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Resumo

As plantas medicinais sdo usadas para fins terapéuticos desde os primérdios da humanidade, o que ao longo
do tempo levou a descoberta cientifica de varios metabdlitos que hoje fazem parte das possibilidades
terapéuticas disponiveis. A Eschscholzia Californica & encontrada nas Américas e tem grande potencial de
adaptacgéao ao clima temperado e é conhecida popularmente como “papoula da california”. O presente estudo
teve como objetivo a analise bioquimica e funcional dos compostos majoritarios da espécie Eschscholzia
Californica por meio de ferramentas in silico que possibilitaram elucidar e concretizar os seus potenciais
efeitos terapéuticos, ja que a planta é utilizada como ansiolitico e sedativo na fitoterapia e medicina popular.
Desse modo, através de pesquisas em artigos cientificos, 0s compostos mais promissores da espécie foram
catalogados e isolados com o intuito de estabelecer os compostos com maiores efeitos terapéuticos. A
reticulina, a protopina e a N-Metillaurotetanina (NMT) foram as substancias que apresentaram bioatividade
relacionada a mecanismos envolvidos na fisiopatologia da depressao. Através de plataformas e softwares de
metodologias in silico, foram analisadas as possiveis interacdes e mecanismos de acdo dessas substancias
no organismo humano. As substancias apresentaram baixa toxicidade, permeabilidade com a barreira
hematoencefalica e atividade na recaptacao de serotonina em ligacao ao transportador nas vias sinapticas.
As andlises computacionais mostraram que as ligacdes possibilitam uma inibicdo da recaptacdo de
serotonina, que é a principal atividade realizada pelos medicamentos utilizados na terapéutica da depresséo.
Dessa forma, o estudo possibilitard, posteriormente, andlises in vitro e in vivo com os referidos compostos de
maneira a contribuir para a triagem de novos medicamentos com efeitos ansioliticos e sedativos.
Palavras-Chave: Plantas Medicinais; Ansioliticos; Docking Molecular; Antidepressivos.
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Abstract

Medicinal plants have been used for therapeutic purposes since the dawn of humanity, which over time has led
to the scientific discovery of several metabolites that are now part of the therapeutic possibilities available.
Eschscholzia Californica is found in the Americas and has great potential for adapting to a temperate climate
and is popularly known as the “California poppy”. The present study aimed at the biochemical and functional
analysis of the major compounds of the Eschscholzia Californica species using in silico tools that made it
possible to elucidate and implement their potential therapeutic effects, since the plant is used as an anxiolytic
and sedative in phytotherapy and folk medicine. Thus, through research in scientific articles, the most promising
compounds of the species were cataloged and isolated in order to establish the compounds with the greatest
therapeutic effects. Reticulin, protopin and N- Methyllaurotetanine (NMT) were the substances that showed
bioactivity related to the exchange involved in the pathophysiology of depression. Through platforms and
software of in silico methodologies, the action of these substances in the human body was conducted as
possible and controlled. The substances demonstrated low toxicity, permeability with the blood-brain barrier
and activity in the reuptake of serotonin in connection with the transporter in the synaptic pathways. The
computational analysis contemplated that the connections allow an attraction of serotonin reuptake, which is
the main activity carried out by the drugs used in the therapy of depression. Thus, the study will later enable in
vitro and in vivo analyzes with the referred compounds in order to contribute to the screening of new drugs with
anxiolytic and sedative effects.

Keywords: Medicinal Plants; Hypericum Perforatum; In Silico.

INTRODUCAO

Ao longo da histéria, a natureza tornou-se o principal aliado dos seres humanos na
sobrevivéncia e manutencdo de sua espécie. Através de sua diversidade e extensdo, puderam
desenvolver todo o necesséario para garantir abrigo, protecdo e alimentacdo, ou seja, fatores
essenciais para a vida naquela época e que persistem até a contemporaneidade. Em decorréncia
da descoberta e refinamento de novas técnicas através dos recursos naturais, as civilizacdes
perceberam que agricultura, que até entdo era “limitada” a questdes nutricionais, poderia ser utilizada
como recurso medicinal®.

Diante disso, as civilizagdes que tinham amplo dominio sobre agricultura e pecuaria
tornaram-se sindnimos de desenvolvimento e prosperidade, entre as quais se encontra a civilizacao
egipcia que, desde 3500a.C., através dos inumeros recursos oferecidos pelo rio Nilo, ficou
conhecida como o berco da medicina, farmacia e perfumaria. Diante disso, estudiosos comecgaram
a dedicar suas pesquisas no ramo como Herbs, que catalogou 125 plantas medicinais no Egito e,
nessas regides, originou um dos herbarios mais antigos do mundo?. Posteriormente, Hipdcrates
escreveu a obra “Corpos Hipocratium” na qual desenvolveu, além de informa¢des médicas, indicou
o tratamento a partir de vegetais para as diversas doencas conhecidas naquela época3.

A sociedade contemporénea, persiste no estudo e desenvolvimento de técnicas
relacionadas ao estudo de plantas medicinais, contando com inimeras tecnologias e bancos de
dados que facilitam e refinam o estudo na area, entre as quais as ferramentas in silico, que consistem

na aplicacdo de recursos computacionais no estudo de bioatividade de estruturas quimicas. Por meio
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delas, podemos evidenciar de forma mais detalhada e precisa os elementos quimicos e estruturais
e, consequentemente, sugerir seus possiveis mecanismos de acéo e efeitos terapéuticos*.

Diante de um pais que possui uma vasta extenséo territorial e, em decorréncia deste fato,
possui uma elevada amplitude de climas, relevos, altitudes e incidéncia solar, é possivel cultivar
inmeras espécies de plantas, ervas e arvores tanto a nivel de subsisténcia quanto aos niveis
comerciais, industriais e cientificos. Devido a isso, a comunidade cientifica brasileira possui facil
acesso a espécies in natura, evitando custos de importacdo e burocracias para analises moleculares
e estruturais®.

A espécie Eschscholzia california (Familia: Papaveraceae) também é conhecida como
“papoula-da-california” e tem origem na América do Norte, mas pode ser cultivada em locais de clima
ameno ou quente, trazendo uma maior possibilidade terapéutica em diferentes regides e, inclusive,
ja sendo cultivada no Brasil®. Estudos constataram potenciais ansioliticos e antidepressivos, por
meio da acdo dos alcaldides presentes na espécie que atuam como potencializadores dos agonistas
GABAa e como antagonista do receptor da serotonina, bloqueando os transportes de serotonina e
noradrenalina’. Além do potencial ansiolitico e antidepressivo, também h& evidéncias de apresentar
efeitos analgésicos.

Conforme relatado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), principalmente apds a
pandemia de COVID-19, houve um aumento nos casos de depressdo e ansiedade. Os dados
mostram que a prevaléncia global da depressédo aumentou cerca de 25%. Além desse aumento
exacerbado pds pandemia dos casos, ja ha estudos que relatam as mudancgas nos circuitos psico-
neuroenddécrinos-imune durante a infeccdo pela doenga em conjunto a sindrome respiratoria,
fazendo com que haja uma resposta hormonal e imunoldgica negativa com relacdo aos sintomas®.

Este estudo teve o objetivo de pesquisar o espectro de bioatividade dos compostos da
Eschscholzia californica, empregando ferramentas in silico, sobretudo moléculas que apresentam

potencial efeito central para depresséao e ansiedade.

METODOS

A selecao por compostos quimicos da espécie Eschscholzia californica foi realizada através
de uma reviséo bibliogréafica a partir de artigos cientificos publicados na base de dados do PubMed,
SciELO e ScienceDirect por meio dos termos Eschscholzia californica, in silico, medicine,
depression e o operador booleano: AND. O artigo’ teve grande importancia, ja que fez uma analise
estrutural da espécie, contendo varias estruturas quimicas elucidadas e nos possibilitando avaliar a

predi¢do bioldgica dos seus compostos.
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Os compostos majoritarios da espécie, por sua vez, foram estudados com auxilio de
métodos e ferramentas in silico. Apds a identificacdo das estruturas, a codificagcdo das moléculas
foi obtida por meio do site PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

Em primeira andlise das moléculas, utilizou-se o servidor PASS Prediction usado para avaliar
quais moléculas teriam potencial atividade ansiolitica. A triagem farmacocinética foi realizada com
0 programa SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e o servidor SwissTargetPrediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/) para avaliar potenciais alvos moleculares capazes de
interagir com os marcadores quimico da planta, o qual apontou uma relevancia de interagdo com o
transportador de serotonina (SERT) para inibir a recaptacao de serotonina na fenda pés-sinaptica.
Em seguida, foi avaliado a predicdo da toxicidade através do Protox 11911,

Foi usado o programa GOLD Suite 5.7.0 (Mark Thompson and Planaria Software LLC), por
fim, para avaliar as ligagdes e forca de interacdo possiveis entre os compostos da Eschscholzia
californica com o ligante alvo (transportador de serotonina) para, assim, observarmos se ha uma

interacdo efetiva para um possivel uso terapéutico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, vale destacar a importancia da realizacdo de uma predi¢do farmacocinética
dos compostos presentes na planta estudada para a possibilidade de uso em farmacos. Por meio
dessa andlise inicial, foram selecionados 14 compostos principais da Eschscholzia californica
(protopine, escholtzine, Allocryptopine, californidine, Isoboldine, N-Methyllaurotetanine, Corydine,
Californidine, O- Methylcaryachine, Caryachine, 6S,12S-Neocaryachine-7-Omethyl ether N-metho
salt, (S)-Reticuline, Chelerythrine, Sanguinarine). Com esses compostos foi possivel avaliar suas
principais acdes, para assim fazer a triagem dos marcadores mais promissores para serem objetos
de estudos em outros modelos, como in vivo e in vitro.

Os resultados gerados na Tabela 1 indicam a probabilidade da molécula ser semelhante a
estruturas que tenham a funcéo estimada (Pa) e a probabilidade de ter algum erro na predicdo da
atividade bioldgica (PIl). Com isso, foi possivel avaliar os melhores compostos a serem observados
em conjunto ao objetivo do estudo. Com relacdo a variavel Pa é importante salientar que para que
haja maior significancia é necessario que seu valor seja maior que 0,700, devido a isso foram

filtrados dos 14 compostos apenas os 7 que obtinham essa significAncia.
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Tabela 1. Analise de Pa e Pi conforme as fungdes atribuidas aos compostos presentes na molécula pelo
servidor PASS Prediction.

Compostos Atividade Biolégica Pa Pi

Protopina Inibidor de captagdo de 0,913 0,002

neurotransmissores
Analéptico respiratério 0,806 0,008
Antineurdtica 0,763 0,024
Relaxante Muscular 0,712 0,005
Escholtzia Antineurdtica 0,864 0,005
Inibidor de captacao de 0,852 0,003

neurotransmissores
Allocryptopina Estimulagdo da MAP quinase 0,889 0,002
Antagonista do receptor de 0,871 0,005

anafilatoxina

Inibidor de captagao de 0,804 0,004

neurotransmissores
Antineurdtica 0,801 0,017
(S)-Reticulina Agonista do receptor alfa-4-beta- 0,842 0,0004

4 nicotinico
Estimulante da liberagéo de 5- 0,784 0,016
hidroxitriptamina
Estimulagdo do MAP quinase 0,730 0,005
Estimulante da liberacdo de 0,721 0,004
histamina

N-Methil Laurotetanina Estimulante da liberagdo de 5- 0,919 0,004

hidroxitriptamina

Substrato da UGT1A9 0,815 0,004
Estimulante da liberacéo de 0,802 0,003
histamina
Isoboldina Estimulante de liberagéo de 0,941 0,004

hidroxitriptamina

Antitussigeno 0,845 0,003
Inibidor da Tirosina 3 0,823 0,002
Hidroxilase
Substrato UGT1A9 0,814 0,004
Estimulante de histamina 0,802 0,004
Coridina Estimulante de liberagdo de 0,951 0,003
hidroxitriptamina
Antitussigeno 0,864 0,002
Substrato UGT1A9 0,814 0,004
Estimulante de MAP quinase 0,796 0,003

Legenda: Pa= Probabilidade do composto apresentar a atividade predita; Pi= probabilidade do composto ndo apresentar a atividade
predita.
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Apos as andlises, conforme a Tabela 1, foi possivel selecionar as trés principais moléculas
(Protopina, reticulina e NMT) que atendem ao objetivo estudado e tém maiores probabilidades
biolégicas, considerando dados da plataforma SwissTargetPrediction com relagdo a absor¢do no
trato gastrointestinal, permeabilidade a barreira hematoencefalica e critérios Lipinski, resultando nas
trés moléculas selecionadas com maiores pontos favoraveis ao estudo. Com isso, foi possivel
visualizar esses compostos na classificagcdo Druglikeness, o que mostrou que todos estavam de
acordo com os critérios, como mostra a Tabela 2.

Para esse resultado foi usado a regra dos 5 de Lipinski. Ela é utilizada para determinar
caracteristicas farmacocinéticas de compostos e possui o objetivo de avaliar a permeabilidade e
solubilidade de farmacos administrados pela via oral. A regra é feita com base no LogP (miLogP)
que deve ser maior ou igual a 5, a Massa Molecular (MW) menor ou igual a 500, 0 numero de
aceptores de ligacdo de Hidrogénio (nOHNH) menor ou igual a 10 e os doadores de ligacdo de
Hidrogénio (nON) menor ou igual a 5% Quanto mais critérios a molécula seguir, maior a chance de

ser ativada por via oral.

Tabela 2. Caracteristicas farmacocinéticas preditas das moléculas selecionadas. LogP (miLogP),
Massa Molecular (MM), o nimero de aceptores de ligacao de Hidrogénio (nOHNH) menor ou igual
a 10 e os doadores de ligagao de Hidrogénio (nON).

Compostos miLogP MM nON nOHNH
Protopina 2.75 353.37 6 0
Escholtzine 3.22 323.35 5 0
Allocryptopina 2.70 369.42 6 0
(S)-Reticulina 2.38 329.40 5 2
N-Methyllaurotetanina 2.77 341.41 5 1

A Tabela 3 apresenta as informac¢des geradas pelo laboratério virtual de toxicidade (ProTox-
) e pelo Swiss Institute of Bioinformatics (SwissADME)', onde é previsto a classificacéo
relacionada a toxicidade. Também é avaliado, conforme a Tabela 4, se o composto tem
permeabilidade na barreira hematoencefalica, a absorcdo no trato gastrointestinal e a dose letal de

50% que, dessa forma, classificam a classe toxicoldgica de cada composto.
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Tabela 3. Perfil de toxicidade e valores de DL50 das estruturas selecionadas a partir da espécie
Eschscholzia californica.

Composto Classe de Toxicidade DL50
Protopina 4 940mg/Kg
Escholtzina 4 1500mg/Kg
Allocryptopina 4 940mg/Kg
(S)-Reticulina 4 700mg/Kg
N-Methyllaurotetanina 4 350mg/Kg

Tabela 4. Absorcdo no trato gastrointestinal (GI) e permeabilidade a barreira hematoencefélica
(BHE) das moléculas selecionadas a partir da espécie Eschscholzia californica.

Composto Lipinski Absorc¢éao Gl Permeavel a BHE
Protopina Sim, 0 violagédo Alta Sim
Escoltzina Sim, 0 violagéo Alta Sim

Alocriptopina Sim, 0 violag&o Alta Sim
(S)-Reticulina Sim, 0 violagéo Alta Sim
N-Metil Laurotetanina Sim, 0 violagéo Alta Sim

Outro parametro avaliado nas moléculas promissoras da espécie E.californica foi o perfil de
toxicidade, através do servidor ProTox-Il, dados apresentados na Tabela 3. A plataforma indica 5
classificacbes de cada composto entre as quais: toxicidade aguda, que varia de 0 a 6, toxicidade de
orgdos, parametros toxicoldgicos, as vias toxicolégicas e as metas de toxicidade aguda. A
caracteristica escolhida neste estudo foi a toxicidade aguda, tendo em vista que o manejo dos
guadros clinicos dos pacientes com depressdo observados tem uma dificuldade nesta fase,
resultando a efeitos adversos e piora na condi¢do no inicio do tratamento com farmacos ja
estudados. A triagem da toxicidade aguda é efetuada a partir da similaridade quimica entre
compostos com efeitos toxicos conhecidos e na presenca de fragmentos toxicos. O grau da referida
toxicidade é feito de forma quantitativa por meio do DL50, em mg/Kg do peso corporal. O DL50
corresponde a dose letal mediana, ou seja, a dose capaz de causar a morte de 50% dos individuos
expostos ao composto. Portanto, o valor DL50 é inversamente proporcional a toxicidade do

composto.
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A permeabilidade da barreira hematoencefalica tem uma importancia significativa nos
mecanismos que envolvem o sistema nervoso central, por isso é valido observar a permeabilidade
dos compostos da Eschscholzia californica. A barreira é uma estrutura que impede o fluxo de
substancias do sangue, como anticorpos, drogas terapéuticas, sistema complemento e fatores de
coagulagdo, para o sistema nervoso central. Ela é formada por meio de células endoteliais
presentes nos capilares sanguineos. A passagem de substancias na barreira se da por duas
grandes vias, a via paracelular que é caracterizada por uma passagem entre as juncdes celulares
por diferenca de concentracdo e a via transcelular que envolve difusdo passiva ou facilitada de
compostos, endocitose mediada por receptores, processos de transocitose e processos mediados
por transportadores. Um exemplo de medicamento que transita por difusédo facilitada na barreira
hematoencefalica é o L- Dopa que tem como mediador o transportador de aminoacidos neutros tipo
1 (LAT-1) e que tem como objetivo nos tratamentos a melhora da doenca de Parkinson.

Os principais mecanismos de influxo de farmacos para o sistema nervoso central envolvem
transportadores de anions orgénicos (OATPs), transportadores de cations orgéanicos (OCTS),
transportadores de nucleosideos (NT), transportadores de monocarboxilatos (MCTSs) e sistemas de
transporte de peptideos.

No caso do transporte de anions organicos destaca-se os OAT (transportadores de anions
organicos em humanos) e Oats (em roedores) que sdo mostrados com importantes papéis no
transporte de metabdlitos anibnicos de neurotransmissores como a epinefrina, a norepinefrina, a
dopamina e a serotonina, principalmente o Oat-3, tendo importéncia significativa no tratamento da
depressdo. Nesse sentido, a tabela 3 composta pelos dados do SwissAdme, evidencia a
permeabilidade dos compostos da Eschscholzia Californica na BHE. Esse dado corrobora para sua
efetividade no tratamento da depressao, ja que possibilita a acdo terapéutica de bloqueio do
receptor 5 - HT1A demonstrado no PassOnline que modula receptores de serotonina.

O transportador de serotonina esta localizado na porcao terminal do axénio e no corpo do
neurénio. O transportador é codificado pelo gene SERT (5-HTT ou SLC6A4). Quando ha a liberagéo
de serotonina na fenda sinaptica, esse transportador leva a serotonina até ao neurdnio pré-sinaptico,
gue é reconhecido como a recaptacao de serotonina. Esse mecanismo € o principal mecanismo dos
antidepressivos que inibem esse retorno, conhecidos como inibidores seletivos de recaptacéo de
serotonina, fazendo com que a serotonina permaneca na fenda sinaptica.

Estudos demonstraram que a variacdo genética no 5-HTTLPR apresenta diferencas de
respostas ao tratamento com o citalopram, que € um inibidor seletivo de recaptacao de serotonina.
Corroborando para que seja ainda mais evidente a importancia da descoberta de novas
possibilidades de tratamentos, j& que as respostas as terapéuticas variam a depender dos genes
do paciente, sendo necessario considerar multifatores e possibilitando que plantas medicinais,

como a Escholtzia californica tenham maior visibilidade.
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Para que tenha maior evidéncia, é vélido ressaltar também a importéncia da interagdo com
citocromos, dado obtido pela andlise na plataforma SwissADME para avaliar interacdes
medicamentosas e possiveis metabolismos dos compostos.

E claro, para a comunidade cientifica, que cerca de 90% dos farmacos sdo metabolizados
por 6 principais isoenzimas do citocromo P450 (CYP450): CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4 e CYP2EL. Sabendo que a maioria das substancias sdo metabolizadas, primariamente,
por essas enzimas, é possivel evidenciar e explicar as interagdes medicamentosas envolvendo
medicacdes tanto in vivo quanto in vitro®. Medicamentos que possuem atividade com a mesma
familia de enzimas do CYP450, quando administrados de forma simultdnea, podem interagir entre
si e prejudicar sua biodisponibilidade no organismo.

As caracteristicas das interag6es dependem diretamente se o farmaco exerce atividade de
substrato, inducdo e/ou inibicdo das referidas enzimas. As consequéncias decorrentes dessa
interacdo podem ser: aumento da toxicidade da substancia administrada ou a reducdo de sua
efetividade no organismo. Um exemplo da relagdo em questdo € o envolvimento da isoenzima
CYP2D6 nas interacdes relevantes entre inibidores de recaptacéo de serotonina, como a fluoxetina
e paroxetina (inibidores da CYP2D6) e antidepressivos triciclicos'®. Para o estudo dos compostos
da Eschscholzia Californica e suas rela¢gdes com os principais citocromos citados, foi utilizado o
servidor SwissADME conforme a tabela 5. Com os dados obtidos, é possivel concluir que, dos 3
compostos, 0s que provavelmente apresentardo menos interagcbes medicamentosas sédo a (S)-

reticulina e a N-Methyllaurotetanina.

Tabela 5. Relacdo entre os compostos da planta Eschscholzia californica e os citocromos P450
potencialmente inibidos.

Composto CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

Protopina Inibidor - Inibidor Inibidor Inibidor
(S)-Reticulina - - - Inibidor -
N-Methyllaurotetanina Inibidor - - - -

O Comité dos medicamentos a base de plantas da agéncia europeia de medicamentos
reconhece 0 uso do extrato das partes aéreas da E. californica no manejo do estresse mental e do
sono baseado no seu uso popular e de longa datal’. Com o intuito de estudar medidas terapéuticas
para a insonia, um estudo foi realizado com o uso de extrato da espécie E. californica e Valeriana

officinalis em pacientes com histérico de insdnia. Durante a primeira e a quarta semana de
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suplementacao, os pacientes tiveram que relatar as seguintes caracteristicas do sono em um diario
eletrbnico: laténcia do sono, duracao total do sono, frequéncia e duracao dos despertares noturnos.

Apdés um més, os médicos tiveram que coletar informacdes sobre eventos adversos e
tratamentos concomitantes. Ansiedade (escala HAM-A), intensidade da insénia, qualidade do sono e
estado de vigilia foram avaliados. No primeiro més, foi evidenciada uma significativa diminuicdo da
pontuacdo média da gravidade da insénia, alcancando cerca de 30%. Além disso, 0s pacientes
relataram menor dificuldade para adormecer, para permanecer dormindo e seus distlrbios de sono
interferem menos nas atividades diurnas e por fim, relataram que o sono noturno apresentou
acréscimo de meia hora. Em relacdo aos despertares noturnos, eles apresentaram reducéo de
cerca de 25% em relacdo a frequéncia e uma reducéo de 25 minutos em relagéo a duracdo. J4 a
ansiedade, avaliada pelo escore HAM-A teve reducdo de 50% nos pacientes, concluindo, dessa
forma, que a suplementacdo com extrato das espécies E. californica e V. officinalis possuem
potencial terapéutico para o tratamento de insOnia e ansiedade?’.

Através de um estudo in vitro, notou-se que o extrato etandlico a 70% de E. californica foi
capaz de se ligar aos receptores 5-HT(1A) E 5-HT (7) a uma dose de 100 pg/ml*®. Em meio as 3
moléculas selecionadas, todas apresentaram uma interagdo com receptor de serotonina 5-HT(1A)
de acordo com o servidor SwissTarget Prediction. Essa estrutura é acoplada na proteina G e
desempenha papel significativo na liberacdo de serotonina e na regulagdo do metabolismo da
dopamina e 5-hidroxitriptamina no cérebro. Ele possui papel fundamental na modulagdo de
diferentes vias no organismo, entre elas a cognitiva, comportamental, de desenvolvimento do sono,
humor, depressédo, ansiedade e agressividade, afeto, funcdo sexual, termorregulacdo. Foi
evidenciado em um estudo que camundongos sem a exibicdo do receptor de serotonina 1A
desenvolveram aumento de transtornos de ansiedade e agressividade!®. Estudos anteriores
propuseram que os receptores 5-HT1A eram exclusivamente localizados no soma e nos dendritos
(autorreceptores somato dendriticos dos neurénios 5-HT e em regides poés sinapticos (fora do nacleo
dorsal da rafe (NDR).

Estudos atuais evidenciaram que os receptores 5-HT1A também s&o expressos por células
nao 5-HT do NDR. Boa parte dessas células sao interneurdnios gabaérgicos. O receptor 5-HT1A se
acopla a Gi/lo com ativagdo Gi desencadeando a inibicdo da adenilato ciclase. Essa enzima é
responsavel por sintetizar o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) para a producao de adenosina
trifosfato (ATP). O cAMP, por sua vez, ativa a proteina quinase dependente de cAMP, também
denominada de proteina quinase A (PKA). A PKA fosforila proteinas quinases intermediarias (PKs)
gue interferem na atividade de canais ibnicos, causando despolarizacdo do neurénio. Por bloquear
a adenilato ciclase, os receptores 5-HT1A causam hiperpolarizacdo neuronal. A estimulacdo da
estrutura inibe a taxa de disparo de neurbnios seratoninérgicos. J4 a ativagdo do receptor pos-

sinapticos induz respostas inibitdrias em regides alvo. Os referidos receptores séo encontrados no
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telencéfalo (cortex cerebral, sistema limbico, hipocampo e amigdala), diencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo?.

Um estudo feito com camundongos indicou que o extrato aquoso da E. californica
apresentou ter potencial sedativo e ansiolitico. Nele, concluiu-se que a planta reduziu
significativamente a preferéncia por novidades, assim como alocomogéao e a atividade de criagéo em
doses acima de 100mg/Kg em situacao exploratoria de livre escolha dos animais durante o teste de
acordo com a concentacao do extrato. Além disso, a atividade sedativa foi confirmada pela inducéo
do sono em camundongos em doses acima de 100mg/Kg apdés uma dose infra-hipnética de
pentobarbital?t. Ao serem colocados no teste da escada ,no referido estudo, sob efeito de 25mg/Kg
de E. californica, os camundongos apresentaram reducdo da atividade locomotora (diminuicdo do
namero de degraus percorridos por tempo), comportamento semelhantes aos observados por
outros autores utilizando benzodiazepinicos ou valproato em ratos??> e em camundongos?®. Sabe-
se que muitas substancias sedativas entre as quais benzodiazepinicos e fenobarbital possuem
atividades ansioliticas quando administradas em baixas doses. Quando camundongos foram
submetidos ao teste de livre escolha com uma dose de 25mg/Kg, apresentaram um aumento
do tempo gasto durante o teste, algo que também foi evidenciado em camundongos sob efeito de
benzodiazepinico, clorazepato dipotassico e etanol em doses ndo sedativas?*. Em concordancia com
um trabalho envolvendo extrato da E. californica (200mg/Kg) e ratos elucidou uma reducao
significativa da atividade locomotora dos animais (64% em relac&o ao grupo controle) e de criagdo
(65%).

Os referidos efeitos sedativos foram antagonizados de forma parcial por 10mg/Kg de
flumazenil (24% e 33% respectivamente). Efeitos semelhantes ao uso do extrato da espécie foram
obtidos com midazolam 2 mg/Kg, também reduzindo a atividade locomotora (-83%) e a criacao (-
91%). O flumazenil também antagonizou esses efeitos (-2% e -39%, respectivamente). J& no teste
da caixa iluminada, E. californica (25 mg/Kg) aumentou de forma significativa o tempo gasto pelos
ratos. Esses efeitos ansioliticos foram antagonizados pelo flumazenil 1 mg/Kg. Efeitos similares
foram obtidos com a administracdo de clorazepato dipotassico na dose de 2mg/Kg, também
antagonizado pelo flumazenil®.

Foi evidenciado que a N-metilaurotetanina (NMT) atua como antagonista da serotonina. A
protopina e a alocriptopina bloqueiam a serotonina humana e transportadores de noradrenalina
(hSERT E NERT) e possuem efeitos antidepressivos em modelos animais’. Um estudo
experimental de radiotelemetria em camundongos alimentados com uma fracdo enriquecida com
NMT (82% NMT, 10% reticulina e 8% de cariaquina com outros alcaloides menores evidenciou
efeitos sedativos de curta duracédo quando administrados em dose de 10 mg/Kg entre 30 a 54 min
apos administracao por via oral. (trabalho de V. Butterweck, J. Wedler, Universidade da Florida,

Gainesville). Além disso, a (S) -Reticulina pode ser transformada por células de neuroblastoma em
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morfina, que é conhecida por interagir com receptores u-opidides. Os ensaios referidos, contudo,
relataram que ndo ha modulacéo positiva de correntes de cloreto decorrentes da (S)-reticulina nos
receptores GABA alfalbeta2gama3 recombinantes, que corresponde a principal isoforma capaz de
mediar efeito sedativo no cérebro. Diante disso, percebeu-se que a (S)-reticulina é metabolizada
pela 1,2 desidroreticulina e gera compostos entre os quais: (R)-reticulina e alcaloides intermediarios
como a codeina e a morfina. Pelo fato da metabolizacéo da (S)- reticulina ser capaz de se ligar com
receptores u-opiode, ela poderia, por sua vez, mediar a liberacdo de GABA nos terminais das
células inibitérias e, consequentemente ser responsavel pelos efeitos sedativos observados no
estudo’.

Dessa forma, foi realizada uma pesquisa no Banco de Dados de Proteinas (do inglés, Protein
Data Bank - PDB). O PDB é um banco que armazena dados de proteinas e acidos nucléicos
tridimensionais cristalografados, através da difracdo de raios X. A andlise do docking tem como
objetivo observar a proteina alvo, que no caso € o transportador de serotonina (5-HTT), complexado
a ligante.

Para realizar as simulacfes de docking molecular de ligantes com a estrutura 3 da proteina
alvo foi utilizado o programa GOLD Suite 5.7.0 (Mark Thompson and Planaria Software LLC).
Primeiramente, fez-se o redocking para verificar se o protocolo de docking é capaz de recuperar as
coordenadas atdbmicas da estrutura cristalografica do receptor 5-HTT com a paroxetina. Essa
simulacao gerou possiveis posi¢cdes com os ligantes, as quais sdo homeadas poses, que possibilitam

avaliar a energia da ligacéo.

Figura 1. 3 melhores poses no redocking do ligante co-cristalizado do o alvo 516X com valores

inferiores a 1A
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Root-mean square deviation (RMSD) é a distancia entre a posi¢éao cristalografica e a posi¢éo
obtida computacionalmente, que é medida em Ansgtrons(A). Quando se tem valores menores que
2 A é possivel indicar uma sobreposicdo com grande proximidade. Os valores das 3 poses de
referéncia RMSD para o redocking dos compostos da Eschscholzia californica foram menores que
1, logo, é possivel verificar elevado grau de concordancia entre o modelo empregado e a posi¢ao
do ligante cristalografado.

Dessa forma, o modelo utilizado no redocking foi utilizado para avaliar os potenciais de
interacdo das substancias protopina, (S)-reticulina e NMT (N- methyltryptamina) com o alvo
molecular 5I6X. Sabe-se que as ligacdes intermoleculares se dao por meio de interacbes dipolo-
dipolo induzido, dipolo permanente, ligacdes idnicas e covalentes. Entre as forcas dipolo-dipolo
permanente encontram-se as ligacdes de hidrogénio, ja nas dipolo-dipolo induzido estéo as forcas
de Van Der Walls. O docking molecular demonstrou que as 3 substancias escolhidas fazem
interacBes com o transportador de serotonina humano.

A protopina interage com os aminoacidos: PHE335, ARG104 e TYR175 do receptor de
serotonina através de ligacdes de empilhamento T, ligagdo que consolida a posi¢do da molécula no
sitio ativo e de hidrogénio, ligacao forte que ajuda a ancorar a molécula no referido espaco. Ja a (S)-
reticulina promove ligacdes com os residuos TRP103, PHE335 por meio de ligagcbes de hidrogénio
e empilhamento T, respectivamente. Por fim, a N- methyltryptamina se liga aos aminoacidos THR
497, PHE335 e LLE172 mediante ligacdes de hidrogénio, empilhamento 1 e hidrofébicas,

respectivamente.

Figura 2. Representacao bidimensional do potencial de interacdo da protopina e do sitio ativo do
transportador de serotonina.
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Figura 3. Representagéo bidimensional do potencial de interagéo da reticulina e do sitio ativo do
transportador de serotonina.

Trpl103A

Phe335A

Figura 4. Representacdo bidimensional do potencial de interagcdo do NMT e do sitio ativo do
transportador de serotonina.
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CONCLUSAO

As substancias reticulina, protopina e NTM, extraidas da planta Eschscholzia Californica,
apresentaram bons resultados no estudo in silico. Apesar de ja existir estudos que a mostram com
potenciais antidepressivos, ainda é muito pouco elucidado seus mecanismos efetivos nessa terapia.
Por meio de uma observacao e comparagdo a outros trabalhos foi possivel perceber que fatores
como a permeabilidade a barreira hematoencefalica (BHE) e, consequentemente, a inibicdo de
recaptacéo de serotonina sao 0s principais mecanismos envolvidos no potencial terapéutico desta
planta.

Considerando a influéncia genética no sucesso terapéutico relacionado ao receptor de
serotonina, foi, também, evidenciado nesse estudo a capacidade da Eschscholzia Californica de
aumentar o transporte de serotonina por meio de seus transportadores, possibilitando, além de uma
menor recaptacédo pelos receptores, também uma maior concentracao na fenda pds sinaptica. Além
do potencial terapéutico evidenciado pelas ligagbes, na comparacdo com a paroxetina e o
transportador de serotonina e a passagem pela BHE vale ressaltar também a importancia da busca
de terapias sem efeitos colaterais, j& que os antidepressivos sao caracterizados por ter variados em
diferentes classes.

Estudos que compararam o tratamento com o uso da planta e dos medicamentos
evidenciaram menos efeitos com o uso da planta. Logo, ha também esse beneficio terapéutico no
uso dos compostos, possibilitando ser objeto de estudo in vitro e in vivo a fim de ser empregado nos

protocolos clinicos para tratar a depressao.
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