdo e relaxamento, que causam
broncoconstricdo e broncodilatacdo, respectivamente, € controlado pela concentracao
intracelular de Ca?*, onde receptores colinérgicos regulam o tonus broncomotor (Reyes-Garcia
et al., 2018; Williams e Rubin, 2018).

A sinalizacdo celular para o broncoespasmo ocorre a partir da ativagdo do receptor
muscarinico de acetilcolina (M3) nos brbnquios, através da formacdo do complexo M3-
acetilcolina (Ach), onde o neurotransmissor regula indiretamente a abertura de canais iénicos a
partir da subunidade alfa da proteina G, que atua como um segundo mensageiro (Figura 8);
(Rodrigues et al., 2016).

Figura 8 — Mecanismo de acdo do receptor muscarinico M3.
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O tratamento convencional das doencas respiratdrias obstrutivas inclui o uso de
medicamentos, suporte ventilatorio e inalacdo (Oriola e Oyedeji, 2022). Os broncodilatadores
sdo medicamentos que auxiliam na desobstrucao das vias aéreas ao induzir o relaxamento do
mausculo liso e diminuir a acdo dos neurotransmissores que provocam o broncoespasmo (Vargas
etal., 2012).

Uma classe importante de broncodilatadores sdo os medicamentos anticolinérgicos
baseados na especificidade de agonistas e antagonistas dos receptores muscarinicos. O
Tiotropio (Figura 9), substancia que atua bloqueando o efeito da acetilcolina, é o farmaco

anticolinérgicos mais conhecido (Rodrigues et al., 2016).

Figura 9 - Tiotropio

_N+ —
O. NG
OH
O
=
0 S

Fonte: https://chemicalportal.ru/compounds/tiotropiya-bromid.

4.4 Docking molecular no desenvolvimento de farmacos

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novas tecnologias em conjunto com a
disseminacdo de informacg6es estruturais, quimicas e bioldgicas sobre moléculas bioativas e
possiveis alvos moleculares, tem levado a um aumento significativo do uso de abordagens in
silico no desenvolvimento de farmacos (Pinzi e Rastelli, 2019). Especificamente, métodos
computacionais de modelagem molecular tém desempenhado um papel importante em
pesquisas cientificas atuais, trazendo inimeros beneficios, como otimizacao de tempo e reducéo
de gastos (Bhagat et al., 2021).

Na area de Desenho Reacional de Farmacos Baseados em Estruturas (DRBE), o método
de docking molecular é amplamente utilizado para a avaliacdo da atividade farmacologica de
ligantes sobre um bioreceptor, que geralmente & uma proteina relacionada a fisiopatologia da
doenca para a qual se deseja desenvolver um tratamento. A técnica pode ser utilizada tanto para
o refinamento e otimizacdo de prototipos ja identificados, como também para a descoberta de

novas substancias bioativas (Morgon e Coutinho, 2007).
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O docking molecular, também conhecido como ancoragem molecular ou atracamento
molecular, tem como objetivo prever o posicionamento e as diferentes conformagdes espaciais
possiveis de uma molécula bioativa (ligante) dento do sitio ativo de um receptor alvo. Nesse
método, a energia envolvida na formacdo do complexo proteina-ligante mais estavel é
quantificada e pode ser usada para estimar a afinidade entre as duas moléculas (Pereira-Junior,
2021).

Existem quatro diferentes metodologias de docking molecular: ligante rigido - proteina
rigida, ligante rigido - proteina flexivel, ligante flexivel - proteina rigida, e ligante flexivel -
proteina flexivel. Ao ser admitida a flexibilidade da proteina e do ligante simultaneamente,
maior sera quantidade de fungGes ou variaveis adicionadas, 0 que aumentard a demanda
computacional e o tempo requerido para o célculo, que usa um algoritmo de busca no espaco
conformacional para explorar os graus de liberdade conformacional, rotacional e translacional
das duas moléculas e uma funcdo de score que avalia a energia envolvida em cada modo de
ligagéo (Silva, 2023).

O processo de formacgédo do complexo proteina-ligante é guiado por efeitos entalpicos e
entropicos relacionados aos diferentes modos de ligacdo, sendo estes efeitos estimados a partir
daenergia livre de ligacdo de Gibbs (Morgon e Coutinho, 2007). A partir do célculo da variagdo
de energia das diferentes conformacfes possiveis do ligante dentro do sitio ativo do receptor
(Equacdo 1) é encontrado o modo de ligacdo que favorece a formacao do complexo mais estavel

ou de menor energia.

AGLigav;éo = Gcomplexo - (Greceptor - GLigante) (1)

onde AGLigacio COrresponde a variagdo da energia livre na formacgéo do complexo, Gcomplexo € @
energia livre do complexo formado, Greceptor & €nergia livre do receptor e Giigante @ €nergia livre
do ligante (Pereira-Junior, 2021).

O grau de afinidade e a especificidade da ligacdo entre o ligante e o receptor bioldgico
depende da quantidade e dos tipos de interacfes intermoleculares presentes, que podem ser mais
ou menos favoraveis a formacdo do complexo. Os tipos de interagcdes intermoleculares mais
comuns entre proteinas e ligantes sdo: interac6es de Van der Waals, hidrofobicas, eletrostaticas,

iOnicas, ©t- € ligacdes de hidrogénio. (Guryanov et al., 2016; Fokoue et al.,2020).
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5 METODOLOGIA

5.1 Selecéo do receptor e ligantes

Toda a pesquisa foi desenvolvida a partir de revisdes bibliograficas em areas como
quimica de produtos naturais, quimica medicinal e fitoquimica, usando diferentes ferramentas
de busca como Periddicos Capes, Scielo, Web of Science e Science Direct.

Inicialmente, os metabolitos ativos presentes em D. ambrosioides que seriam
submetidos ao teste de docking molecular foram selecionados através de busca em artigos
cientificos sobre o perfil fitoquimico da espécie estudada.

Por fim, o receptor bioldgico alvo foi escolhido com base na fisiopatologia de doencas
respiratorias que causam obstrucdo das vias aéreas. Segundo Rodrigues et al. (2016), o receptor
muscarinico de acetilcolina (M3) é um dos principais responsaveis pela sinalizacdo da
contracdo da musculatura lisa dos brénquios e, por isso, foi a proteina escolhida para ser
submetida ao teste de docking molecular com monoterpenos e flavonoides presentes em D.
ambrosioides (L.), grupos quimicos mais abundantes dentre 0s compostos quimicos ja

identificados na espécie (Kasali et al., 2021).

5.2 Tratamento do receptor

A estrutura do receptor muscarinico de acetilcolina (M3) foi obtida no banco de dados
Research Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB), com
resolucdo 3.4 A, através do codigo de identificacdo 4DAJ (Figura 10). Apos baixada, a estrutura
cristalogréfica foi tratada no software Chimera, através da remocdo do ligante cocristalizado
Tiotrdpio e dos demais artefatos necessarios para a realizacdo da ancoragem molecular, sendo

a proteina tratada salva em formato .pdb.



28

Figura 10 — Receptor muscarinico de acetilcolina M3 (PDB id: 4DAJ).

Fonte: Protein Data Bank, 2023.

5.3 Validagdo do método por redocking

Para assegurar que a metodologia in silico utilizada nesse trabalho consegue reproduzir
a pose bioldgica de um ligante dentro do sitio ativo do receptor selecionado, foi utilizado o
método de redocking. De acordo com Silva (2023), esse método de validacdo consiste em
submeter o proprio ligante ja cocristalizado na estrutura do receptor as mesmas condicfes de
ancoragem da metodologia selecionada para a realizagdo do docking molecular. O objetivo final
é reproduzir ao maximo o acoplamento original do ligante dentro do sitio de ligacdo em estudo,
sendo aceitas metodologias que apresentem valores de RMSD < 2,0 A em relagéo a estrutura
cocristalizada experimentalmente (Morgon; Coutinho, 2007).

Para validacdo do método utilizado, o complexo receptor-ligante redocado foi inserido
no programa Chimera, e sobreposto com o receptor cristalizado obtido no banco de dados
Protein Data Bank. Em seguida, toda a parte proteica foi retirada e calculou-se o Root Mean

Square Deviation (RMSD) entre as estruturas cocristalizada e redocada do Tiotrépio.
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5.4 Tratamento dos ligantes

Foram selecionados trés flavonoides (Luteolina, Canferol e Quercetina) e trés
monoterpenos (p-cimeno, 4-careno e Ascaridol) biossintetizados por D. ambrosioides para
serem submetidos a acoplagem molecular com o receptor 4DAJ. As moléculas foram
desenhadas utilizando o programa MarvinSketch, sendo adicionado os hidrogénios explicitos e
realizada a conversdo das estruturas para trés dimensdes (3D) antes das mesmas serem salvas

no formato .pdb.

5.5 Docking molecular

O receptor 4DAJ e os seis metabdlitos de D. ambrosioides selecionados foram
submetidos a acoplagem “proteina rigida-ligante flexivel” utilizando o programa Autodock
Vina acoplado ao software PyRx.

No procedimento experimental, a localizacdo do sitio de ligacdo foi baseada na posicao
do ligante Tiotrépio cocristalizado junto com a proteina disponivel no Protein Data Bank.
Desta forma, o tamanho do gridbox (Figura 11) foi ajustado no local do sitio de ligacdo nas
dimensBes em angstrom: X: 11.0016, Y: 10.0362 e Z: 10.0396 para englobar os aminoacidos
aspartato (147), tirosina (148 e 506), serina (151), triptofano (199), asparagina (507) e
metionina (509) que s&o considerados residuos chave para a interacdo da macromolécula com
o ligante usado como referéncia (Duarte, 2020).

Figura 11 — Gridbox construido no sitio de ligacdo do receptor 4DAJ.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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5.6 Analise dos Resultados

Depois de processado o docking molecular, o modo de ligagéo que favoreceu a formacéo
do complexo mais estavel, ou seja, de menor energia, foi usado para avaliar a afinidade dos
ligantes selecionados pelo sitio ativo do receptor 4DAJ. Para isso, no software Chimera, as
estruturas dos flavonoides e monoterpenos nas conformagdes mais estaveis foram complexadas
individualmente ao receptor 4DAJ tratado, sendo todos os complexos formados salvos no
formato .pdb. Em seguida, o programa Discovery Studio foi usado para analisar a interacao dos
ligantes com o sitio de ligacdo da proteina 4DAJ, sendo também definidos os aminoacidos

chave para a formagéo dos complexos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta pesquisa, foi utilizado docking molecular para estudar de forma computacional o
comportamento de metabolitos da espécie D. ambrosioides dentro do sitio ativo do receptor
muscarinico de acetilcolina M3 (4DAJ), macromolécula de destaque no mecanismo de
contracdo e relaxamento do musculo liso das vias aéreas. A partir do estudo in silico, foram
obtidas informagOes sobre a espontaneidade da formacdo do complexo 4DAJ-ligante
selecionado e possivel acdo anticolinérgica destas biomoléculas para atuarem como

antagonistas, competindo com a acetilcolina pelo sitio de ligacdo da proteina alvo.

6.1 Validagdo do método por redocking

O procedimento in silico utilizado neste trabalho foi validado através do redocking do
ligante de referéncia Tiotrépio com a macromolécula 4DAJ. Na tabela 2 sdo apresentados 0s
resultados obtidos para a ancoragem molecular. O RMSD de 1,78 A obtido mostra que a fungio
de pontuacdo utilizada pelo programa Autodock Vina no software PyRx é adequada para a
metodologia abordada e indica que o método pode ser utilizado para avaliar a afinidade de

ligacdo e interacdo do receptor 4DAJ com o0s outros ligantes selecionados.

Tabela 2 — Dados do redocking molecular.

Ligante Proteina (PDBid) RMSD AG®°

Tiotropio 4DAJ 1,78 A -9,4 kcal/mol

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Além disso, também pode ser observado que o complexo formado entre a proteina 4DAJ
e 0 Tiotropio apresentou energia livre (AG®) de -9,4 kcal/mol, 0 que mostra a existéncia de uma
grande afinidade e espontaneidade de ligagdo entre o sitio ativo do receptor muscarinico nos
brénquios e o broncodilatador comercializado, que atua como antagonista bloqueando o efeito
da acetilcolina.

Na Figura 12 é mostrada a sobreposicéo estrutural do Tiotropio cocristalizado junto com
a proteina (em cinza) e da conformacdo mais estavel do ligante obtida no procedimento de
redocking (em azul), sendo observado que o modo de ligac¢do no sitio ativo da macromolécula

4DAJ é similar ao original.
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Figura 12 — Sobreposicdo do Tiotrépio cocristalizado pelo redocado.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6.2 Afinidade de ligacéo entre os metabolitos de D. ambrosioides e o receptor 4DAJ

Os resultados dos calculos de energia realizados para as seis moléculas do metabolismo
secundario da espécie D. ambrosioides sdo mostrados na Tabela 3, onde pode ser observado
que para todos os metabdlitos analisados a formacdo do complexo com o receptor 4DAJ € um
processo espontaneo. Além disso, nota-se que a classe quimica dos flavonoides apresenta maior
afinidade de ligacdo pelo sitio-ativo do receptor bioldgico em comparacdo aos monoterpenos.
Dentre os flavonoides, a quercetina apresentou a menor energia de ligagdo com o alvo proteico
(-9,1 kcal/mol), valor proximo da energia calculada no procedimento de redocagem para 0
ligante cocristalizado (-9,4 kcal/mol).

Tabela 3 — Afinidade de ligacdo dos ligantes selecionados com o receptor 4DAJ.

Ligante Classe Quimica AGP® (kcal/mol)
p-cimeno Monoterpeno -6,5
4-careno Monoterpeno -6,7
Ascaridol Monoterpeno -7,0
Luteolina Flavonoide -8,2
Canferol Flavonoide -8,4

Quercetina Flavonoide -9,1

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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6.3 Resultados do docking molecular e andlise das intera¢Ges quimicas

Em Quimica Medicinal, mais especificamente na area de desenvolvimento de farmacos,
0 processo de reconhecimento molecular entre os ligantes e seus receptores bioldgicos pode ser
atribuido a formacdo de interacOes entre as duas estruturas. As interacdes intermoleculares
podem ser classificadas em: mediadas por forcas eletrostaticas propriamente ditas, que incluem
interacOes ion-dipolo e ion-ion, e as forcas de Van der Waals, que podem ser formadas entre
dipolos permanentes (Forcas de Keesom), entre dipolos permanentes e dipolos induzidos
(Forcas de Debye) e entre dipolos instantaneos e dipolos induzidos (Forcas de dispersdo de
London) (Fokoue et al., 2020).

Os principais tipos de interagdes intermoleculares presentes em sistemas bioldgicos sdo
as ligacdes de hidrogénio e as interacdes hidrofobicas (w-alquila/ alquila, n-c, e empilhamento
— m) formadas entre estruturas mais apolares. Em termos de energia, as ligaces de hidrogénio
sdo as interagdes mais fortes e importantes, enquanto as interagdes hidrofdbicas sdo
individualmente fracas, mas devido ao grande nimero de subunidades hidrofébicas presentes
nas estruturas dos aminoacidos e farmacos, auxiliam no reconhecimento dos ligantes e seus
receptores alvo (GUERRA, 2019).

Diante da importancia de se identificar e compreender as interacGes intermoleculares
que mediam o reconhecimento molecular em sistemas biolégicos, apds a realizagdo das
simulagfes de ancoragem molecular das substancias de D. ambrosioides dentro do sitio de
ligacdo do receptor 4DAJ, foram gerados mapas em duas dimensdes (2D) que ilustram os tipos
de interacdes intermoleculares que sdo realizadas entre a proteina alvo e o0s potenciais ligantes

testados no software Discovery Studio.

6.3.1 Interacdo entre o receptor 4DAJ e 0 p-cimeno

A ancoragem molecular do monoterpeno p-cimeno com o alvo molecular 4DAJ (Figura
13a) resultou em uma energia de ligacdo de — 6,5 kcal/mol, indicando que o ligante testado
possui afinidade pelo sitio de ligacdo do receptor muscarinico M3. Na Figura 13b sao
apresentadas as interagdes intermoleculares entre os residuos de aminoacidos do sitio ativo com
o ligante p-cimeno. E observada a formagao de interacées de Van der Waals com os residuos
ASN (507) e (152), PHE (239) e SER (151) ¢ interagdes hidrofobicas do tipo - alquila/ alquila
com os residuos ALA (238), TRP (199) e (503), VAL (155), TYR (506) e (148) e CYS (532) e


https://www.scielo.br/j/qn/a/z9ZYt7BxsMVCgLv8Wp7Fvnd/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/qn/a/z9ZYt7BxsMVCgLv8Wp7Fvnd/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/qn/a/z9ZYt7BxsMVCgLv8Wp7Fvnd/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/qn/a/z9ZYt7BxsMVCgLv8Wp7Fvnd/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/qn/a/z9ZYt7BxsMVCgLv8Wp7Fvnd/?format=pdf
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do tipo empilhamento -t com o anel aromatico do monoterpeno, a partir dos residuos TRP
(503) e TYR (148).

Figura 13 — Resultado do Docking molecular do monoterpeno p-cimeno. a) complexo formado pelo receptor

4DAIJ e o ligante; b) interagBes intermoleculares responsaveis pela formacao espontanea do complexo observado.
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@ Pi-Pi Stacked D Pi-Alkyl

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6.3.2 Interacéo entre o receptor 4DAJ e 0 4-careno

Os resultados obtidos para o docking molecular do monoterpeno 4-careno com a
macromolécula 4DAJ mostram que a formagdo do complexo proteina alvo-ligante representado
na Figura 14a também é favoravel energeticamente, apresentando energia de ligacdo de -6,7
kcal/mol, com indicativo de uma afinidade de ligagdo um pouco maior em relacao ao p-cimeno.
Na Figura 14b podem ser observadas os aminoacidos chave e os tipos de interagdes

intermoleculares presentes na formacgao do complexo.
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Figura 14 — Resultado do Docking molecular do monoterpeno 4-careno. a) complexo formado pelo receptor 4DAJ

e o ligante testado; b) interagGes intermoleculares responsaveis pela formacao espontanea do complexo observado.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Pode ser observado na figura 14b que as interac6es da macromolécula com o 4-careno
segue 0 mesmo padrdo observado para 0 monoterpeno p-cimeno, apenas com a formacéo de
interacdes fracas do tipo Van der Waals e hidrofobicas. Entretanto, a adicdo de interacdes
hidrofobicas do tipo m-o com 0s residuos TYR (529) e TRP (503) conferem uma maior

estabilidade ao complexo formado com o 4-careno.

6.3.3 Interacdo entre o receptor 4DAJ e o Ascaridol

Entre os monoterpenos avaliados, o Ascaridol apresentou a maior afinidade de ligacéo
pelo biorreceptor 4DAJ. A formagédo do complexo 4DAJ-Ascaridol mostrado na Figura 15a
apresentou energia livre de -7,0 kcal/mol, podendo também ser observado na Figura 15b que a
formacéo de interacGes de Van der Waals ¢ hidrofébicas do tipo n- alquila/ alquila ¢ n-c atuam

na estabilizacdo do complexo formado.
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Figura 15 — Resultado do Docking molecular do monoterpeno Ascaridol. a) complexo formado pelo receptor

4DA e o ligante; b) interagGes intermoleculares responsaveis pela formacéo espontanea do complexo observado.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6.3.4 Interagdo entre o receptor 4DAJ e a Luteolina

O acoplamento molecular do flavonoide Luteolina no sitio ativo do alvo proteico 4DAJ
apresentou energia livre de ligacdo de -8,2 Kcal/mol, mostrando que a formagéo do complexo
da Figura 16a € energeticamente favoravel. Como pode ser observado na Figura 16b, as
interacfes quimicas que conferem estabilidade a este complexo séo interagdes aromaticas do
tipo empilhamento T de elétrons, ligagdo de hidrogénio, interagdes de Van der Waals e 7-

alquila.
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Figura 16 — Resultado do Docking molecular do flavonoide Luteolina. a) complexo formado pelo receptor 4DAJ

e o ligante testado; b) interagGes intermoleculares responsaveis pela formacao espontanea do complexo observado.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

E observada uma maior afinidade de ligacdo da Luteolina pelo sitio de ligacdo da
macromolécula 4DAJ em comparagdo aos monoterpenos avaliados, principalmente devido a
formacdo de uma interagdo forte do tipo ligacdo de hidrogénio no residuo ASP (147). Além
disso, mais interaces do tipo de Van Der Waals e uma maior quantidade de interacGes
aromaticas estdo presentes na formacdo do complexo, incluindo trés interacbes de
empilhamento T de elétrons com os residuos TRP (503) e TYR (148) e (529).

6.3.5 Interacéo entre o receptor 4DAJ e o Canferol

O resultado extraido do docking molecular do flavonoide Canferol mostrou que a
formacgéo do complexo 4DAJ-Canferol mostrado na Figura 17a é energeticamente favoravel,
com energia de ligagdo de -8,4 Kcal/mol, o que evidenciou a existéncia de uma afinidade de

ligacdo desta molécula com o receptor biolégico muscarinico M3.
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Figura 17 — Resultado do Docking molecular do flavonoide Canferol. a) complexo formado pelo receptor 4DAJ

e o ligante testado; b) interagGes intermoleculares responsaveis pela formagao espontanea do complexo observado.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As interagfes intermoleculares que atuam na estabilizacdo do complexo e
reconhecimento da macromolécula pelo ligante sdo mostradas na Figura 17b. Sdo observadas
interacbes aromaticas dipolo-dipolo do tipo empilhamento -t e T formadas a partir dos
aminoacidos TRP (503) e TYR (148) e m-alquila com os residuos CYS (532), ALA (235) e
LEU (225), além de outros tipos de interacGes fracas. Entretanto, destaca-se a formacao de duas
interacdes fortes do tipo ligacdo de hidrogénio formadas entre a macromolécula 4DAJ com o
Canferol por meio dos residuos proteicos ASN (507) e SER (151) que sdo determinantes para

a boa estabilidade obtida na formagao do complexo.

6.3.6 Interacéo entre o receptor 4DAJ e a Quercetina

Entre as substancias do metabolismo secundario de D. ambrosioides que foram

submetidas ao teste de docking molecular, a Quercetina apresentou a melhor afinidade de
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ligagéo pelo receptor, apresentando energia livre de -9,1 Kcal/mol na formagdo do complexo
mostrado na Figura 18a.

Figura 18 — Resultado do Docking molecular do flavonoide Quercetina. a) complexo formado pelo receptor 4DAJ

e o ligante testado; b) interagGes intermoleculares responsaveis pela formacao espontanea do complexo observado.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Na Figura 18b podem ser observadas a quantidade e os tipos de interacfes que sdo
formadas entre a Quercetina e os residuos de aminoacidos no sitio de ligac&o do receptor 4ADAJ.
Nota-se mais uma vez a formacdo de uma grande quantidade de interacdes aromaticas
hidrofobicas do tipo m-alquila e empilhamento de elétrons. E observado também, de forma
semelhante ao que ocorreu com o ligante Canferol, a formacédo de duas interacgdes fortes do tipo
ligagdo de hidrogénio, desta vez ambas a partir do residuo ASN (507). Entretanto, a maior
quantidade de interacGes de Van der Waals presentes no complexo 4DAJ-Quercetina (AG® = -
9,1 Kcal/mol) em relagéo ao complexo 4DAJ-Canferol (AG® = -8,4 Kcal/mol), resultou em um

aumento expressivo da afinidade de ligagé&o.
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6.4 Analise dos resultados

Ao analisar os residuos chave para a interacao do receptor 4DAJ com os metabolitos de
D. ambrosioides testados, percebe-se uma maior similaridade entre a forma de interacdo dos
flavonoides e do Tiotropio em compara¢do com 0S monoterpenos.

Quando séo comparados os tipos de interagdes envolvidas na formagdo dos complexos
4DAJ-Monoterpeno e 4DAJ-Flavonoide é possivel observar que para os monoterpenos a
interacdo ocorreu apenas a partir de interacdes fracas do tipo de Van Der Walls e hidrofobicas,
0 que pode estar relacionado a menor polaridade da estrutura quimica destes ligantes em
comparacao aos flavonoides, que também interagem com o receptor a partir de ligacGes de
hidrogénio, que sdo energeticamente mais fortes e conferem um acréscimo de estabilidade na
formacéo dos complexos.

Embora as interagdes de Van Der Waals e do tipo hidrofébicas sejam consideradas
fracas individualmente, a soma das energias dessas interacGes contribui de forma significativa
para o reconhecimento molecular, diminuigdo da entropia do sistema e, consequentemente, para
a estabilizacdo dos complexos formados, acarretando também em uma boa afinidade de ligacédo
entre 0s monoterpenos e a proteina alvo (Silva, 2023).

Os flavonoides apresentaram uma maior afinidade relativa pela proteina 4DAJ devido a
forga das ligagBes de hidrogénio (H-X). Esse tipo de interagdo intermolecular é resultante da
atracdo de um atomo de hidrogénio H por um elemento de carater eletronegativo X, onde é
formada uma carga parcial positiva intensa sobre o atomo de H. A presenca de dipolos
acentuados faz com que seja necessaria uma grande quantidade de energia para causar ruptura

dessas interacOes (Fokoue et al., 2020).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo in silico realizada neste trabalho mostra que monoterpenos e flavonoides
encontrados na espécie D. ambrosioides (L.) podem se ligar a estrutura do receptor muscarinico
M3 (4DAJ), possivelmente atuando como antagonistas da acetilcolina pelo sitio ativo da
macromolécula, inibindo a sinalizagdo celular para a contracdo da musculatura lisa dos
brénquios, apresentando, portanto, uma potencial agdo broncodilatadora.

Analisando as energias livre de ligacdo resultante do acoplamento dos metabdlitos
secundarios da espécie D. ambrosioides (L.) no sitio de ligacdo do receptor 4DAJ pode ser
observado que a formacdo de todos os complexos proteina-ligante analisados é espontanea,
sendo formados diferentes tipos de interagdes entre ligantes e o sitio ativo do receptor bioldgico,
com destaque para a Quercetina que resultou na formagao do complexo mais estavel (AG® =
-9,1 Kcal/mol).

Os complexos formados entre a proteina alvo e os monoterpenos se deu a partir de um
conjunto de interacdes do tipo hidrofébicas e de Van der Waals, que embora sejam consideradas
individualmente fracas, desempenharam um papel importante no reconhecimento molecular e
diminuicdo da entropia do sistema. Na ancoragem dos flavonoides, além de interacdes fracas,
que também contribuiram para a diminuicdo da energia livre, foram observadas a formacéo de
interacdes fortes do tipo ligagdes de hidrogénio, o que resultou em uma maior estabilizacdo dos
complexos.

Na medicina popular, D. ambrosioides (L.) geralmente é utilizada no tratamento de
doencas respiratorias por via oral ou inalatéria. Uma possivel justificativa para a eficacia das
diferentes formas de administracdo da planta é que quando o uso ocorre por via inalatoria o
usuario disponibiliza compostos volateis (monoterpenos) para se ligarem ao receptor, enquanto
no uso oral o consumo inclui as duas classes, com provavel maior concentracdo de flavonoides,
devido a perda por volatilizacdo dos terpenoides.

Desta forma, conclui-se que todos os flavonoides e monoterpenos analisados neste
trabalho possuem potencial broncodilatador, o que pode ser um indicativo de que estas classes
guimicas sdo responsaveis pelas propriedades terapéuticas atribuidas a espécie no tratamento
de doencas que causam obstrucdo das vias aéreas. Entretanto, é necessaria a realizacdo de
experimentos in vitro e in vivo para avaliar aspectos farmacocinéticos e confirmar os resultados

apresentados nesta pesquisa.
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