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Resumo

Objetivo: Avaliar a possivel atividade ansiolitica de compostos presentes no extrato padronizado de camomila por meio da interagdo com o receptor GABAa,
como também analisar pardmetros farmacocinéticos das moléculas escolhidas por meio de ferramentas computacionais. Método: Simulagio da interagio
proteina-ligante da apigenina, alfa-bisabolol e camazuleno, por meio de docagem molecular com o receptor GABAa, comparadas com diazepam. Por fim,
os parametros farmacocinéticos dos trés compostos foram calculados, usando a ferramenta on line SwissADME. Resultados: Alfa-bisabolol e camazuleno
adequaram-se aos parametros farmacocinéticos favoraveis, enquanto a apigenina e o diazepam ndo atenderam ao perfil de ideal de biodisponibilidade.
No estudo docking, as energias de ligacdo obtidas foram de -5-1 (a-bisabolol), -7,0 (camazuleno), -7,5 (diazepam), e -8.3 kcal/mol (apigenina); também
foram observadas ligagdes do tipo hidrofébicas, de Van der Waals e interagdes eletrostaticas. Conclusdo: Os parametros analisados sugerem a atividade
ansiolitica das moléculas estudas. Ademais, mais pesquisas in vivo devem ser realizadas a fim de elucidar os resultados e seus mecanismos e possiveis
limitagdes em humanos.

Palavras-chave: Transtorno de Ansiedade Generalizada; Camomila; Docagem molecular; GABA. Benzodiazepinicos.

Abstract

Objective: To evaluate the possible anxiolytic activity of compounds present in standardized chamomile extract through interaction with the GABAa receptor
and to analyze pharmacokinetic parameters of the chosen molecules through computational tools. Methods: Simulation of the protein-ligand interaction
of apigenin, alpha-bisabolol, and camazulene by molecular docking with the GABAa receptor compared with diazepam. Finally, the pharmacokinetic
parameters of the compounds were calculated using the SwissADME online tool. Results: Alpha-bisabolol and camazulene fit the favorable pharmacokinetic
parameters, while apigenin and diazepam did not meet the ideal bioavailability profile. In the docking study. The binding energies obtained were -5-1 (
a-bisabolol), -7.0 (camazulene), -7.5 (diazepam), and -8.3 kcal/mol (apigenin). Hydrophobic bonds, Van der Waals and electrostatic interactions were
observed. Conclusion: The parameters analyzed suggest an anxiolytic activity of the molecules studied. Also, more in vivo research to elucidate the results
and their human and possible resources used in humans.

Keywords: Generalized anxiety disorder; Chamomile; Molecular Docking; GABA. Benzodiazepines.

INTRODUGCAO

O Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG) é um transtorno
do humor de alta prevaléncia mundial, atingindo mais de
264 milhdes de pessoas’. E caracterizado pelo sentimento
de preocupacdo excessiva, seguido de manifestacdes ndo
psiquidtricas, como taquicardia, sudorese, insbnia, fadiga
cronica, dificuldade de relaxar e dores musculares, surgindo
desproporcionalmente ao estimulo e de forma persistente*4,
No estudo da fisiopatologia do TAG, destaca-se sistema
GABAérgico, sustentado devido a eficacia dos benzodiazepinicos
(BZzD) na redugdo dos sintomas, classe farmacoldgica que
aumenta a afinidade dos receptores GABA pds-sindpticos e,
consequentemente, a hiperpolarizagao celular pelo aumento do

influxo de CI- 5. No entanto, uma grande problematica quanto
ao uso dos BZD é seu potencial desenvolvimento de tolerancia
e/ou dependéncia®.

Na busca de novos compostos para o tratamento da
ansiedade, os compostos vegetais constituem uma drea
promissora. Estima-se que 80% das pessoas do mundo ja
usaram, de alguma forma, plantas para tratar algum disturbio
ou doenga’. Ademais, a camomila (Matricaria recutita),
também conhecida como Matricaria chamomilla, Chamomilla
recutita, camomila alema, camomila vulgar, pertence a familia
Asteraceae, possui propriedades ansiolitica, anti-inflamatoria,
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antialérgica, antibacteriana, dermatoldgica, sedativa, além de
miorrelaxante®°. Entre os compostos presentes na camomila,
destacam-se o camazuleno, a apigenina e o bisabolol e seus
oxidos (A e B)¥®. O camazuleno confere a cor azul do dleo
essencial dos capitulos florais de camomila, que juntamente
com o a-bisabolol, formam os dois constituintes principais,
correspondendo a 50-60% de sua composi¢do. A apigenina é
encontrada no extrato aquoso de flores secas, constituindo
até mais de 60,0% no extrato aquoso®®. Cabe destacar que a
presencadessas moléculas ndo é exclusiva da Matricaria recutita,
sendo encontradas em outras plantas, como no candeeiro
(Vanillosmopsis arborea Baker), na arnica (Arnica amplexicaulis
e Arnica chamissonis) e na salvia (Salvia stenophylla). Quanto
a apigenina, sua principal fonte s3o plantas pertencentes
aos géneros Asteraceae, Artemisia, Achillea, Matricaria e
Tanacetum?01112,

Nesse cenario, as ferramentas in silico sdo capazes de orientar
a investigacdo de novos farmacos, aumentando as chances de
sucesso nos ensaios clinicos. Essas tecnologias computacionais
sao utilizadas desde 1980 no processo de descoberta de novos
medicamentos, auxiliando no rastreamento e no planejamento
de drogas em potencial®. Uma pesquisa realizada na literatura
preexistente revelou a auséncia de estudos avaliando a
interacdo de compostos do extrato da camomila com os
receptores GABAa por docagem molecular.

Assim, o presente estudo utilizou abordagem in silico de
interacao proteina-ligante por meio de docagem molecular
para realizar um screening virtual dos principais compostos no
extrato padronizado de camomila (Matricaria recutita) com o
receptor GABAa humano, bem como a analise das propriedades
farmacocinéticas das moléculas em questdo, os parametros
ADMET, cuja sigla corresponde a absorgao, a distribuicdo, ao
metabolismo, a excre¢do/eliminacio e a toxicidade.

METODOS

A realizagado deste estudo se deu de forma remota, com apoio
do Laboratério de Neurociéncias Translacional (NEUROCIT) do
Centro Universitario Christus.

Docagem molecular

A docagem molecular (docking) é a aplicagdo de modelos
baseados em matematica, biologia e computagao, na predigdo
de afinidade de ligagdo de pequenas moléculas em face de um
receptor, pois determina melhores posi¢des e orientagdes de
moléculas em alvos proteicos 13,14. Os calculos de docagem
molecular foram realizados com o modelo cristalografico do
receptor GABAa humano, obtidos no PDB (Protein Data Bank)
com o ID 6X3X; posteriormente, a proteina foi preparada no
software PyMol 15,comaremogdodas moléculasdedgua, adi¢dao
de hidrogénios e cargas de Kollman. No programa AutoDock,
foi realizada a pregagao dos ligantes, seguindo protocolo igual
ao da macromolécula. No mesmo software, foram definidos os
parametros da GRID box, local em que o célculo foi realizado. A
GRID box foi posicionada abrangendo a posi¢ao que, segundo
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o trabalho de Kim e colaboradores (2020), apresenta interagdo
com o diazepam, a fim de comparagdo de atividade ansiolitica®®.
Finalmente, os arquivos foram transformados para o formato
pdbqgt, mediante script de preparagdo do ligante do programa
AutoDockTools, da MGLTools, e as estruturas moleculares dos
compostos foram obtidas em um banco de dados de moléculas
PubChem. A docagem foi realizada com o software Autodock
Vina. Complexos proteina-ligante docados foram importados
para o programa Discovery Studio para originar os diagramas
de interagdo residual 2D para uma analise mais aprofundada
dos sitios de ligagdo®’.

Analise farmacocinética

Na prospecgao de novos farmacos, é importante avaliar alguns
critérios farmacoldgicos™. A drea de superficie topoldgica polar
(TPSA), solubilidade em agua (LogS), toxicidade, coeficiente de
parti¢do octanol/dgua (LogP), massa molécula (g/mol), nimero
de grupos aceptores e doadores de ligagdo hidrogénio (regra de
Lipinski) foram avaliados utilizando o software livre SwissADME
(http://www.swissadme.ch/index.php)* .

O programa SwissADME também traz dados na forma de gréficos.
O gréfico BOILED-Egg refere-se a absor¢do gastrointestinal
passiva (HIA) e a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE). J& o Bioavailability Radar (figura 1) consiste em uma
representagao grafica em que um conjunto de propriedades
favordveis para uma excelente biodisponibilidade e perfil
de drug-likenes é apresentado, baseado nas propriedades:
lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade
e saturagdo.

Figura 1. (A) Graficos BOILED-Egg e (B) Bioavailability radar.
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(A) Area amarela - moléculas que podem atravessar a barreira hematoencefalica,
drea branca - moléculas que apresentam caracteristicas para absor¢do
gastrointestinal passiva, area cinza - perfil indesejavel. (B) Bioavailability Radar
- grafico de perfil ideal de biodisponibilidade (area rosa).

Um bom perfil ADMET de uma molécula promissora é definido
pelos seguintes fatores, os quais compdem a "Regra dos 5 de
Lipinski":

1. Massa molecular inferior a 500g/mol;

2. Numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (ALH) inferior
ou igual a 10;

3. Nimero de doadores de ligagdo hidrogénio (DLH) menor ou
iqual a 5;

4. CLogP (Coeficiente de Particdo N-octanol/ dgua) inferior ou
igual a 5.20



3 Atividade ansiolitica in silico de compostos da camomila

Os parametros de TPSA, nos quais se avalia a absorgdo, tanto
da BHE, como intestinal, e cLogS sdo, também, de grande
importancia para determina¢do do perfil eefarmacocinético.
Avaliar as caracteristicas quimicas versus propriedades
biolégicas é fundamental para obter um composto drug-
likeness, ou seja, uma molécula que contenha propriedades
fisico-quimicas semelhantes a maioria dos farmacos conhecidos,
e logo grande probabilidade de ser, biologicamente, ativa ou
apresentar potencial terapéutico?.

RESULTADOS

Andlise parametros ADMET

A analise de ADMET revelou dados a respeito das propriedades
farmacocinéticas dos trés compostos provenientes da camomila
escolhidos para estudo, comparadas com o diazepam (tabela
1). De acordo com a literatura vigente, a apigenina, a-bisabolol
e o camazuleno estdo presentes em maior quantidade na
Matricaria recutita?®.

Apigenina

A apigenina apresentou peso molecular (PM): 270.24 g/mol,

nimero de aceptores de hidrogénio (ALD): 5, nuimero de
doadores de hidrogénio (DHL): 3, coeficiente de lipofilicidade
(cLogP): 2.11, area de superficie topoldgica polar (TPSA) :90.90
A2, porcentagem de absor¢do (%ABS): 0,55 e solubilidade em
meio aquoso (LogS): -3,94.

A-bisabolol

Os resultados obtidos foram, PM: 222,37 g/mol, ALD: 1, DHL:
cLogP: 3.76, TPSA: 20.23A2, %ABS: 0,55 e LogS: -3,34.

Camazuleno

Quanto ao camazuleno, os dados encontrados corresponderam
a: PM: 184.28g/mol, ALD: 0, DHL: O, cLogP: 4.24, TPSA: 0.00 AZ,
%ABS: 0,55 e LogS: -3,34.

Diazepam

Por fim, na simulagdo com o Diazepam, foram obtidos os

seguintes dados: PM: 284.74g/mol ALD: 2, DHL: 0, cLogP: 2,68
TPSA: 32,67 A%, %ABS: 0,55 e LogS:-3,87.

Tabela 1. Resultados dos parametros farmacocinéticos; PM: peso molecular; ALD: nimero de aceptores de hidrogénio; DLH: nimero
de doadores de hidrogénio; cLogP: coeficiente de lipofilicidade; TPSA area de superficie topoldgica polar; %ABS: porcentagem de

absorgdo; LogS: solubilidade em meio aquoso.

PARAMETROS in silico ADMET

Compostos

PM (g/mol) ALD: DHL: clogP: TPSA (A%  %ABS: LogS:
Apigenina 270.24 5 3 211 90.90 0,55 -3,94
A-bisabolol 223,37 1 1 3,76 20,23 0,55 -3,34
Camazuleno 184.28 0 0 4.24 0,00 0,55 -3,34
Diazepam 284.74 2 0 2,68 32.67 0,55 -3,87
Andlise do grafico de biodisponibilidade
Grafico 1. Bioavailability Radar dos compostos em estudo.
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Legenda: A drea rosa representa a faixa no ideal para cada propriedade e a linha vermelha as caracteristica de cada compostos dentros dos

parametros (LIPO, SIZE, PLOAR, INSOLU, INSATU e FLEX).
J. Health Biol Sci. 2022; 10(1):1-8
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Bioavailability Radar (grafico 1) do programa
SWIiSSADME, que correlaciona tamanho da molécula,
flexibilidade, solubilidade, lipofilicidades, saturacdo e
polaridade. A) Camazuleno B) Apigenina C) Diazepam
D) a-bisabolol.

A drea rosa delimita as condicoes ideais de
biodisponibilidade para a administracdo de um
farmaco via oral.

Camazuleno

Resultados sugerem boa biodisponibilidade oral,
visto que todos os parametros avaliados estdo dentro
da area rosada, que corresponde a padrdes ideais de
biodisponibilidade.

a-bisabolol

Todos os pardametros avaliados estdo dentro da
area rosa, o que corresponde a padrdes ideais de
biodisponibilidade.

Apigenina

Os dados obtidos correspondem a um perfil ndo
ideal, exclusivamente pela insaturacao.

Diazepam

Por sua vez, ndo atendeu a todos os parametros, pela
insaturacao.

Andlise do grafico BOILED-Egg
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Circulo amarelo: moléculas que apresentam capacidade de
atravessarabarreirahematoencefalica; regidobranca: moléculas
com caracteristicas para serem absorvidas, passivamente, pelo
trato gastrointestinal; drea branca-indesejavel.

Docking molecular

A docagem molecular fornece dados cruciais: (1) a conformagéo
do complexo ligante-receptor e (2) a afinidade de ligagdo, que
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representa uma aproximada energia liberada na ligagdo.22
As docagens dos trés compostos mostraram interagdo com o
sitio benzodiazepinico do receptor GABAa, o que implica a¢do
ansiolitica. As energias de ligagdo variaram de -5-1 a -8.3 kcal/
mol, entre as moléculas testadas. A apigenina mostrou maior
afinidade (-8,5 kcal/mol) que o diazepam (-7,5 kcal/mol),
ansiolitico convencional (tabela 2). Com o Discovery Studio,
as interacdes entre macromolécula e composto podem ser,
detalhadamente, analisadas, como cargas aromaticas, pontes de
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hidrogénio, superficies hidrofébicas, além da identificagdo do  mostrou interagdes com os aminoacidos ILE A 255, THR A 256,

farmaco fora da molécula. LEU E 274, LEU A 259, THR C 263, THR B 261, ALA A 252, VAL B
257, THR E 271, THR D 261, LEU D 264 e LEUC 259. (figura 1).

Tabela 2. Afinidade de ligagdo dos compostos. A interagdo com o camazuleno correspondeu aos aminoacidos
VAL 243, TRP 246, LEU A 301, TYR A 304, LEU A 297, ALA A 300.

Composto Afinidade (kcal/mol) Com o a-bisabolol, TRP B 288, PHE 289, THR B 343, VAL B 339,

VAL B 292, TYR B 340, TYR B 344, PHE B 336. Por fim, o diazepam

Apigenina -8.3 mostrou melhor interagdo na posi¢cao VAL B: 243, LEU A 297,
A-bisabolol -5.1 MET A 294, TYR A 304, GLU 298, TRP B 246, ALA 300 e LEU A
Camazuleno 70 301. Foram observadas interagdes eletrostaticas e hidrofébicas

. do tipo Pi-Sigma, Pi-Alkyl, Alkyl e Pi-PiSstacked, Pi-Pi T-shaped e
Diazepam -7.5

ligagdes de Van der Walls. As ligagdes intermoleculares entre a
proteina e o ligante ocorrem, principalmente, por forgas de Van

A ligacdo de maior afinidade da pigenina com o receptor GABAa der Walls, eletrostatica e ligacdes de hidrogénio?.

Figura 2. Interacdo 3D e 2D do composto apigenina.
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Figura 4. Interacdo 3D e 2D do composto camazuleno.

LEU
A:301
" 364
N ."'F:T:F- ‘-K'-\.l'“v""/#’-’
M I B
{0,
AP
RSl 3
» U i
RPL--7 ) LEU
B'ZEE ;’)_ A:297
v —
B:ﬂ?
ALA
A:%ﬂﬂ
- _—
= rervsaaam ] proam
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DISCUSSAO

Todos os compostos se ajustaram a regra de Lipinski, o que
sugere uma boa biodisponibilidade oral para comparacgdo. A
anadlise do diazepam também ndo mostrou nenhuma violagao,
podendo-se afirmar que os trés compostos sdo drug-likeness.
Possivelmente, a atividade ansiolitica da Matricaria recutita
justifica-se pela afinidade e pela energia de ligacdo favoraveis
do composto apigenina com o receptor GABAa, visto que entre
as trés moléculas estudadas, apresentou melhor interacdo
proteina-ligante e menor energia de ligagdo, indo ao encontro
do que afirma Alonso, em 2016%.

No que se refere aos demais compostos, o a-bisabolol
apresentou a maior energia de ativacao, o que nao caracteriza
uma boa atividade. No estudo de Rebougas (2019), foi relatado
o efeito ansiolitico em ratos submetidos ao modelo de estresse
cronico imprevisivel 25. Por ultimo, o camazuleno com energia
de ligacdo -7,0 kcal/mol obteve resultados semelhantes ao
diazepam (-7,5 kcal/mol). Os azulenos, incluindo o camazuleno,
aparentam efeito anti-inflamatério e antioxidante; no entanto,
pesquisas sobre seu potencial ansiolitico sdo ausentes na
literatura 26. Finalmente, nota-se o predominio de ligacGes do
tipo Van der Waals, fundamentais para a intera¢do do ligante
com o sitio ativo da proteina.

A pesquisa in vivo é necessdria para validar os resultados
obtidos. Ndo é possivel afirmar que, efetivamente, a atividade
ansiolitica é baseada somente nos resultados de docking.

Com relacdo ao grafico BOILED-Egg, que correlaciona a drea
superficial topoldgica polar com lipofilicidade, os compostos
camazuleno e a-bisabolol sdo capazes de ultrapassar BHE,
representada pelo circulo amarelo, habilidade interessante
quando o alvo clinico esta localizado no SNC, como no caso dos
receptores GABA, assim como o diazepam.

A apigenina possui boa absor¢do gastrointestinal (area em
branco), porém ndo apresentou a capacidade de atravessar
a BHE. No entanto, sua concentragdo apds a aplicacdo de
20mg/kg diarias por uma semana, chegou a 1.2 uM no tecido
cerebelar de ratos no ensaio de Popovic et al (2014)¥. Em um

modelo in vitro da BHE, foi possivel observar permeabilidade
a apigenina 28. Segundo Leonarduzzi e colaboradores (2009),
os flavanoides possuem uma biodisponibilidade baixa devido
a sua baixa solubilidade em &gua, instabilidade quimica e
rdpida metabolizagdo®. Outro achado importante acerca desse
composto é a capacidade de ser carreado pela glicoproteina
- p (gp-P), presente nas jungBes oclusivas das membranas
celulares da BHE, entre suas funcgdes, é responsdvel pelo
transporte de xenobidticos e desempenha importante papel na
farmacocinética de muitos farmacos no organismo3®%3., O efeito
ansiolitico da camomila foi relatado na literatura anteriormente,
como no estudo realizado por Keefe., et al (2016), em que
constou-se uma resposta clinicamente significativa (58,1%) a
terapia com a camomila durante oito semanas, com dosagem
de 1.500 mg didrias, sem efeitos adversos graves relatados,
mostrando resultados compardveis a drogas ansioliticas
convencionais e com menores indices de eventos adversos®?,
como no trabalho de Mao et al (2014)%. Segundo esses autores,
0os compostos da camomila podem-se ligar aos receptores
benzodiazepinicos e reduzir a atividade do GABA, quando

observados em culturas de células neurais.
CONCLUSAO

Os compostos a-bisabolol, apigenina e camazuleno possuem
ampla distribuicdo vegetal, sendo encontrados em diversas
espécies. Ademais, as altas concentragGes deles na espécie
Matricaria recutita justificam sua utilizagdo no presente estudo.
As interagdes entre os compostos a-bisabolol e apigenina com o
receptor GABAa foram significavas, assim como os parametros
ADME. O camazuleno, por sua vez, ndo mostrou interagdo
relevante com a proteina em questdo; mas quanto a seu perfil
farmacocinético, foi capaz de atender aos critérios ideais,
o que implica potencial terapéutico na ansiedade quando
comparado com benzodiazepinico. Dessa forma, as simulagdes
in silico realizadas nesta pesquisa mostraram caracteristicas
gue sustentam a investigagdo em modelos in vivo para melhor
avaliagdo dos efeitos sugeridos.
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