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Resumo

Este estudo tem por objetivo avaliar os principais compostos que expliquem a atividade broncodilata-
doradaMikania glomerata Spreng, empregando ferramentas in silico. Os metabdlitos do guaco foram
levantados bibliograficamente e a codificagéo das moléculas para arealiza¢éo das predicdes foi obtida
no site Pubchem. Realizou-se entdo triagem de bioatividade com os programas SwissADME, ProToxll,
PASS e Molinspiration e pesquisa de alvos, com os servidores SuperPred Webserver. ApSs aidentificacdo
doalvo, aestrutura selecionada foi obtida pelo site Protein Data Bank (PDB) para o docking molecular
com o programa GOLD. Os metabdlitos da Mikania glomerata Spreng tiveram suas propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas analisadas. Os alvos para o docking molecular foram identificados e
verificados para cada composto, com suas respectivas estruturas cristalografadas no Protein Data
Bank (PDB). A molécula de cumarina foi selecionada pois apresentou predicéo de interagdo com o
receptor muscarinico M3 (ID: 4DAJ). O docking revelou interagdo da cumarina com o receptor M3, o
que poderia auxiliar na explicagéo para os efeitos broncodilatadores desta espécie vegetal. O estudo
insilico do guaco, abordado neste trabalho, elegeu a cumarina como principal metabdlito ativo com
possivel atividade broncodilatadora presente na Mikania glomerata Spreng. O docking da cumarina
mostrou ancoragem desta molécula no sitio ativo do receptor muscarinico M3 devido as atividades
desta espécie, assim, este marcador poderia atuar como antagonista desse receptor, apresentando
possivel atividade parassimpatolitica e, portanto, broncodilatadora.

Palavras-Chave: Broncodilatadores, Guaco, Simulagao de Acoplamento Molecular.

Abstract

This study aims to evaluate the main compounds that explain the bronchodilator activity of Mikania
glomerata Spreng using in silico tools. Guaco metabolites were surveyed bibliographically and the
coding of the molecules to make predictions was obtained from the Pubchem website. Bioactivity was
then screened with the SwissADME, ProToxll, PASS and Molinspiration programs and targeting with
the SuperPred Webserver servers. After target identification, the selected structure was obtained from
the Protein Data Bank (PDB) website for molecular docking with the GOLD program. The metabolites
of Mikania glomerata Spreng had their physicochemical and biological properties analyzed. Molecu-
lar docking targets were identified and verified for each compound, with their respective structures
crystallized in the Protein Data Bank (PDB). The coumarin molecule was selected because it showed
prediction of interaction with the muscarinic receptor M3 (ID: 4DAJ). Docking revealed interaction of
coumarinwith the M3 receptor, which could help explain the bronchodilator effects of this plant species.
This study of guaco, using in silico tools, chose coumarin as the main active metabolite with possible
bronchodilator activity present in Mikania glomerata Spreng. Coumarin docking showed anchorage
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of this molecule at the active site of the M3 muscarinic receptor due to the activities of this species,
thus, this marker could act as antagonist of this receptor, presenting possible parasympatholytic and
therefore bronchodilatory activity.

Keywords: Guaco, Bronchodilator Agents, Molecular Docking Simulation.

Introducao

Mikania glomerata Spreng é uma espécie pertencente a
familia Asteraceae, popularmente conhecida como Guaco.
Nos extratos obtidos dessa espécie, ja foram identificadas
as sequintes classes de metabdlitos secundarios: cumarinas,
triterpenoides, esteroides, heterosideos, flavonoides e dleos
essenciais’. Amplamente utilizado a fim de tratar sintomas
como tosse, expectoracao, rouquidéo e dispneia, ele tem seu
uso seguro reportado em diversas bases de dados, sendo
considerada uma espécie de interesse do Sistema Unico de
Saude (SUS)~

O Guaco faz parte da gama de plantas medicinais que sao
utilizadas no tratamento de diferentes condi¢des clinicas den-
tro da Medicina3. Existem registros que datam do século XIX
que evidenciam o uso do caule e das folhas da Mikania glom-
erata Spreng, espécie esta que é geograficamente distribuida
em regides tropicais e subtropicais da América, Asia e Africa,
sendo nativa do Brasil e cultivada em todo territério nacional'.

Para que exista seguranca no uso de plantas medicinais,
investigagdes acerca das atividades bioldgicas e toxicoldgicas
dos compostos identificados sdo necessarias. Nesse contexto,
a Quimica Medicinal moderna apresenta destaque por ser
capaz de identificar quais sdo as moléculas responsaveis pela
atividade biolégica de uma espécie investigada, além de sug-
erir novos candidatos a farmacos a partir desses compostos
bioativos4. Recentemente, com os avanc¢os da biologia mo-
lecular, esse processo conta com o advento da farmacologia
computacional e da bioinformatica que permitem realizar
uma triagem de moléculas que se ligam a determinados
biorreceptores. Assim, um novo candidato a farmaco pode
surgir selecionando moléculas bioativas, empregando alvos
moleculares e definindo vias bioquimicas que estes compostos
podem interferir®. Dessa forma, utilizando-se desse planeja-
mento é possivel predizer e verificar atividades bioldgicas,
de interesse a farmacologia, das moléculas presentes em um
farmaco em potencial.

Por fim, apesar do uso difundido e do crescente interesse
por seu potencial farmacolégico, o xarope de guaco ainda ndo
tem todas as suas propriedades estudadas e, principalmente,
nao é descrito na literatura quais compostos poderiam ser os
responsaveis por suas atividades terapéuticas. Este trabalho
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almeja encontrar alvos moleculares que expliquem o efeito
dos marcadores quimicos presentes nesta espécie quanto a
atividade broncodilatadora. Além disso, o screening virtual dos
componentes da Mikania Glomerata Spreng, para identificar
sua provavel atividade broncodilatadora, através da busca por
moléculas com atividade no sistema respiratdrio, pode servir
para futuros testes in vitro e in vivo que busquem selecionar
um candidato a farmaco a partir do guaco.

Métodos

Os metabdlitos ativos presentes na Mikania Glomerata Spreng
foram identificados através de busca de artigos cientificos sobre
a espécie Mikania Glomerata Spreng. Apos a identificacdo des-
sas estruturas, a codificacdo das moléculas para a realizacdo das
predicdes foi obtida no site Pubchem para as analises posteriores®.
A etapa de triagem de bioatividade para os marcadores quimicos
foi realizada com os programas SwissADME?, ProToxII”?, PASS'®'2
e Molinspiration'. Na etapa de triagem foi possivel obter uma
lista com possiveis atividades biologicas para cada uma das
substancias em funcao de suas estruturas quimicas, segundo as
bases metodolégicas de cada programa.

A partir dos compostos selecionados, foi realizada pesquisa
de possiveis alvos para a verificacdo do docking molecular utili-
zando o programa SuperPred Webserver', um servidor para a
predicao de alvos moleculares com potencial de interacdo com
os ligantes investigados. Os alvos que apresentaram relacdo com
a atividade bioldgica investigada foram obtidos no banco de
dados Protein Data Bank (PDB)'>. Os compostos com maior pon-
tuacdo para a atividade broncodilatadora foram selecionadas
para simula¢des de docagem molecular. O visualizador Hermes
GOLD Suite 5.7.0 foi usado para preparar os receptores para o
acoplamento’. A regido de interesse usada para o docking foi
definida como todos os residuos de proteina dentro dos ligantes
de referéncia que acompanhavam os complexos de proteina
baixados. Valores padrao de todos os outros parametros foram
utilizados e os complexos foram submetidos a corridas de al-
goritmos genéticos usando a funcao de adequacao CHEMPLP',

Para a validagdo dos parametros do modelo foi realizado o
redocking utilizando o complexo ligante-proteina cristalografada
e essas condicdes foram utilizadas para a realizacdo do docking
com os melhores ligante da espécie Mikania Glomerata Spreng.




Resultados

Os principais metabélitos secundarios presentes na espécie
Mikania Glomerata Spreng foram: cumarina, 4cido caurenoico,
lupeol, acido grandiflérico, kaurenol, beta-sitosterol, friedelina,
estigmasterol, acido cumarinico e acido cinamoilgrandiflérico
(Figura 1).

Figura 1. Estruturas presentes na Mikania Glomerata Spreng.

Cada um desses compostos foi submetido a triagem farma-
cocinética utilizando os programas SwissADME e Molinspira-
tion, contendo os parametros: massa molecular, nOHNH, nON,
TPSA, milogP, necessarios para a caracterizagao farmacociné-
tica dessas substancias. Foi realizada a classificacdo Druglike-
ness nesses compostos de acordo com os critérios de Lipinski,
que refletem suas respectivas capacidades de apresentarem
comportamento semelhante a fdrmacos empregados por via
oral, sendo que tais informacdes foram obtidas utilizando o
programa SwissADME e segundo tais critérios, foi observado
que todos os compostos podem ser classificados como drogas.

A capacidade de absorcdo pelo trato gastrointestinal (TGI),
permeabilidade na barreira hematoencefélica (BHE), dose
letal média (DL50) e classe de toxicidade foram obtidas nos
programas SwissADME e ProToxll. J4 as possiveis atividades
bioldgicas para cada metabdlito ativo da Mikania Glomerata
Spreng, foram obtidas com o programa PASS. Todos esses
resultados estdo sintetizados na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de cada metabdlito ativo da Mikania glomerata Spreng (obtidas nos programas

Composto mw nOHNH nON TPSA  milogP  Druglikeness
Cumarina 146,15 2 0 30,21 2,01 Yes
Acido Kaurénico 302,46 1 2 373 4,67 Yes
Lupeol 426,73 1 1 20,23 8,29 Yes
Acido Grandiflérico 328,46 2 3 57,53 3,75 Yes
Kaurenol 288,48 1 1 20,23 4,79 Yes
Beta-Sitosterol 424,72 1 1 20,23 8,62 Yes
Friedelina 426,73 0 1 17,07 7,85 Yes
Estigmasterol 412,7 1 1 20,23 787 Yes
o- Acido Cumarinico 164,16 2 3 57,23 1,67 Yes

Cinamoilgrandi-

L 288,48 1 1 20,23 4,79 Yes
flérico

0 High Yes 196mg/kg 3 Yes
1 High Yes 1000mg/kg 5 No
1 Low No 2000mg/kg 4 Yes
0 High Yes 1000mg/kg 4 No
1 High Yes 5000mg/kg 5 No
1 Low No 890mg/kg 4 Yes
1 Low No 500mg/kg 4 Yes
1 Low No 890mg/kg 4 Yes
0 High Yes 2850mg/kg 5 Yes
1 High Yes 5000mg/kg 5 Yes

Molinspiration e Swiss ADME); classificacdo druglikeness segundo a Regra dos Cinco de Lipinski, e seus nimeros de violagdes (obtidos no software SwissSADME); capacidade de
absorcao pelo TGI, permeabilidade na BHE, DL50 e classe de toxicidade de cada composto (obtidos nos softwares SwissADME e ProToxll); e possivel atividade em alvos relacionados ao

sistema respiratdrios prevista para cada composto (segundo o programa PASS).
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Na pesquisa de alvos para a realizagdo do docking molecu-
lar utilizando o programa SuperPred Webserver foram verifica-
dos os alvos de cada composto e suas respectivas estruturas
cristalografadas no PDB (Protein Data Bank). Dos compostos
apresentados na Tabela 1, a molécula de cumarina foi sele-
cionada por apresentar potencial interacdo com o receptor
muscarinico M3, que pode estar associado a broncodilatacgao,
pois seu bloqueio acarretaria efeito parassimpatolitico. A es-
trutura ID: 4DAJ foi a utilizada para a realizacdo do estudo de
ancoragem molecular com o ligante selecionado™.

O ligante selecionado por este estudo foi a cumarina pois
foi ela o metabodlito secundario do Guaco que teve melhor
desempenho e maior potencial de interacao com o receptor
muscarinico M3 nas analises feitas por este trabalho. A cuma-
rina foi classificada como druglikeness sequndo os critérios de
Lipinski, sendo portanto uma droga em potencial; apresentou
alta absorcao pelo trato gastrointestinal (TGI) e pela barreira
hematoencefélica (BHE); com menor dose letal média (DL50)
e menor classe de toxicidade entre todos os compostos anali-
sados; além de que mostrou possivel atividade em alvos do
sistema respiratério, segundo o programa PASS.

Realizou-se inicialmente o redocking (Figura 2) para a
validacdo dos parametros do modelo, utilizando o ligante
cristalografado tiotrépio e como sitio de ligacdo a estrutura
4DAJ a fim de demonstrar a ocorréncia da ligacdo do tiotropio
na estrutura do receptor muscarinico M3, na mesma posicao da
estrutura depositada no PDB. Ap6s a definicdo dos parametros
do modelo a ser empregado para o docking, foram realizadas
simulagdes com a cumarina, sobre o sitio ativo do alvo 4DAJ'S,

Figura 2. Redocking do tiotrépio no receptor muscarinico M3
(os valores de RMSD das 10 poses geradas foram proximos a 1).
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O docking revela uma interagao da cumarina com o re-
ceptor muscarinico M3. A Figura 3 revela que uma interacao
intermolecular de maior intensidade (ligacdo de hidrogénio)
ocorre entre acumarina e o aminodcido serina 518 presente na
cavidade ativa do receptor muscarinico M3. Outras interacdes
provavelmente responsaveis pela estabilizacdo do ligante
no sitio ativo correspondem a interagdes do tipo m-m com os
aminoacidos tirosina 515, 832, 809 e com o residuo de cisteina
835. A conformacao tridimensional da interacdo da cumarina
com o receptor muscarinico M3 estd representada na Figura 4.
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Figura 3. Pose 1 da ancoragem da cumarina dentro do sitio
do receptor muscarinico. Figura gerada com o software Pymol
1.1r1 software.
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Figura 4. Diagrama 2D de interagao da cumarina posicao 1 no
receptor muscarinico M3. Essa figura foi gerada com Discovery
Studio 3.5 Visualizer.




Discussao

O levantamento de metabdlitos ativos da Mikania Glomer-
ata Spreng, com suas respectivas propriedades fisico-quimicas,
classificacdo Druglikeness, predicao de toxicidade, predicao de
possivel acdo no sistema respiratorio, além da analise dos alvos
para realizacdo do docking permitiu a escolha da cumarina
como molécula para realizagdo do docking molecular, apre-
sentando melhor desempenho em todas essas analises, com
maior potencial de interacdo com o receptor muscarinico M3.

Todos os com postos elencados na triagem realizada por
este estudo puderam ser classificados como drogas, segundo
Lipinski 1997. Essa classificacdo é amplamente utilizada para
determinar propriedades moleculares que sdo importantes
para a predicdo farmacocinética das substancias in vivo. De
acordo com a regra dos cinco de Lipinski, em que se baseia
essa classificagdo, uma molécula candidata é mais provavel de
possuir propriedades favoraveis se o peso molecular for abaixo
de 500 daltons, o coeficiente de particdo octanol/agua (log
P) é inferior 5, se ndao ha mais que 5 doadores de ligacao de
hidrogénio (grupos OH e NH) e se ndo existem 10 aceptores
de ligacdo de hidrogénio (hnomeadamente N and 0)*°.

A cumarina se comportou neste estudo in silico, como um
ligante na estrutura do receptor muscarinico M3 (4DAJ), per-
mitindo a inferéncia da possivel acdo parassimpatolitica dessa
molécula, de forma semelhante ao que foi demonstrado no
redocking do tiotrépio, substancia broncodilatadora com acao
anticolinérgica, que se ligou a mesma estrutura do receptor
muscarinico M3, revelando possivel semelhanga portanto
com a cumarina.

A cumarina ocupou o sitio ativo da acetilcolina, possivel-
mente funcionando, portanto, como um antagonista competi-
tivo da acetilcolina e atuando de forma semelhante ao tiotrépio,
0 que poderia colaborar para os efeitos broncodilatadores do
extrato da espécie Mikania Glomerata Spreng®?*'. A Farmacopeia
Brasileira quarta edicdo, 2005, considera a cumarina (1,2-ben-
zopirona) o marcador quimico da espécie Mikania Glomerata
Spreng, reportado como composto que apresenta atividade
anti-inflamatoria, o que poderia favorecer os efeitos benéficos
sobre a asma. A cumarina foi descrita como capaz de reduzir
significativamente (p<0,01) a infiltracdo celular na cavidade
pleural de ratos (concentracdo de 75 mg/kg)22, e também ja
foi relatado que a cumarina foi capaz de atenuar a resposta
inflamatoria, diminuindo a infiltracdo tecidual leucocitaria, na
pleurisia induzida por carragenana in ratos*2,

Além dos efeitos anti-inflamatérios, existem evidéncias
que sugerem que a cumarina é capaz de promover o relaxa-
mento da musculatura lisa em modelos de traqueia isoladas
de cobaia25 e um bloqueio dos canais de calcio. Os modelos

aqui descritos sugerem que um mecanismo anticolinérgico
poderia corroborar para os efeitos deste marcador da espécie
Mikania Glomerata Spreng.

Levantamentos de varias espécies vegetais que apresen-
tam cumarina mostraram que essas espécies compartilhavam
além do efeito broncodilatador, também efeitos anti-infla-
matorio e antinociceptivo?.

Por fim, a espécie Mikania Glomerata Spreng, o popular
Guaco, tem sido utilizada de maneira crescente no Brasil com a
finalidade de tratar condi¢des clinicas das vias aéreas, principal-
mente a dispneia, sendo de interesse do Sistema Unico de Saude
(SUS). Seu estudo in silico, abordado neste trabalho, elencou a
cumarina como principal metabdlito ativo com possivel ativi-
dade broncodilatadora presente na Mikania glomerata Spreng.
A molécula de cumarina foi selecionada para a realizacdo de
docking molecular pois apresentou maior predicao de interagao
com o receptor muscarinico M3 (identificado pelo PDB como
estrutura 4DAJ), se ancorando no sitio ativo desse receptor, e foi
considerada pelas analises farmacolégicas computacionais de-
scritas neste artigo, como um antagonista competitivo desse re-
ceptor, atuando como inibidora da acetilcolina e apresentando
portanto uma possivel atividade parassimpatolitica e portanto
broncodilatadora, a despeito de sua atividade anti-inflamatéria
ja anteriormente constatada.

Dessa forma, o presente artigo, ao se utilizar de técnicas in
silico com a Mikania Glomerata Spreng, levantou dados impor-
tantes para o planejamento futuro de um possivel farmaco que
utilize essa espécie vegetal como base. Logo, é imprescindivel
que ocorra a realizacdo de novos trabalhos desenvolvidos in
vitro e in vivo para aprofundar o estudo do Guaco como um
farmaco broncodilatador.

Conclusao

O estudo in silico do guaco, abordado neste trabalho,
elegeu a cumarina como principal metabélito ativo com pos-
sivel atividade broncodilatadora presente na Mikania glomer-
ata Spreng. O docking da cumarina mostrou ancoragem desta
molécula no sitio ativo do receptor muscarinico M3 devido
as atividades desta espécie, assim, este marcador poderia
atuar como antagonista desse receptor, apresentando possivel
atividade parassimpatolitica e, portanto, broncodilatadora.
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