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Resumo

Os monoterpenos tém sido reportados na literatura por suas importantes atividades farmacologicas, tais como antitumoral e anti-inflamatoria.
O processo inflamatorio pode ser controlado, por exemplo, pelo uso de substancias quimicas inibidoras de ciclooxigenases. No entanto, apesar
de varios trabalhos reportarem sobre a atividade anti-inflamatoria de 6leos essenciais e/ou monoterpenos isolados, poucos tém estudado se o
mecanismo de ag@o ocorre devido a inibi¢des de enzimas envolvidas no processo inflamatorio. Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo aplicar abordagens in silico para o entendimento das propriedades anti-inflamatorias apresentadas por Oleos essenciais ricos em
monoterpenos. Para isto, selecionou-se vinte monoterpenos, comuns em 6leos essenciais, e realizou-se um estudo in silico das propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e interagdes com enzimas ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2). Os resultados obtidos sugerem que estes
produtos naturais possuem caracteristicas moleculares e propriedades farmacocinéticas (entre elas, absor¢ao no intestino humano, ligagdo com
proteinas plasmaticas e coeficiente de particdo sangue-cérebro) adequadas para substancias bioativas candidatas a farmacos. As propriedades
determinadas sdo condizentes com as atividades que t€ém sido relatadas para monoterpenos presentes em 6leos essenciais e/ou isolados. Além
disso, alguns dos monoterpenos avaliados apresentaram interacdo com as enzimas COX-1 e COX-2, com energia e orientagdo semelhante ao
farmaco ibuprofeno. Entre os monoterpenos avaliados, o geraniol foi o que apresentou maior energia de interagdo com as enzimas COX-1 e
COX-2, estando ancorado na mesma regido da enzima que o ibuprofeno. Desta forma, estudos in silico adicionais poderao contribuir para o
melhor entendimento do mecanismo de agdo de monoterpenos com agéo anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Monoterpenos. Anti-Inflamatorios. Farmacocinética. Quimica Farmacéutica.
Abstract

The monoterpenes have been reported for their important pharmacological activities such as antitumor and anti-inflammatory. The inflammatory

process may be controlled, for example, by the use of cyclooxygenase inhibitors. However, despite many studies on the anti-inflammatory
activity of essential oils and/or isolated monoterpenes, few studies have investigated the mechanism of action due to inhibition of enzymes
involved in the inflammatory process. Given the above, this study aimed to apply in silico approaches to understand the anti-inflammatory
properties of the essential oils rich in monoterpenes. For this, we selected twenty monoterpenes, common in essential oils, and performed an in
silico study of the physicochemical and pharmacokinetic properties and interactions with cyclooxygenase 1 (COX-1) and 2 (COX-2) enzymes.
The results suggest that these natural products have molecular characteristics and pharmacokinetic properties (including the human intestinal
absorption, plasma protein binding, and blood-brain coefficient partition) suitable for bioactive substances drug candidates. The determined
properties are consistent with the activities reported for monoterpene in essential and/or isolated oils. Moreover, some of the monoterpenes
showed interaction with COX-1 and COX-2 enzymes, with energy and orientation similar to ibuprofen. Among the monoterpenes evaluated, the
geraniol showed the greatest interaction energy with the COX - 1 and COX - 2 enzymes, being anchored in the same region of the enzyme that
ibuprofen. Thus, additional in silico studies can contribute to a better understanding of the mechanism of monoterpenes with anti-inflammatory
action.

Keywords: Monoterpenes. Anti-Inflammatory Agents. Pharmacokinetics. Chemistry, Pharmaceutica.

1 Introducio Biologicamente, s3o produzidos como mecanismo de

: . . ”» defesa ou para atracdo de polinizadores®. Varias atividades
Oleos essenciais, assim como as plantas aromaticas,

tém sido utilizados desde os tempos antigos. Entretanto, foi foram

bioldgicas/farmacologicas comprovadas para

- . , s ey L.
somente no século XX que os 6leos essenciais comegaram diferentes 6leos essenciais®’, tais como anti-inflamatoria,

inseticida,  antimicrobiana,  antitumoral, antiviral,

a ser utilizados no tratamento de doengas'. Atualmente,

os Oleos essenciais sdo amplamente utilizados como anticonvulvante,

imunomoduladora, antiespamodica,

fragrancias e sabores nas industrias de cosméticos, perfumes,
medicamentos e alimentos?.

Quimicamente, os Oleos essenciais sdo produtos
volateis, geralmente,  por
misturas complexas de terpenos e fenilpropandides®.

naturais constituidos,
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ansiolitica, entre outras. A maioria dessas atividades
bioldgicas/farmacologicas sdo atribuidas aos terpendides
constituintes dos 6leos essenciais.
maior familia de

Os terpendides, a produtos

naturais, possuem varios papéis vitais nas plantas,
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incluindo a respiracdo, a fotossintese, o crescimento, o
desenvolvimento, a reproducdo, a defesa e a adaptacdo
as circunstdncias ambientais®. Apesar dos terpendides
possuirem esqueletos carbonicos diversificados, todos tém
origem com a condensagdo de precursores que contém
cinco atomos de carbono: difosfato de isopentenila - IPP e
difosfato de dimetilalila- DMAPP®. Nos vegetais superiores,
dois caminhos independentes situados em compartimentos
intracelulares separados, estdo envolvidos na biossintese do
IPP e do DMAPP. No citosol, o IPP é formado pelo caminho
do acido mevalonico - MVA produzido pela condensagdo
do acetil-CoA, ja nos plastidios, o IPP ¢ formado pela
condensacao de piruvato e gliceraldeido através do caminho
do fosfato de metileritritol - MEP'®!", Dados reportados na
literatura®!" indicam que a condensacdo de IPP no citosol
da origem ao difosfato de farnesila (FPP, 15 carbonos)
e, finalmente, aos sesquiterpenos e aos triterpenos. Por
outro lado, a condensagdo de IPP nos plastidios fornece
o difosfato de geranila (GPP, 10 carbonos) e o difosfato
de geranilgeranila (GGPP, 20 carbonos) e, finalmente, os
monoterpenos, os diterpenos e os tetraterpenos. Entretanto,
existem relatos de comunicagdo entre estes dois caminhos
biossintéticos, e as contribuicdes relativas de cada caminho
a biossintese das varias classes de terpenos permanecem
incertas!?.

Entre os terpenodides, os monoterpenos tém sido
reportados na literatura por suas importantes atividades
farmacologicas. O limoneno e o alcool perilico, por
exemplo, previnem a carcinogénese ¢ inibem a proliferacdo
de células cancerigenas'>. Os monoterpenos 1,8-cineol,
borneol, canfora e a-/B-tujona, principais constituintes de
Salvia officinalis L., sdo os responsaveis pela atividade
anti-inflamatdéria da infusdo de salvia em fibroblastos
gengivais humanos'. A atividade anti-inflamatoria foi
avaliada/confirmada para muitos monoterpenos, entre eles
pode-se citar o timol'’, carvacrol'®!’, linalol e acetato de
linalila'®,

A inflama¢do ¢ uma resposta de protecdo, induzida
por lesdo ou infec¢do dos tecidos, que tem como objetivo
combater os invasores do corpo e remover as células
hospedeiras mortas ou danificadas'®®. Na resposta
inflamatoria, ha um aumento de permeabilidade das células
de revestimento endoteliais e influxos de leucocitos do
sangue para o intersticio, burst oxidativo, e liberacdo de
citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral alfa,
TNF-a). Ao mesmo tempo, ha uma indugdo da atividade
de varias enzimas, tais como oxigenases, O0xido nitrico
sintases ¢ peroxidases. No processo inflamatorio, ha
também a expressdo de moléculas de adesao celular, como
a molécula de adesdo intercelular e a molécula de adesdo
celular vascular?!-2.

Os fenomenos da inflamag@o sdo mediados por varias
substancias quimicas, entre elas o acido araquidonico,
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um acido graxo poli-insaturado que ¢ liberado a partir
de membranas celulares por fosfolipase A2. O mesmo
acido graxo ¢ metabolizado por ciclooxigenases (COX)
e lipoxigenases em diferentes eicosanoides incluindo as
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano A2. Duas
isoformas de COX, COX-1 e COX-2, sdo relatadas na
literatura. A COX-1 esta presente em quase todos os tecidos
(vasos sanguineos, plaquetas, estobmago, intestino, rins),
atuando em diversos efeitos fisiologicos, como protegao
gastrica, agregagdo plaquetaria, homeostase vascular e
manutencdo do fluxo sanguineo renal. Ja a enzima COX-2 ¢
expressa na maioria dos tecidos de mamiferos, em resposta
as injurias fisicas, quimicas e estimulos bioldgicos,
incluindo a exposi¢do a luz ultravioleta®.

Alguns monoterpenos isolados ou presentes como
constituintes majoritarios
sido reportados por inibirem enzimas ciclooxigenases,

em Oleos essenciais tém
atuando, desta forma, como substancias bioativas com
propriedade anti-inflamatéria. Como exemplo pode-se
citar o 6leo essencial de Torreya nucifera®, constituido
majoritariamente por limoneno, §-3-careno e a-pineno,
que apresentou atividade inibitoria seletiva para a enzima
COX-2, diminuindo significativamente a producdo de
PGE2. O 1,8-Cineol, um 6xido monoterpénico presente em
muitos 6leos essenciais, inibe a producdo de leucotrienos
(LTB 4) e prostaglandinas (PGE2), ambos produzidos no
metabolismo do acido araquidénico?.

Recentemente, uma revisdo sobre 32 monoterpenos
que possuem atividade anti-inflamatéria foi publicada?!.
A partir da analise deste trabalho, é possivel inferir que,
apesar do aumento do numero de trabalho avaliando a
atividade anti-inflamatoria de 6leos essenciais, pouco tem
sido feito em relagdo ao entendimento do mecanismo de
acdo dos constituintes quimicos desses produtos naturais.

Neste contexto, o uso de métodos computacionais (in
silico) tem sido amplamente aplicado na farmacologia
para o entendimento do mecanismo de acdo de substancias
bioativas. Tais métodos tém sido usados com frequéncia
para a descoberta e otimizagdo de novas moléculas
bioativas, a partir do entendimento de propriedades como
absorcao, distribui¢cdo, metabolismo, excrecao e toxicidade.
Este tipo de abordagem tem contribuido para direcionar o
estudo de novos compostos farmacologicamente ativos,
diminuindo o tempo e reduzindo custos envolvidos no
processo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo
aplicar abordagens in silico para o entendimento das
propriedades anti-inflamatdrias apresentadas por o6leos
essenciais ricos em monoterpenos. Para isto, selecionou-se
20 monoterpenos (Figura 1), comuns em 6leos essenciais,
e realizou-se um estudo in silico das propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e interagdes com as enzimas
ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2).
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2 Material e Métodos

As estruturas das enzimas ciclooxigenase 1, de codigos
IHT5, 20YU e 3N8Z, e ciclooxigenase 2, de codigos
4COX, 6COX e 3LNI1, foram obtidas no banco de dados

Tabela 1: Caracteristicas das enzimas ciclooxigenases utilizadas neste trabalho.

Figura 1: Estrutura molecular dos monoterpenos avaliados neste trabalho.

Protein Data Bank (PDB), que ¢ mantido por pesquisadores

das Universidades de Nova Jersey e da California. As
principais caracteristicas destas enzimas sdo apresentadas
na Tabela 1.

PDB Cadeias / . . .
ID Comprimento Ligantes externos Ligantes naturais
IHTS AeB/551 aa Flurbiprofenato de metila Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina,
[J-octilglucosida
2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil- . . .
20YU P/ 600 aa 1H-indol-3-il]-N-[(15)-1-(hidroximetil) Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina,
. . [J-octilglucosida, [ -D-manose
propil]acetamida
Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina,
3N8Z AeB/553 aa Flurbiprofeno [J-octilglucosida, [1-D-manose, [ -D-manose,
2-(acetilamino)-2-deoxi-[1-D-glucopiranose
4COX A, ];,WC ;;D / Indometacina Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina
6COX AeB/587aa 1-Fen1lsulfonam1da-3-F rlﬁuorometll-S- Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina
parabromofenilpirazol
A,B,CeD/ 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H- Protoporfirina IX de ferro, N-acetil-D-glucosamina,
3LN1 . . . . X
587 aa pirazol-1-il]benzenosulfonamida B-octilglucosida

aa: aminoacidos. ID: Identificador; PDB: Protein Data Bank

As

descritores moleculares e analisadas segundo a regra dos

propriedades
apresentados na Figura 1 foram calculadas com base em

moleculares  dos

monoterpenos
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cinco de Lipinski, no servidor Molinspiration Online Property
Calculation Toolkit,
empresa Molinspiration Cheminformatics, com sede em Nova

versao 2013.09, desenvolvido pela
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Ulica - Eslovaquia.

As propriedades farmacocinéticas de absor¢do no
intestino humano - HIA, ligagdo com proteinas plasmaticas -
PPB e coeficiente de parti¢ao sangue-cérebro (log BB) foram
avaliadas utilizando a ferramenta ChemSilico, desenvolvida
pela empresa ChemSilico LLC, Tewksbuty - Estados Unidos.

O estudo das interagdes dos monoterpenos com as
enzimas COX-1 e COX-2 foi realizado por docking molecular,
utilizando duas ferramentas, o servidor Mcule (desenvolvido
pela incorporagdo Mcule, com sede em Budapeste - Hungria)
e o sofiware iGEMDOCK (versdo 2.1, desenvolvida pelo
professor Jinn-Moon Yang da Universidade Nacional Chiao
Tung - Taiwan).

A energia de interacdo das enzimas ciclooxigenase 1
(PDB IHTS5, 20YU e 3N8Z) e ciclooxigenase 2 (PDB 4COX,
6COX e 3LN1) com os monoterpenos foi avaliada no servidor
Mecule), utilizando as moléculas com estrutura otimizada pelo
software Marvin Sketch, versao 6.1.7, desenvolvido pela
empresa ChemAxon, com sede em Budapeste - Hungria.
Para comparagao, realizou-se 0 mesmo estudo para o farmaco
ibuprofeno, que possui estrutura molecular similar aos
monoterpenos avaliados.

A estrutura completa das enzimas ciclooxigenase 1 (PDB
3N8Z) e ciclooxigenase 2 (PDB 4COX) foram carregadas,
em avalia¢des independentes, no sofiware iGEMDOCK 2.1,
utilizando, na segdo “Prepare Binding Site”, a opgao “by
bonded ligand” ¢ um raio de 30,0 A ao redor da cavidade
onde encontra-se ancorado o ligante cristalografico. Os

arquivos dos ligantes foram carregados em formato “.mol” e
as estruturas dos monoterpenos (ligantes) foram previamente
otimizadas utilizando o software Marvin Sketch 6.1.7. Os
parametros foram ajustados para: Standard Docking, em que
a populagdo é definida como 200, as gera¢cdes como 70 e o
numero de solugdes como 2. As configuragdes padrdo foram
mantidas na se¢do “Scoring function”.

3 Resultados e Discussao

A partir dos estudos utilizando Molinspiration (Tabela 2),
observou-se que todos os monoterpenos avaliados possuem
propriedades moleculares desejaveis para farmacos, por
estarem de acordo com a regra dos cinco de Lipinski.

A regra de Lipinski, ou “regra dos cinco”, ¢ um conjunto
de condigdes empiricas inferidas por Lipinski ef a/.* num
trabalho de andlise estatistica de propriedades de farmacos
conhecidos. Estaregra estabelece alguns pardmetros estruturais
relevantes para a predi¢do do perfil de biodisponibilidade oral,
que esta associada a absor¢do e a permeabilidade de possiveis
farmacos e depende de cinco parametros: (a) nimero de grupos
aceptores de ligagdo hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10;
(b) nimero de grupos doadores de liga¢ao hidrogénio (nDLH)
menor ou igual a 5; (¢) massa molecular (MM) menor ou igual
a 500 g/mol; (d) coeficiente de parti¢ao octanol-agua (miLog
P) menor ou igual a 5; (e) area de superficie polar topoldgica
(TPSA, do inglés, Topological Polar Surface Area) menor ou
igual a 140 A2. Moléculas que violam mais do que uma destas
regras podem ter problemas de biodisponibilidade.

Tabela 2: Propriedades moleculares calculadas no servidor Molinspiration para alguns monoterpenos.

Composto miLogP TSPA MM nALH nDLH nviolacdes nrotb volume
Timol 3,34 20,228 150,221 1 1 0 1 158,572
Carvacrol 3,81 20,228 150,221 1 1 0 1 158,572
Timoquinona 1,90 34,142 164,204 2 0 0 1 161,104
p-Cimeno 3,90 0,000 134,222 0 0 0 1 150,554
B-Mirceno 3,99 0,000 136,238 0 0 0 4 162,240
Limoneno 3,61 0,000 136,238 0 0 0 1 157,296
Alcool perilico 2,37 20,228 152,237 1 1 0 2 165,555
Nerol 3,20 20,228 154,253 1 1 0 4 175,575
Geraniol 3,20 20,228 154,253 1 1 0 4 175,575
Geranial 3,65 17,071 152,237 1 1 0 4 169,739
Neral 3,65 17,071 152,237 1 0 0 4 169,739
1,8-Cineol 2,72 9,234 154,253 1 0 0 0 166,661
Mentona 3,15 17,071 154,253 1 0 0 1 171,348
Mentol 3,33 20,228 156,269 1 1 0 1 177,210
Acetato de mentila 4,04 26,305 198,306 2 0 0 3 213,722
Canfora 2,16 17,071 152,237 1 0 0 0 159,858
Borneol 2,35 20,228 154,253 1 1 0 0 165,720
Acetato de bornila 3,05 26,305 196,290 2 0 0 2 202,232
Linalol 3,21 20,228 154,253 1 1 0 4 175,591
Acetato de linalila 3,92 26,305 196,290 2 0 0 6 212,102

miLog P: coeficiente de parti¢do octanol-agua; TPSA: area de superficie polar topologica; MM: massa molecular; nALH: nimero
de grupos aceptores de ligagao hidrogénio; nDLH: niimero de grupos doadores de ligagdo hidrogénio; nviola¢des: nimero de
violagdes a regra dos cinco de Lipinski; nrotb: niimero de ligagdes rotaveis; volume: volume molar da substancia.
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A area de superficie polar topologica (TPSA) é um
descritor que apresenta boa correlagdo com o transporte
molecular passivo através das membranas celulares, podendo
ser utilizado para prever a absor¢ao intestinal de substancias
quimicas e a penetragdo na barreira hematoencefalica?’.
Todos os monoterpenos avaliados mostraram uma TPSA
inferior a 140 A2, indicando que devem possuir uma
boa absor¢do no intestino humano, assim como uma boa
permeabilidade na barreira hematoencefalica. De acordo
com Veber et al.*®, uma boa biodisponibilidade oral é mais
provavel para compostos que possuem numero de ligagdes
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rotaveis (nrotb) < 10 e TPSA > 140 A2 A medida que o
nimero de ligagdes rotaveis aumenta, a molécula torna-se
mais flexivel e mais adaptavel para uma interagdo eficiente
com um sitio enzimatico. Como os monoterpenos possuem
estrutura molecular pequena, comparada a outros produtos
naturais, o numero de ligagdes rotaveis ndo segue a regra de
Veber et al.?.

Algumas propriedades farmacocinéticas, incluindo
absor¢do no intestino humano, ligagdo com proteinas
plasmaticas e coeficiente de particdo sangue-cérebro, foram

avaliadas utilizando a ferramenta ChemSilico (Tabela 3).

Tabela 3: Dados farmacocinéticos calculados no servidor ChemSilico para alguns monoterpenos.

Composto Log BB HIA (%) PPB (%)
Timol 0,54 £0,12 85,6 +4.5 82,2+9,0
Carvacrol 0,55£0,12 854+4)5 81,3+9,3
Timoquinona 0,31 +0,16 80,4+9,6 40,0 + 15,1
p-Cimeno 0,67 £0,10 80,9+59 96,4 £4.,6
B-Mirceno 0,81 £0,15 81,5+83 80,2+ 17,3
Limoneno 0,84 £0,14 83,9+38,7 80,6 16,3
Alcool perilico 0,36 £ 0,16 90,1 £ 6,9 41,8+ 13,3
Nerol 0,29 £ 0,19 88,6+59 48,1+ 14,6
Geraniol 0,29 £ 0,19 88,6+5,9 48,1+ 14,6
Geranial 0,40 £ 0,19 85,4+6,5 52,1 £17,8
Neral 0,40+ 0,19 85,4+6,5 52,1+17.8
1,8-Cineol 0,62 +0,19 859+79 63,1 £12,1
Mentona 0,64 £ 0,16 82,4+7,7 63,9+ 13,3
Mentol 0,65+0,16 86,7 £ 6,5 64,1 £12,9
Acetato de mentila 0,74 £0,19 83,4+5,6 77,6 £10,0
Canfora 0,47 £ 0,15 82,4175 58,0+£9,2
Borneol 0,41 £0,15 88,4+ 6,4 53,1 £8,6
Acetato de bornila 0,50 £0,15 87,8 +6,2 64,1 £9,2
Linalol 0,40 + 0,17 87,1 +£6,0 54,5+ 11,9
Acetato de linalila 0,63 £0,19 82,8+54 80,7 £ 10,6

Log BB: coeficiente de parti¢ao barreira sangue-cérebro;

HIA: absor¢ao no intestino humano; PPB: ligacdo com proteinas plasmaticas.

O efeito farmacologico de uma substincia bioativa esta
associado a sua capacidade de atingir a circulagdo sanguinea
e chegar a tecidos ou orgdos especificos®. Para isto, apos a
administracdo, a substancia bioativa ¢ dissolvida e solubilizada
no trato gastrintestinal para que possa ser absorvida no
estobmago ou através do intestino. A absor¢do intestinal
humana (HIA, do inglés, Human Intestinal Absorption) ¢é a
primeira barreira que a substancia bioativa deve transpor até
chegar ao sitio de a¢do farmacoldgica.

Segundo dados obtidos da ferramenta ChemSilico, todos
os monoterpenos avaliados possuem HIA > 80%, confirmando
a previsdo realizada a partir da analise dos valores de TSPA.
Dados da literatura indicam que substancias com HIA < 30%
possuem pequena absor¢do intestinal, enquanto substancias
que exibem HIA > 70% possuem boa absorgdo intestinal®.

UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude 2014;16(4):307-16

A ligagdo as proteinas plasmaticas (PPB, do inglés,
Plasma Protein Binding) possui papel central no transporte de
substancias bioativas no organismo humano, afetando, de forma
significativa, a distribuicdo, e consequentemente, os efeitos
farmacologicos e toxicologicos®. O complexo estabelecido
entre as proteinas plasmaticas e a substancia bioativa atua
como um reservatorio na corrente sanguinea, retardando a
chegada aos sitios de eliminagdo e disponibilizando-os no
local de acdo.

Os monoterpenos avaliados, com exce¢do do p-cimeno,
apresentaram PPB < 90%. Segundo a literatura®!, substancias
bioativas que possuem PPB > 90% apresentam, geralmente,
baixa toxidez por ndo ultrapassarem os indices da faixa
terapéutica. A ligagdo as proteinas plasmaticas tende a reduzir
a disponibilidade de uma substancia bioativa para difusdo ou
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transporte no 6rgao-alvo, visto que, em geral, apenas a forma
livre da substancia bioativa ¢ capaz de difundir-se através
das membranas®?>. A concentra¢do aumentada de substincia
bioativa livre pode ter o potencial de produzir efeitos
terapéuticos e/ou toxicos aumentados. Desta forma, faz-se
necessario avaliar, além das propriedades farmacocinéticas,
possiveis efeitos toxicos da substancia bioativa candidata a
farmaco.

O coeficiente de parti¢do sangue-cérebro (log BB, do
inglés Blood-Brain Barrier Partition) ¢ um parametro que
avalia a penetragdo na barreira hematoencefalica. A barreira
hematoencefalica ¢, em esséncia, um mecanismo que impede a
entrada de moléculas de sangue desnecessarias ou substancias
téxicas no sistema nervoso central, a0 mesmo tempo em que
permite a circulagdo de quantidades adequadas de sangue
arterial através do tecido cerebral®.

Normalmente, as moléculas com log BB > 0,3 permeiam
a barreira hematoencefalica facilmente, enquanto que os
valores inferiores a -1,0 indicam baixa permeagao™®. A maioria
dos monoterpenos avaliados possui coeficiente de particao
sangue-cérebro considerado ideal para substancias bioativas
que atuam no sistema nervoso central**. Esta propriedade pode

ser correlacionada, por exemplo, ao uso popular de plantas
medicinais, contendo derivados terpénicos, como sedativas,
tranquilizantes e anticonvulsivantes®.

Na sequéncia avaliou-se a energia de interagdo dos
monoterpenos com as enzimas ciclooxigenase 1 (PDB 1HTS,
20YU e 3N8Z) e ciclooxigenase 2 (PDB 4COX, 6COX e
3LNI1) utilizando o servidor Mcule (Tabela 4). Observou-se
que todos os monoterpenos avaliados, independente da enzima,
possuem energia de interagdo menor do que a observada para
COX-1/COX-2 - ibuprofeno. Para o ibuprofeno, assim como
para a maioria dos monoterpenos, observou-se que os valores
de energia de intera¢@o sdo similares para as enzimas COX-1
e COX-2. J& para os monoterpenos biciclicos canfora, borneol
e acetato de bornila observou-se energia de interacdo maior
para as enzimas COX-2 do que para as enzimas COX-1. No
entanto, os poucos dados sobre inibi¢ao in vitro de COX-
1 e COX-2 disponiveis na literatura®' ndo permitem que os
resultados apresentados na Tabela 4 sejam devidamente
explorados. Para o carvacrol, por exemplo, observa-se que os
valores de inibi¢do da COX-1 (IC,; = 0,8 uM) e da COX-2
(IC,, = 0,7 uM), reportados na literatura®', sdo concordantes
com a relacdo de energia de interagdo apresentada na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de docking score (kcal/mol), obtidos no servidor Mcule, para a interacdo ciclooxigenase-monoterpeno.

Ciclooxigenase 1

Ciclooxigenase 2

Composto
1HT5 20YU 3N8Z Média 4COX 6COX 3LN1 Média

Ibuprofeno -1, -7,5 -7,0 -7,4 -7,8 -7,3 -7,4 -1,5
Timol -6,5 -6,2 -6,4 -6,4 -7,2 -6,5 -6,7 -6,8
Carvacrol -6,9 -6,6 -6,8 -6,8 -6,9 -6,5 -6,7 -6,7
Timoquinona -6,7 -6,6 -6,5 -6,6 -7,3 -6,7 -6,6 -6,9
p-Cimeno -6,5 -6,4 -6,8 -6,6 -6,9 -6,3 -6,6 -6,6
B-Mirceno -5,7 5,8 -6,0 -5,8 -6,3 -5,5 -6,0 -5,9
Limoneno -6,4 -6,2 -6,6 -6,4 -6,8 -6,4 -6,6 -6,6
Alcool perilico -6,6 -6,4 -6,4 -6,5 -6,8 -6,3 -6,4 -6,5
Nerol -6,1 -6,0 -6,3 -6,1 -6,4 -6,0 -6,3 -6,2
Geraniol -6,0 -6,1 -6,0 -6,0 -6,5 -5,9 -6,4 -6,3
Geranial -6,1 -6,0 -6,1 -6,1 -6,5 -5,9 -6,0 -6,1
Neral -6,0 -5,8 -6,3 -6,0 -6,5 -6,1 -6,1 -6,2
1,8-Cineol -6,0 -4,9 -4,9 -5,3 -6,8 -6,2 -6,3 -6,4
Mentona -6,8 -5.9 -6,0 -6,2 -7,0 -6,5 -6,8 -6,8
Mentol -6,6 -5,8 -5,9 -6,1 -7,1 -7,1 -6,7 -7,0
Acetato de mentila -7,4 -6,4 -6,1 -6,6 -7,4 -7,2 -7,3 -7,3
Canfora -6,0 -5,0 -5,0 -5,3 -6,5 -6,2 -6,1 -6,3
Borneol -5,9 -4,5 -5,1 -5,2 -6,3 -6,1 -5,9 -6,1
Acetato de bornila -6,2 -5,4 -5,4 -5,7 -7,4 -6,9 -6,8 -7,0
Linalol -6,0 -5,8 -6,3 -6,0 -6,3 -5,9 -6,2 -6,1
Acetato de linalila -6,6 -6,5 -6,3 -6,5 -6,9 -6,5 -6,7 -6,7

As energias ssociadas a interacdo dos monoterpenos com
as enzimas ciclooxigenases 1 (PDB 3N8Z) e 2 (PDB 4COX)
foram estudadas utilizando o programa iGEMDOCK (Tabelas
5 e 6). Observa-se que as energias de interagdo enzima-
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monoterpeno sdo menores do que a energia de interagdo
enzima-ibuprofeno. Para as duas enzimas, os monoterpenos
que apresentaram maior ¢ menor energia de interagao foram o
geraniol e o acetato de bornila, respectivamente.
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Tabela 5: Energias, calculadas no programa iGEMDOCK, envolvidas na interagdo COX-1 (PBD 3N8Z) - monoterpenos.

Tipos de energia em kcal/mol

Composto
Total Interacoes de van der Waals  Interacdes de hidrogénio Eletrostatica

Ibuprofeno -90,11 -78,11 -8,51 -3,49
Geraniol -75,54 -66,98 -8,56 0,00
Linalol 73,82 -67,53 -6,29 0,00
Timol -72,46 -60,57 -11,89 0,00
Carvacrol -70,75 -63,21 -7,54 0,00
Nerol -70,49 -61,25 -9,24 0,00
Mentol -69,07 -65,81 -3,26 0,00
Acetato de mentila -68,53 -68,53 0,00 0,00
Mentona -66,17 -62,49 -3,68 0,00
Neral -63,94 -63,94 0,00 0,00
Geranial -63,51 -63,51 0,00 0,00
B-mirceno -63,17 -63,17 0,00 0,00
p-Cimeno -61,31 -61,31 0,00 0,00
Borneol -60,70 -50,39 -10,30 0,00
Limoneno -60,19 -60,19 0,00 0,00
Acetato de linalila -58,23 -58,23 0,00 0,00
Canfora -56,39 -50,69 -5,70 0,00
1,8-cineol -56,24 -53,74 -2,50 0,00

Acetato de bornila -50,09 -50,09 0,00 0.00

Tabela 6: Energias, calculadas no programa i(GEMDOCK, envolvidas na interagaio COX-2 (PBD 4COX) - monoterpenos.

Tipos de energia em kcal/mol

Composto

Total Interacoes de van der Waals  Interacdes de hidrogénio Eletrostatica
Ibuprofeno -79,23 -75,73 -3,50 0,00
Geraniol -71,83 -62,49 -9,34 0,00
Timol -70,94 -67,44 -3,50 0,00
Nerol -70,85 -65,85 -5,00 0,00
Mentona -70,29 -59,15 -11,14 0,00
Linalol -67,48 -55,26 -12,23 0,00
Mentol -66,37 -62,94 -3,43 0,00
Carvacrol -65,07 -61,69 -3,38 0,00
Acetato de linalila -64,80 -64,80 0,00 0,00
Acetato de mentila -64,16 -64,16 0,00 0,00
B-mirceno -62,51 -62,51 0,00 0,00
p-Cimeno -61,81 -61,81 0,00 0,00
Neral -61,39 -61,39 0,00 0,00
Geranial -60,74 -60,74 0,00 0,00
Limoneno -59.,36 -59.,36 0,00 0,00
1,8-cineol -59,26 -55,76 -3,50 0,00
Canfora -57,18 -52,19 -4,99 0,00
Borneol -57,03 -47,40 -9,64 0,00
Acetato de bornila -53,37 -53,37 0,00 0,00

Para a enzima ciclooxigenase 1 (PDB 3N8Z), a andlise  (denominadas de M1 e M2, Figura 2). Ja para a enzima
das sobreposicdes das interagcdes enzima-monoterpeno  ciclooxigenase 2 (PDB 4COX), existe quatro regides de
revela que ha duas regides onde os ligantes estdo ancorados  ancoragem (denominadas de M1, M2, M3 e M4, Figura 3).
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Figura 2: Estrutura tridimensional, obtida a partir de docking molecular,
utilizando o sofiware iGEMDOCK 2.1, da ciclooxigenase 1 (PDB
3N8Z) com: (a) ligante cristalografico (flurbiprofeno); (b) ibuprofeno
(referéncia) e monoterpenos.

Figura 3: Estrutura tridimensional, obtida a partir de docking molecular,

utilizando o software iGEMDOCK 2.1, da ciclooxigenase 2 (PDB 4COX)
com: (a) ligante cristalografico (indometacina); (b) ibuprofeno (referéncia)
€ monoterpenos.

Os resultados obtidos no i(GEMDOCK foram explorados
utilizando analise de agrupamento hierarquico. A partir do
dendograma apresentado na Figura 4, observa-se que, para
a enzima ciclooxigenase 1 (PDB 3N8Z), os monoterpenos
podem ser divididos em dois grupos: M1 formado por acetato
de bornila e M2 - formado por ibuprofeno e os demais

monoterpenos. Ja para a enzima ciclooxigenase 2 (PDB
4C0OX), os monoterpenos podem ser divididos em quatro
grupos: M1 - formado por carvacrol; M2 - formado por
mentona, geranial, limoneno, 3-mirceno, timol e timoquinona;
M3 - formado por 1,8-cineol e canfora; M4 - formado por
ibuprofeno e os demais monoterpenos.
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Figura 4: (a) Agrupamento hierarquico do perfil de interagdo dos monoterpenos por ranking farmacologico e
de energia. (b) O “gene matriz” exibe perfil de interagdes dos monoterpenos com a ciclooxigenase, onde H e V
representam ligagdes de hidrogénio e interagdes de van der Waals, respectivamente. As interagdes “V”’ sdo coloridas
em verde quando a energia for menor que -4,0. As liga¢des de hidrogénio sdo coloridas em verde, se a energia for
inferior a -2,5. M e S indicam que o residuo pertence a cadeia principal ou cadeia lateral, respectivamente.

Segundo estudo*®, o centro do sitio ativo da enzima COX-1
¢ composto pelo residuo Tyr385, que esta situado proximo ao
ion ferro da protoporfirina. Nesta regido da enzima (canal), os
residuos Argl120, Glu524, Tyr355 e His90 formam uma rede
de ligacdes de hidrogénio que atuam como uma porta para o
sitio ativo. Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais, geralmente,
se ligam entre a porg¢do superior do canal de COX localizado
perto Tyr385 e Arg120. Este perfil de interagdes foi observado
para o ibuprofeno e para os monoterpenos avaliados (Figura 4),
com excecdo do acetato de bornila que estabelece interagdes
de van der Waals com os residuos Leu352, Tyr355, 1e523 e
Ala527.

Para a enzima COX-2 o sitio ativo, devido a presenga
de um residuo Val523 (isoleucina em COX-1) e um residuo
Val434 (isoleucina em COX-1), cria um segundo bolso, que ¢
acessivel no sitio ativo da COX-2.

Como modelo de inibidor seletivo da COX-2 pode-se citar
o composto diarileterociclico SC-558.37 A atividade inibidora
de COX-2 apresentada por este composto esta associada as
interagdes com os residuos de aminoacidos (His90, Arg513,
Phe518 e GInl192) que revestem o bolso secundario da
enzima. O anel p-bromofenil do composto SC-558 esta
orientada no sitio ativo da COX-2, estabelecendo interagdes
hidrofobicas com Phe381, Tyr385, Phe513, Trp387 e Leu3&4.
No presente trabalho, observou-se que o ibuprofeno e os
demais monoterpenos integrantes do grupo M4 estabelecem
interagdes com residuos Tyr385, Trp387 e Phe518, que sdo
consideradas importantes para substancias que apresentam
inibigdo seletiva de COX-2%,

4 Conclusio

O estudo in silico de vinte monoterpenos, comuns em
oleos essenciais, sugere que estes produtos naturais possuem
caracteristicas moleculares e propriedades farmacocinéticas
esperadas para substancias bioativas candidatas a farmacos.

UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude 2014;16(4):307-16

Além disso, alguns dos monoterpenos avaliados apresentaram
interacdo com as enzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e 2
(COX-2), com energia e orientacdo semelhante ao farmaco
ibuprofeno. Desta forma, estudos in silico adicionais poderao
contribuir para o melhor entendimento do mecanismo de agao
de monoterpenos com acao anti-inflamatéria.
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