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Resumo

A prevengdo de inflamagdes diversas impacta significativamente tanto nos custos financeiros do Sistema
Unico de Saude (SUS) quanto na qualidade de vida dos individuos. Dentro deste contexto, destaca-se a
fitoterapia, na qual diversas plantas medicinais apresentam propriedades anti-inflamatdrias. Entre essas
plantas, encontra-se a Caléndula officinalis, uma herbacea anual que varia entre 30 a 70 cm de altura e é
moderadamente pilosa. Frequentemente encontrada em jardins, apresenta variagdes de tamanho, cores que
vdo do branco-amarelado ao laranja escuro, e desenvolvimentos variados da corola. Cultivada durante
periodos quentes em solos leves, esta planta cresce rapidamente e floresce por longos periodos. Seus
compostos florais sdo popularmente reconhecidos por suas propriedades calmantes naturais para a pele,
além de agOes antimicrobianas, calmantes e cicatrizantes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar
um estudo de simulagdo computacional de 23 compostos presentes no extrato de caléndula com potencial acdo anti-
inflamatéria Trata-se de um estudo teérico, onde os objetos ou produtos sdo submetidos a procedimentos que
podem ser influenciados por certas variaveis em condi¢des controladas. Utilizou-se, na composi¢do do
estudo, o extrato glicolico das flores de Caléndula officinalis. Apos a simulagdo, observou-se que trés
componentes do extrato apresentaram resultados favoraveis ao receptor GABAA, que ¢ responsavel pela
acdo anti-inflamatdria e utilizado em modelos de inflamagao e ansiedade. Os compostos identificados foram
anteraxantina (CID5281223), com energia de afinidade de -8.2 kcal/mol; violaxantina (CID448438), com
energia de afinidade de -8.0 kcal/mol; e luteina (CID5368396), com valor de afinidade de -7.7 kcal/mol.
Em comparagdo, o Diazepam apresentou uma energia de afinidade de -6.3 kcal/mol. Esses resultados
indicam que todos os compostos estudados possuem energias de afinidade mais estaveis do que o ligante
de referéncia, o que pode justificar sua acdo inibitoria e direcionar futuros ensaios experimentais para

comprovacao.
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Abstract

The prevention of various inflammations significantly impacts the financial costs of the Unified Health
System (SUS) and the quality of life of individuals. Within this context, phytotherapy stands out, as several
medicinal plants have anti-inflammatory properties. Among these plants is Calendula officinalis, an annual
herbaceous plant that ranges from 30 to 70 cm in height and is moderately hairy. Often found in gardens, it
presents variations in size, colors ranging from yellowish-white to dark orange, and varied corolla
developments. This plant proliferates during warm periods in mild soils and blooms for long periods. Its
floral compounds are popularly recognized for their natural soothing properties for the skin and
antimicrobial, relaxing, and healing actions. In this context, this work aimed to conduct a computational
simulation study of the composition of calendula extract with the aim of its anti-inflammatory action. It is
a theoretical study where objects or products are subjected to procedures that can be influenced by certain
variables under controlled conditions. The glycolic extract of Calendula officinalis flowers was used in the
study's composition. After the simulation, it was observed that three components of the extract showed
favorable results for the GABAA receptor, which is responsible for the anti-inflammatory action and is used
in models of inflammation and anxiety. The compounds identified were antharaxanthine (CID5281223),
with an affinity energy of -8.2 kcal/mol; violaxanthin (CID448438), with an affinity energy of -8.0 kcal/mol;
and lutein (CID5368396), with an affinity value of -7.7 kcal/mol. In comparison, diazepam had an affinity
energy of -6.3 kcal/mol. These results indicate that all the compounds studied have more stable affinity
energies than the reference ligand, which may justify their inhibitory action and direct future experimental

assays for proof.
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1. INTRODUCAO

Na antiguidade muito antes do surgimento da escrita, os homens j& usavam as ervas para
fins medicinais, mesmo sem terem conhecimento cientifico sobre elas, na atualidade as plantas
medicinais sdo bastante utilizadas por uma boa parte da populagdo como um recurso medicinal
alternativo para tratamento de diversas doencas (Petrovska 2012; Nadaf et al. 2023).

A caléndula (Caléndula officinalis L.) ¢ uma planta herbacea anual (Fig. 1), pertencente a
familia Asteraceae, nativa do Mediterraneo, conhecida desde a antiguidade pelas propriedades
medicinais em suas flores (Mishra et al. 2018) geralmente cultivadas por egipcios, gregos, hindus
e arabes, a caléndula cresceu em jardins europeus (Carvalho et al. 2018). Esta espécie desenvolve
facilmente no sul do Brasil devido as condi¢des climaticas por serem favoraveis ao seu
desenvolvimento (Gazim et al. 2008). Possui propriedades anti-inflamatdrias, antifungicas,
antialérgicas, calmantes, cicatrizantes e tonificantes para a pele podendo ser utilizado no
tratamento de diversas doencgas que afetam a pele como acne, psoriase, queimaduras, pele rachada,
coceira, dermatite, afta, entre outros (Barrera et al. 2018; Hassan and Abd El-latif 2018; Ameen et
al. 2020; Valarmathi et al. 2020). Esses beneficios podem ser alcangados quando aplicados
topicamente ou por via oral.

As partes do caléndula consideradas terapéuticas sao as folhas e flores, que podem ser
laranja-amareladas, esverdeadas ou amarelos com centro avermelhado. Os extratos de caléndula
também podem ser incorporados em formulagdes cosméticas que auxiliam no tratamento da acne
utilizando concentrac¢des que variam de 2 a 5 % como padrao (Radulescu et al. 2000; Rigane et al.

2013).
Figura 1. Caléndula officinalis L.
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Fonte: Horto didatico (2020)



Ao passar do tempo vem se registrado varias técnicas e procedimentos clinicos tradicionais
utilizando plantas medicinais, embora a medicina alopatica tenha crescido significativamente
desde a segunda metade do século XX, permanecem barreiras fundamentais a sua utilizagao pelas
populagdes necessitadas, desde o acesso a centros de cuidados hospitalares até ao acesso a testes
e medicamentos. Estas razdes, aliadas a facil disponibilidade de plantas medicinais e a grande
tradicao de utilizagdo das mesmas, contribuem para a sua utilizacdo pelas populagdes dos paises
em desenvolvimento. Atualmente, grande parte das vendas de plantas medicinais ocorre em
farmacias e lojas de produtos naturais, sendo as preparagdes botanicas vendidas sob rétulos
industriais (Yuan et al. 2016; Lima Melro et al. 2020).

Os produtos naturais sdo compostos quimicos produzidos por organismos vivos, como
plantas, fungos e bactérias. Muitas vezes, esses produtos desempenham papéis importantes na
defesa contra predadores e interespécies. Os metabolitos secundarios sdo um subconjunto desses
produtos naturais e geralmente ndo sdo essenciais para o crescimento ou desenvolvimento direto
do organismo que os produz, mas tém efeitos biologicos em outras espécies (Divekar et al. 2022).

As simulagdes computacionais tém sido cada vez mais utilizadas para estudar a estrutura e
as propriedades dos produtos naturais e seus metabolitos secundarios. Por exemplo, a modelagem
molecular pode ser usada para prever a estrutura tridimensional de uma molécula com base em sua
composi¢do quimica e interagdes intermoleculares. Isso € util para entender como os produtos
naturais interagem com proteinas e outros alvos bioldgicos em nivel molecular (de Sousa et al.
2021). Além disso, simulagdes computacionais podem ser usadas para prever a atividade biologica
dos produtos naturais, identificar potenciais alvos terapéuticos e otimizar sua estrutura para
melhorar a eficicia ou reduzir os efeitos colaterais (Vora et al. 2023). Por exemplo, o docking
molecular ¢ uma técnica computacional que pode ser usada para prever como uma molécula se
encaixa em um sitio ativo de uma proteina alvo, ajudando a identificar compostos com potencial
atividade terapéutica (Meng et al. 2012). Portanto, a correlagdo entre produtos naturais,
metabolitos secundarios e simulagdes computacionais ¢ uma area de pesquisa promissora que pode
levar a descoberta de novos medicamentos, pesticidas e outros produtos bioativos, bem como
fornecer insights sobre os processos bioldgicos subjacentes a producdo dessas substiancias na
natureza. A docagem molecular ¢ um dos métodos principais de SBDD (Design de Medicamentos
Baseado em Estrutura) empregados em estudos de quimica medicinal. Esta técnica envolve a

previsdo da conformagdo bioativa de uma micromolécula (ligante) no local de ligagdo de uma



macromolécula (como uma enzima, receptor, DNA ou RNA), seguida pela avaliacao (pontuacao)
e classificagao do modo de ligacdo proposto (Guido and Andricopulo 2008).

A técnica de docagem molecular foi introduzida nos primeiros anos da década de 80 e teve
um impacto significativo tanto na fase inicial de descoberta de novas moléculas bioativas quanto
na etapa de otimizagdo de compostos lideres em relagdo a diversas propriedades, como poténcia,
afinidade e farmacocinética, entre outras. Um dos principais desafios no SBDD ¢ a escolha do
programa de docagem molecular adequado. Os métodos disponiveis fundamentam-se em
conceitos que apresentam pequenas diferencas entre si, tornando um programa especifico mais
apropriado para determinados projetos.

Um dos progressos significativos no desenvolvimento e pesquisa de novos medicamentos
envolve a aplicagdo da modelagem molecular. Essa abordagem consolidou-se como uma
ferramenta essencial ndo apenas na fase inicial da descoberta de novos fairmacos, mas também na
melhoria de um prototipo ja existente, seja ele obtido através de estudos de modelagem molecular
ou por outros meios (Singh et al. 2023).

Assim, o objeto de estudo dessa pesquisa ¢ descrever a eficacia do extrato de caléndula
como anti-inflamatorio, e desenvolver modelos moleculares que representem as estruturas
quimicas dos componentes ativos presentes na caléndula. Realizar através de simulacdes
computacionais para investigar as interagdes especificas entre os compostos da caléndula e as

proteinas, enzimas ou outras moléculas associadas a resposta inflamatoria.

2. METODOLOGIA
2.1 Detalhes Computacionais

Para a realizacdo das simulagdes, os codigos utilizados foram: MarvinSketch ™ 19.12.0
(http://www.chemaxon.com) (Csizmadia 2019), Avogadro ™ (http://avogadro.cc/) (Hanwell et al.
2012), Autodocktools ™ (Huey et al. 2012), AutoDockVina ™ (Trott e Olson 2010), UCSF
Chimera ™ (Pettersen et al. 2004), Discovery studio visualizer ™ viewer (Biovia 2016) e Pymol

(DeLano 2020).



2.2. Projeto e otimizacao de ligantes

As estruturas quimicas dos produtos naturais encontrados no extrato de caléndula foram
desenhadas usando 0 codigo ACD/ChemSketch
(https://www.acdlabs.com/products/chemsketch/), parametrizada em pH fisiologico (Figura 2), e
os conformadores de menor energia foram otimizados usando o coédigo Avogadro (Hanwell et al.
2012), configurado para usar o algoritmo de descida mais foram feitos 50 intere¢des aplicando o

campo campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Halgren 1996; Neto et al., 2021).



Figura 02. Estruturas 2D dos compostos quimicos selecionados neste estudo desenhadas no software ACD/ChemSketch versao 2022

(https://www.acdlabs.com/products/chemsketch/).
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2.3. Procedimentos gerais do docking molecular

Para avaliar o mecanismo de acdo dos ligantes que fazem parte da composi¢do do extrato
da caléncula contra o receptor GABAA, foram realizadas simulagdes de acoplamento molecular,
com as estruturas dos receptores obtidas do repositorio do Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/), identificadas como "CryoEM  structure of human full-length
alphalbeta3gamma2l. GABAAR in complex with diazepam (Valium), GABA and megabody
Mb38" (PDB 6HUP) (Masiulis et al. 2019). A preparagdo das estruturas proteicas foi realizada
utilizando o codigo AutoDockTools (Morris et al. 2009), onde residuos foram removidos e
adicionados as cargas de Gasteiger e &tomos polares de hidrogénio (Yan et al. 2014; Silva Mendes
et al., 2022).

As simulagdes de acoplamento molecular foram realizadas utilizando o codigo
AutoDockVina (Trott e Olson 2010), configurado para executar o Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA) e exaustividade 64 (Marinho et al. 2020). Cinquenta simulagdes
independentes foram realizadas utilizando uma grade de simulacgao centrada no alvo para envolver
toda a estrutura da proteina com os eixos: 125.281 (x), 139.534 (y) e 136.018 (z), parametros de
tamanho 126A (x), 100A (y) e 126A (z) com o receptor GABAA. Para validar as simulacdes de
docking, a técnica de redocking foi realizada com o medicamento Diazepam (DZP) (Silva Mendes
et al. 2022) cocristalizado no GABAA.

O parametro estatistico RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores até 2,0 A
(Yusuf et al. 2008) e energia de afinidade, com valores inferiores a -6,0 kcal/mol (Shityakov e
Forster 2014; Silva et al., 2021), e a energia de afinidade também foi utilizada para avaliar a
estabilidade dos complexos formados. Utilizando os valores das distancias entre os atomos doador
e receptor, avaliou-se a intensidade das ligagdes de Hidrogénio (H-Bond) classificadas como
ligagdes fortes quando apresentam distincias entre 2,5-3,1 A, ligacdes médias entre 3,1-3,55 A e

ligagdes fracas quando apresentam comprimento maior que 3,55 A (Rose et al. 2018).



2.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores médios + erro padrao da média para cada valor
obtido. Apos a confirmacao da distribui¢do normal e homogeneidade dos dados, as diferengas entre
os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA one-way) e ANOVA two-way nos
experimentos com antagonistas, seguida do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas no

software GraphPad Prism v.8.0. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5% (P < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo in silico

Com base na docagem molecular realizada pelo Autodock Vina (Trott & Olson, 2010), foi
possivel verificar as energias de afinidade (kcal/mol) e correlacionar o desvio quadratico médio
entre o receptor ligante (RMSD) contra a proteina eceptora do GABAA, especialmente
antheraxanthina, violaxanthina e pdr fim a luteina com energias de afinidade de -8,2 kcal/mol, -
8,0 e -7,7 kcal/mol, respectivamente, evidenciando competitividade com o ligante de referéncia
(Diazepan®), que se mostrou com estabilidade inferior, com energia de afinidade de -6.3 kcal/mol,

conforme mostra a tabela abaixo.

Tabela 01. Dados de energia, poses e desvio quadratico médio dos compostos frente ao

acoplamento molecular composic¢ao fitoquimica do extrato de caléndula.

Energia de afinidade

Nome Codigo PUBCHEM (kcal/mol)
Antheraxanthin CID5281223 -8.2
violaxanthin CID448438 -8.0
Lutein CID5368396 -1.7
neoxantin CID5282217 -7.6
betacaroten CID5280489 -7.6
betaamyrin CID73145 -7.6
lupenone CID92158 -7.5
Lupeol CID259846 -7.2
hiperosideo CID5281643 -7.2
oleanolicacid CID1049%4 -7.1
astragalina CID5282102 -7.1
lycopen CID446925 -7.0
isoquercitrina CID5280804 -7.0
Rutin CID5280805 -7.0
alfaamyrin CID73170 -7.0



isorhamnetin30glucoside CID5318645 -6.6

quercetina CID5280343 -6.5
Diazepan® -6.3
Faradiolpalmitate CID72827740 -6.2
Faradiollaurate CID72779023 -5.8
deltacadienene CID441005 -5.6
Faradiolmyristate CID73091028 -5.6
alphamuurolol CID91753440 -5.4
alfacadinol CID10398656 -5.3

Fonte: Autor (2024)

Inicialmente, o RMSD (Root-Mean-Square Deviation) foi utilizado para validagao
estatistica dos resultados das simulac¢des de formagao de complexos e escolha da melhor pose. O
RMSD ¢ calculado com base na medida da distancia média entre os atomos dos dois ligantes,
sendo os critérios de validacdo valores proximos a 2 A (Coutsias et al., 2004; Coutsias & Wester,
2019; Sargsyan et al., 2017).

Todas as simulagdes realizadas (docking e re-docking) apresentaram valores de RMSD
inferiores a 2 A, destacando-se a melhor posicdo também dos principais complexos antheroxatin-

proteina, violaxantin-proteina e lutein-proteina que apresentaram RMSD abaixo de 2,0 A.

3.2. Interacdes do Docking molecular

Os parametros de docking molecular, incluindo os resultados e interacdes ligante-proteina
e pontes de hidrogénio para compostos selecionados e drogas de referéncia, estdo fornecidos na
Tabela 1. As possiveis interagdes com o sitio ativo do receptor GABAA, neste experimento foram
observadas com detalhes na figura 1.

A Figura 03 representa o ligante usado como referéncia, Diazepan® com a proteina
receptora do GABAA, apresentando como principais interagdes do tipo alquila com os respectivos
residuos Phe 65 (3.8 A), Asn 116 (3.7 A), Leu 118 (3.5 ¢ 3.8 A) e por fim uma moderada ligacdo
de hidrogénio com o residuo Lys 117 (3.3 A).



Figura 03. Representacdes 3D das interagdes entre os ligantes com os residuos de aminoécidos e

o complexo diazepan/proteina, visualizados no PyMOL.
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Fonte: Autor (2024)

A Figura 04 representou o complexo entre o anteroxatina/proteina interagindo por meio de
forgas ndo covalentes do tipo alquila com os respectivos residuos Leu 118 (3.8 € 3.5 A), Phe 65
(3.9, 3.7,3.7,3.8, 3.7 A) na regido do aromatico, Phe 46 (3.2, 3.7 ¢ 3.7 A), Val 180 (3.7 A), Ala
182 (3.6 A) e finalizando com 4 liga¢des de hidrogénio com os residuos Asn 87 (2.7 € 4.0 A) e
Glu 183 (3.2 A).



Figura 04. Representacdes 3D das interagdes entre os ligantes com os residuos de aminoacidos e

o complexo anteroxantina/proteina, visualizados no PyMOL.
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A Figura 05 representou o complexo entre o violaxantina/proteina interagindo por meio de
forgas ndo covalentes também do tipo alquila com os respectivos residuos Asn 116 (3.8 A), Leu
118 (3.5 A), Phe 65 (3.7, 3.7 ¢ 3.8 A), Phe 46 (3.3,3.7¢ 3.7 A),Ala 182 3.8 Ae 3.7 A)e

concluindo com 3 ligagdes de hidrogénio com os residuos Asn 88 (3.5 A), Leu 118 (3.9 A), Glu
183 3.2 A).



Figura 05. Representacdes 3D das interagdes entre os ligantes com os residuos de aminoacidos e

o complexo violaxantina/proteina, visualizados no PyMOL.
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Fonte: Autor (2024)

Por fim, a Figura 06 representou o complexo entre o ligante lutein/proteina interagindo por
meio de forgas ndo covalentes também do tipo alquila com os respectivos residuos Leu 118 (3.8
A), Phe 65 (3.6, 3.8 ¢ 4.0 A), Phe 46 (3.4 ¢ 3.6 A), e para a finalizacio foi observada uma forte
ligagio de hidrogénio no residuo Val 181 (2.9 A). Vale salientar que em todos os complexos
estudados no dokcin molecular evidenciou interagdes nos residuos Phe 65 e Leu 118 que
participam do sitio ativo da proteina e possivelmente essas estruturas podem ter o mesmo

mecanismo de acdo.



Figura 06. Representacdes 3D das interagdes entre os ligantes com os residuos de aminoécidos e

o complexo luteina/proteina, visualizados no PyMOL.
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4., CONCLUSAO

O estudo de docking molecular, foi baseado na analise da composi¢do fitoquimica do
extrato da espécie Caléndula officinalis L a partir dos 23 compostos caracterizados e obtidos na
literatura prévia. Os principais constituintes que apresentaram maior afinidade de energia no
docking molecular foram a antheroxantina, a violaxantina e a luteina em comparagdo com o ligante
de referéncia Diazepan®, obtido pelo repositorio virtual. As simula¢des de docking molecular
destacaram esses complexos formados por antheroxantina/receptor do GABAA,
violaxantina/receptor do GABAA, lutein/receptor do GABAA e por fim o Diazepan®/receptor do
GABAA, que apresentaram as melhores energias de afinidade no algoritmo AutoDock Vina com
estimativa de -8,2 kcal/mol; -8,0 kcal/mol; -7.7 kcal/mol, e -6.3 kcal/mol, respectivamente. Além
disso, a competicdo do composto antheroxantina com o diazepan®, frente a proteina responsavel
pela acdo anti-inflamatdria, receptor do GABAA foi considerado alta, inclusive na interagdo com
os principais residuos de ativagdo do sitio proteico, sugerindo que estes ligantes apresentaram
potencial para o desenvolvimento de novos hits para aplicagdes terapéuticas nas situagdes de

inflamagao.
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