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RESUMO: A grande biodiversidade de plantas medicinais encontradas no Brasil
apresenta grande importéncia para a medicina popular, pois diversas espécies de
plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento e cura de doencas. Dessa
maneira, as plantas medicinais apresentam potencial na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos. Para auxiliar nos estudos de desenvolvimentos
de novos farmacos, as técnicas quimioinformaticas se tornaram uma aliada dos
pesquisadores ao reduzir tempo e gastos durante este processo. Neste sentido, o
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) é conhecida popularmente
como alecrim-de-jardim, alecrim-de-cheiro e apresenta importante atividade
antifungica sendo um grande fator para a descoberta de novas substancias quimicas
com potencial antifungico. Este trabalho tem como obijetivo, analisar por docking
molecular as interagdes de metabdlitos secundarios encontrados no 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis em diferentes enzimas de Candida spp. Os metabdlitos
secundarios do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis foram obtidos da literatura,
as enzimas foram adquiridas do Protein Data Bank sob cédigo 5TZ1 (14a-lanosterol-
demetilase) e 1EQC (exo-beta-(1,3)-glucanase) com seus respectivos ligantes. O
docking molecular foi realizado utilizando o software Molegro Virtual Docker. Apos
analise do docking molecular, as substancias tiveram melhor afinidade pela enzima
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14a- lanosterol-demetilase, destacando o clovenol que apresentou energia de
ligagdo semelhante ao inibidor cocristalizado. Com esse estudo podemos mostrar a
importancia do docking para a identificar possiveis locais de atuagcao de metabdlitos
secundarios e sugerir que as substancias quimicas do 6leo essencial podem atuar a
nivel de membrana celular sendo necessarios estudos in vivo e in vitro para
confirmagéo.

ABSTRACT: The wide biodiversity of medicinal plants found in Brazil has great
importance to popular medicine, due several species of medicinal plants that are
used to treat and cure diseases. In this way, medicinal plants have potential in the
discovery and development of new drugs. To auxiliary in the study of new drug
developments, chemoinformatics techniques have become an ally of researchers by
reducing time and expenses during this process. In this sense regard, the essential
oil of Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), popularly known as alecrim-de- jardim,
alecrim-de-cheiro, exhibits important antifungal activity, being an important factor in
the discovery of new chemical substances with antifungal potential. This study aims
to analyze by molecular docking the interactions of secondary metabolites found in
the essential oil of Rosmarinus officinalis in different enzymes of Candida spp. The
secondary metabolites of the essential oil of Rosmarinus officinalis were obtained
from the literature, the enzymes were obtained from Protein Data Bank under code
5TZ1 (14a-lanosterol-demethylase) and 1EQC (exo-beta- (1,3) -glucanase) with their
respective ligands. The molecular docking was performed using the Molegro Virtual
Docker software. After analyzing the results, the substances had better affinity for the
enzyme 14a-lanosterol-demethylase, highlighting that clovenol presented binding
energy similar to the cocrystallized inhibitor. In this study, we showed the importance
of docking to identify possible active sites of secondary metabolites and suggested
that the chemicals in the essential oil can act in cell membranes, requiring in vivo and
in vitro studies for confirmation.
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INTRODUGAO

O reino vegetal apresenta uma grande importancia etnomedicinal, pois as
substancias quimicas produzidas pelos vegetais, a partir do seu metabolismo
secundario, sdo responsaveis por causar os efeitos benéficos para o homem, porém
da mesma forma que essas substancias quimicas causam beneficios podem ter
efeitos téxicos graves (BOUFRIDI; QUINN, 2017). Sabendo desta importancia e
observando a grande diversidade de substancias quimicas produzidas pelas
espécies vegetais, estes metabdlitos secundarios podem servir como modelos de
novas moléculas alvo para aplicagbes farmacoldgicas, assim podendo se tornar
novos medicamentos (XIE et al., 2018).

O Brasil por ser constituido por uma vasta flora, compreendendo 22% do total
da vegetacdo mundial, em que mais de 50.000 espécies de vegetais foram
catalogadas, estao distribuidas nos principais ecossistemas brasileiros apresentando
grande importancia para a medicina popular, sendo utilizadas, pela populag¢ao, para
o combate e prevencdo de doencas na forma de infusdes, decoctos, garrafadas
entre outros. (CARVALHO et al. 2014).

Diante deste potencial, destaca-se a espécie Rosmarinus officinalis,
pertencente a familia Lamiaceae, considerada uma planta medicinal, aromatica,
originaria do Sul da Europa e do Norte da Africa. E cultivada em todo o mundo para
fins medicinais, farmacéuticos, cosméticos e alimentares. E conhecida pelos nomes
populares de alecrim-da-horta, alecrim-de jardim, alecrim-de-cheiro, alecrim-
rosmarinho, roris marino (latim), rosemary (inglés), romero (espanhol), romarin
(francés), ramerino (italiano), rosmarin (alemao). Seu 6leo essencial apresenta uma
grande variedade de metabdlitos secundarios desde os terpenoides até a presenca
de compostos fendlicos. Sado relatadas diversas atividades para o seu odleo
essencial, destacando as atividades antifungicas, antibacteriana como também sé&o
utilizado para fins industrais. (LOUASTE. B.; BOUDDINE, L.; ELOUTASSI, N. 2019;
MAY, A. et al, 2010).
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Neste sentido, os fungos leveduriformes do género Candida spp apresentam
mecanismos de resisténcias aos antifungicos e sabendo que esses microorganismos
sdo causadores de infecgdes humanas, existe uma grande necessidade em
descobrir novos farmacos para o seu combate (FORMIGA et al., 2017; SURABHI;
SINGH, 2018). Para superar as dificuldades no desenvolvimento de farmacos, as
ferramentas computacionais, como o0 docking molecular, estdo auxiliando os
pesquisadores para a descoberta e desenvolvimento de novas substancias quimicas
com potencial farmacolégico. O docking molecular, analisa o ancoramento de
substancias quimicas no sitio ativo de proteinas, para observar as propriedades
fisico-quimicas envolvidas nas interagbes entre ligante-receptor e a energia de
ligacdo gerada por essas interagbes, dessa maneira estes estudos diminuem tempo,
gastos e auxilia no entendimento da importadncia de grupos farmacoféricos no
desenvolvimento de novos protétipos a farmacos. (MALATHI; RAMAIAH, 2018).

Visto isso o presente estudo teve o objetivo de analisar as interagbes que
possam ocorrer entre os metabdlitos secundarios encontradas no 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. com enzimas cristalograficas fungicas para auxiliar o
desenvolvimento de novos protétipos a farmacos. Além de obter enzimas fungicas
cristalograficas do banco de dados Protein Data Bank (PDB); desenhar as estruturas
dos metabdlitos secundarios de Rosmarinus officinalis; realizar a minimizagao das
moléculas; e realizar o ancoramento das substancias quimica de Rosmarinus

officinalis com as enzimas fungicas.

METODOS

Obtencao das enzimas fungicas complexadas com seus ligantes

Para a realizagdo do docking molecular foram selecionadas duas enzimas
fungicas que estdo localizadas em regides diferentes de Candida spp. Uma

localizada na parede celular (exo-beta-(1,3)-glucanase) e a outra na membrana
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celular (14a-lanosterol-demetilase). Todas as enzimas foram obtidas do Protein Data
Bank (PDB, disponivel em www.pdb.org) com cddigos de acessos e suas
respectivas resolugdes, 5TZ1 (14a-lanosterol-demetilase, R= 2 A, Ligante:
Oteseconazol, 1EQC (exo-beta-(1,3)-glucanase, R= 1,85 A, Ligante:

Castanospermine) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura terciaria das proteinas obtidas do Protein Data Bank e seus
respectivos ligantes.

STZ1 - Oteseconazol Castanospermina - 1IEQC

Docking das enzimas fungicas complexadas com os constituintes quimicos de

Rosmarinus officinalis

As substancias quimicas usadas para este estudo, foram selecionados do
artigo cientifico Chemical Variability of Rosmarinus officinalis Essential Oil According
to the Geographical Origin, realizado por Louasté; Bouddine; Eloutassi (2019). Que
realizaram a identificacdo de 42 metabdlitos secundarios do oOleo essencial de
Rosmarinus officinalis, que pertencem a classe dos monoterpenos, sesquiterpenos e

compostos fendlicos (Tabela 1).
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As estruturas das substancias quimicas foram desenhadas no software
MarvinSketch64, em seguida, para a minimizagdo das energias das moléculas foi
utilizado o Hyperchem 8.0, utilizando os métodos de Mecéanica Molecular (MM+) e o
método semi-empirico AM1 para obtencdo das estruturas que apresentam
conformacao mais estavel (DEWAR et al, 1985). Foram utilizados como grupo
controle farmacos que s&o utilizados na terapia clinica: itraconazol, cetoconazol,
fluconazol griseofulvina e terbinafina.

Para a realizacdo do docking, os dados obtidos do PDB e as moléculas
desenhadas com suas energias minimizadas, foram inseridos no software Molegro
Virtual Docker (MVD) versdo 2013.6.0.1 (MOTOHASHI et al., 2013). MVD é um
programa que realiza calculos das interagdes entre ligantes e macromoléculas, que
de acordo com Thomsen e Christensen (2006) seu algoritmo, o MolDock score, é
baseado nas combinagdes dos algoritmos de evolugao diferencial com um algoritmo
de previsdo de cavidades, sendo a energia de pontuagdo Escore resultado das
somas da interagdo energética entre ligante-proteina (Einter) e da energia interna
do ligante (Eintra). Esses autores também mostraram que o MVD por possuir esses
algoritmos apresenta uma precisdo maior na predi¢do dos resultados do que outros
softwares que realizam docking molecular. Para a realizagdo da ancoragem sé&o
criados templates sob o ligante das enzimas PDB escolhidas e retiradas as
moléculas de agua.

Os estudos de docking dos ligantes cristalograficos e das substancias
quimicas presentes no 6leo essencial de Rosmarinus officinalis com as enzimas
selecionadas foram realizados sob os mesmos parametros: fungdo de pontuacéo:
MolDock Score; avaliacdo do ligante: internal ES, H-bond internal, Sp2-Sp2 torsions,
numero de execugdes: 10; algoritmo: MolDock SE; interagdes maximas: 1500;
tamanho maximo da populagdo: 50; maximos de passos: 300; fator de vizinhanca:

1.00; numero maximo de conformacgdes: 5.
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Tabela 1. Fitoconstituintes de Rosmarinus officinalis utilizados para o docking

molecular
\ N° | Nome Estrutura quimica
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38  Piperitenone

39  Oxido de cariofileno

40  Metil eugenol

41  Eugenol

CH,

42  Clovenol HaC
H,C

OH

CH,

Validagao da metodologia do docking molecular

Para garantir um ancoramento preciso e uma Moldock score valido, foi
realizado o redocking para a validagao das analises realizadas no docking, para isso
€ usado como base os valores obtidos da Raiz do Desvio Quadratico Médio (Root
Mean Square deviation-RMSD). Para considerar que as simulagbes do docking
sejam validas, o RMSD deve ter um valor na faixa de 0-2 A validada (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006; KAUSHIK, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Redocking

O redocking é a forma de analisar e validar os protocolos realizados durante o
docking e garantir resultados confiaveis. Para isso o critério fundamental para
descrever a qualidade de uma simulagédo do docking € a Raiz do Desvio Quadratico
Médio (RMSD). (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006; KAUSHIK, 2014).

Foram realizados o redocking com as duas enzimas utilizadas neste estudo
[14a- lanosterol-demetilase (5TZ1) e a exo-B-(1,3)-glucanase, (1EQC), em que seus
valores foram 0,70 A (5TZ1) e 0,14 A (1EQC) (Tabela 2), confirmando que os
protocolos realizados para o docking foram considerados validos. Com o valor de
RMSD abaixo de dois podemos observar que existe uma sobreposi¢cdo do ligante
cristalizado com o ligante minimizado, demonstrando sua proximidade de

acoplamento, confirmado pelo RMSD (Figura 2).

Tabela 2. Valores dos RMSD e Moldockscore do redocking.

Enzima Cédigo PDB  Moldockscore (kcal/mol) RMSD
14a-lanosterol-demetilase 5TZ1 -91,3 0,70
exo-beta-(1,3)-glucanase 1EQC -99,3 0,14
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Figura 2. Sobreposi¢cdes dos ligantes (amarelo) apés o docking, aos ligantes
cocristalizados das estruturas do PDB (Verde).

5TZ1 y 1EQC
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Docking molecular das substancias quimicas de Rosmarinus officinalis

A enzima 14a-lanosterol-demetilase (CYP51) pertence a familia do citocromo
P450, necessaria para a biossintese do ergosterol esteroide essencial para
manutencdo da membrana celular, uma vez que esta localizada na membrana do
reticulo endoplasmatico. O grupo de antifungico azois, sdo considerados a maior

classe de antifungicos de uso clinico, sendo relatados sua atividade inibidora na
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enzima 14a-lanosterol-demetilase impedindo a formagdo do ergosterol. Este
processo torna a membrana celular sensivel, como também prevenindo a formacéao
de esterdis intracelulares, que sdo necessarios para a regulacdo do ciclo celular
(HARGROVE, et al., 2017).

A primeira analise observada é a energia de ligagdo do ligante oteseconazol
com a enzima, apresentando um valor de -91.3 kcal/mol. Na tabela trés podemos
visualizar todas as energias de ligacdo das melhores conformagbes geradas para
cada substancias controle. Dessa maneira, os controles itraconazol e cetoconazol,
apresentaram mais afinidade pelo sitio ativo do que o préprio ligante PDB
(oteseconazol) (Tabela 3).

Em comparagao com as energias de ligagao dos compostos do 6leo essencial
foi possivel visualizar que o unico metabdlito secundario encontrado em Rosmarinus
officinalis que apresentou energia de ligagcdo semelhante ao ligante PDB cristalizado
foi o Clovenol, porém apresentou energias melhores que trés farmacos de uso
clinico o griseolfulvina que atua nivel de divisao celular fungica, causando a inibigao
durante a mitose, produzindo ruptura da estrutura do fuso acromatico, a terbinafina
que pertence as classes das alilaminas, que atuam na inibicdo da produgdo do
ergosterol, porém diferentemente dos azois, a terbinafina atua na enzima Esqualeno
epoxidase e o fluconazol.

O antifungico oteseconazol interage com os residuos de aminoacido da
glicina 307 (Gly 307), metionina 508 (Met 508), serina 378 (Ser 378) e histidina (His
377) através de interagdes estéricas (linhas vermelhas), que facilitam a insercéo da
molécula no sitio ativo. As demais interacbes observadas sdo consideradas de van
der walls que sao interagcbes fracas que ocorrem em funcdo da polarizagao
transiente de ligacbes carbono-hidrogénio ou carbono- carbono (Figura 2). Em
comparagado com o Clovenol, foi observado apenas uma interagdo de hidrogénio
com o residuo de metionina 508, porém, foram visualizadas interacbes estéricas
com os residuos de aminoacido serina 378, histidina 377, prolina 320 e metionina
508. Porém, o clovenol nao realizou a interagdo com glicina 307, sendo essencial
para manutencdo da substancia no sitio ativo, mas a interagdo de hidrogénio
realizado com metionina 508, compensou a falta da interagdo estérica permitindo

1474
Revista Interdisciplinar em Saude, Cajazeiras, 7 (1): 1461-1479, 2020, ISSN: 2358-7490.



Avaliacdo das Possiveis Interacées por Docking Molecular dos Fitoconstituintes do Oleo Essencial de
Rosmarinus Officinalis L. em Enzimas de Candida SPP

que o clovenol permanece mais tempo interagindo com este receptor e mostrando

energia semelhante ao ligante PDB (Figura 3).

Tabela 3. Valores da energia de interacdo das substancias quimicas e controles

para a enzima 5TZ1.

Substancia . Substancia . Substancia .
.- Energia . Energia . Energia
quimicas e quimicas e quimicas e
kcal/mol kcal/mol kcal/mol
controles controles controles
Itraconazol . .
(Controle) -169.6 o-terpineol -61.0 B-Pineno -50.6
Cetoconazol . .
(Controle) -130.4 a-terpineol -61.0 Terpinoleno -50.3
Otegeconazol -91.3 Canfora -60.5 Piperitenona -50.1
(Ligante)
Cloveno 909  Twa24(10F 445 Dehidro-1,8- 49.7
dieno cineol
Griseofulvina -90.3 Trans-verbenol -59.3 a-Pineno -46.8
(Controle)
Terbinafina g7 6 Gimen-8-0ol 592  Fenilacetaldeido  -43.1
(Controle)
Fluconazol .
(Controle) -86.1 p-cimen-8-ol -58.8
Oxido Cis- 76 4 \Metil eugenol  -58.6
,LlnanI
Ox.'d(.) de -78.0 Camfeno -58.5
,carloﬂleno
OxidoTrans- ;55 4 cten3-0l  -57.2
linalol
B —cariofileno -74.3 Terpinen-4-ol -55.2
a —humuleno -711.4 Mirceno -55.2
Linalol -69.7 Cis- 547
calameneno
Trans- -65.9 5-3-careno -54.1
verbenol
P-Menta-1,8- o7 g O-cimeno 535
dien-4-ol
Eugenol -65.1 1,8-cineol -53.3
. Trans- -64.9 a-calacoreno -53.2
Pinocarveol
Tricicleno -63.6 a-terpineno -52.5
Borneol -62.8 Limoneno -52.0
P-Menta-1,5- .
dien-8-ol -62.1 y-terpineno -52.0
Myrtenal -61.4 P-cimeno -51.6
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Figura 3. Interagdes do Clovenol na enzima PDB 5TZ1. Linha azuis Interagdes de

Hidrogénio e Linhas Vermelhas Interagbes estérica.

[Leu 12108)
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[Leu 375(3)]

7 (lle 379(4))
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(Fs 37A) [Phe 380(A) (Val 509(4)]

[Phe 233(8)]  [Phe 228(8)

[Ser 378(A)]

A enzima exo-B-(1,3)-glucanase (Exg), pertence a familia das hidrolases,
estdo presentes na parede celular dos fungos. Esta enzima realiza a sintese do
glucano, polimeros formados por mondmeros de D-glicose que sao essenciais para
constituicdo e manutencgéo da parede celular fungica. A castanopermina, ligante que
estd complexado a enzima, é um alcaloide isolado nas sementes de
Castanopermum autrale, sendo considerado um inibidor competitivo da Exg atuando
nos residuos de aminodacidos tirosina 29, triptofano 363, glutamato 27 e 292,
asparagina 146 e191, histidina 135 (CUTFIELD, et al., 1999). Para a inibicdo desta
enzima é necessaria a interagdo por ligagdo de hidrogénio com os residuos
glutamina 27 e 292, triptofano 303, tirosina 29, histidina 135 e asparagina 191. No
estudo, o programa MVD gerou apenas uma conformagao para a castanopermina
apresentando energia de ligacao de -99,3 kcal/mol (Tabela 4).

Nenhum dos metabdlitos secundarios encontrados ndo apresentou energia de
ligacdo melhor que o ligante PDB, pois nao realizavam essas interagdes descritas

anteriormente para aumento da afinidade deste receptor.
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Tabela 6. Valores da energia de interacdo das substéncias quimicas e controles

para a enzima 1EQC.

Substancia . Substancia . Substancia .
.- Energia .- Energia .- Energia
quimicas e K quimicas e quimicas e
cal/mol kcal/mol kcal/mol
controles controles controles
Terbinafina P-Menta-1,8- .
(Controle) -108.2 dien-4-ol -66.4 O-terpineol -57.3
Castanospermina . i [02]P- i
(Ligante) 99.3 Metil eugenol 65.2 Menta- 57.0
Cetoconazol .99 1 5-3-careno 64.6 1,5-dien-8-
(Controle) ol
Fluconazol 934 Mirceno 640 Poymens-  gg4
(Controle) ol
Eugenol -78.8 Tricicleno -63.8 1,8-cineol -55.0
a-calacoreno -72.0 [01]Griseofulvina -61.9 Borneol -54.0
B-cariofileno -71.2 a-humuleno -61.9 Verbenona -53.6
Cis-calameneno -70.7 Myrtenal -61.4 a-Pineno -50.4
Terpinen-4-o  -70.0 Clovenol 61.0 1D86_hc"ijr:g(')| -49.2
Ox.'d(.) de -68.4 y-terpineno -60.0 B-Pineno -47.8
cariofileno
TUngize,:(()m)- -68.2 a-terpineno -59.8 Canfora -43.2
1-octen-3-ol -67.4 O-cimeno -59.6 Itraconazol -32.9
oxido Trans- 67.3 P-cimeno -58.9
Linalol
m-cimen-8-ol -67.1 Fenilacetaldeido -58.7
CONCLUSAO

Este estudo aborda a importancia do uso de técnicas quimioinformaticas para
o desenvolvimento de novos protétipos a farmacos para doencgas infecciosas. Dessa
maneira, os fitoconstituintes do O&leo essencial de Rosmarinus officinalis
apresentaram melhor interagdo com a enzima da membrana celular de Candida spp,
destacando o clovenol que apresentou interagdo semelhante ao ligante PDB

(oteseconazol) e melhor que alguns farmacos de uso clinico. Sugerindo dessa forma
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que clovenol pode atuar a nivel de membrana celular, porém sao necessarios

estudos in vitro e in vivo para confirmacido desse mecanismo de acao.
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