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Resumo

Aloysia citriodora Palau, conhecida como “salva-limdo’; é umaplanta medicinal popularmente utilizada
por seus potenciais antimicrobianos, neuroprotetores, antitumorais, entre outros. Tais potenciais sGo
possiveis devido aos diversos quimiotipos, que apresentam substdncias bioativas, presentes na com-
posicdo do dleo essencial da planta. O objetivo deste estudo foi investigar moléculas com potencial
antineopldsico empregando ferramentas in silico presentes na espécie A. citriodora. A partir desses
compostos, realizou-se a predicdo farmacolégica de cada um, afim de encontrar o efeito antineopldsico
mais promissor e seu respectivo receptor celular. Os métodos incluiram o uso de ferramentas in silico
para avaliar atividades bioldgicas previstas. Também foram realizados estudos docagem molecular.
Estudo conclui que o composto neral apresentou o maior potencial para ligagcéo molecular com alvos
tumorais, demonstrando uma potencial interacGo com a aldeido desidrogenase 1A 1, macromolécula
associada a alguns tipos de cdancer, como o de pulmdo.

Palavras-Chave: Aloysia citriodora; Neral: ALDH 1 A1; Cancer.

Abstract

Aloysia citriodora Palau, known as "lemon sage’; is a medicinal plant popularly used for its potential
antimicrobials, neuroprotectors, antitumor,among others. Such potentials are possible due to the vari-
ous chemotypes, which present bioactive, present in the composition of the essential oil of the plant.
This study aimed to investigate molecules with antineoplastic potential using in silico tools current in
the species A. citriodora. From these compounds, a pharmacological prediction was made for each
one to find the most promising antineoplastic effects. The methods included using in silico tools to as-
sess predicted biological activities, pharmacodynamics, and toxicity. Docking analyses studies were
also carried out. This study concludes that the neral compound had the most significant potential for
Contato para correspondéncia: molecular binding with tumor targets. Thus, demonstrating a potential interaction with aldehyde
Leonardo Luiz Borges dehydrogenase 1A1, a macromolecule associated with some types of tumors, such as lung cancer.
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Introducéao

Conhecida popularmente por “salva-limao” ou “erva-lucia’,
a espécie Aloysia citriodora Palau é nativa da América do Sul,
sendo levada a Africa do Norte e Sul da Europa por portugueses
e espanhdis do século XVII. Como planta medicinal cultivada
ao redor do mundo, desempenhou papel de destaque na me-
dicina da culturaInca, e, atualmente, possui vasta utilizagao em
escalaindustrial na condimentacdo de alimentos, gastronomia,
agronomia, cosméticos e perfumaria.

Conforme a especificidade geografica da regiao, a espécie
vegetal aromatica, da familia das verbendaceas, pode apresentar
variagdes na composicao de seus 6leos essenciais. Em relacdo ao
teor terapéutico, estudos apontam que a espécie A. citriodora
apresenta potencial antimicrobiano, neuroprotetor e antitu-
moral'. Tradicionalmente é utilizada para o alivio de sintomas
gastrointestinais e para ansiedade.

Nesse sentido, tendo como base a composicao do 6leo es-
sencial da planta, sabe-se da existéncia de diversos quimiotipos
que apresentam substancias bioativas1. Dentre os principais
compostos biologicamente ativos da espécie (como terpenos,
monoterpenos, quinonas, alcaloides e flavonoides), podemos
citar as substancias: citral, alfa-tujona, limoneno, carveol e
neral. Esses compostos apresentam efeitos enzimaticos refer-
entes a via oxidativa do metabolismo do alcool, a receptores
dopaminérgicos, receptores muscarinicos, além de efeitos em
hormonios sexuais e receptores associados a neoplasias?.

Com o avancgo da biologia molecular, bem como da bio-
quimica computacional, é possivel predizer o efeito bioldgico
de dada substancia em relacdo a determinado receptor celular.
Desse modo, tendo ciéncia dos efeitos farmacolégicos provoca-
dos por substancias naturais especificas, tem-se a possibilidade
de encontrar potencial para obtencdo de novos candidatos a
farmacos3. Tal panorama compde as recentes técnicas in silico
para investigacdo deles, conhecendo-se a topografia tridimen-
sional do receptor e seu sitio de interacao molecular. Pode-se
caracterizar, com o modelo de estudo in silico, propriedades e
estrutura proteicas, bem como predizer suas singularidades
fisico-quimicas, estabilidade e interacao ligante-receptor.

As simulagdes biocomputacionais sdo uma alternativa
acessivel aos experimentos in vivo, vez que constituem uma
ferramenta tecnoldgica contemporanea com aceitavel poder de
predicdo, além de contribuirem para a quebra de paradigmas
histérico-cientificos®.

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial antineo-
plasico do composto neral presente na espécie A. citriodora por
meio de ferramentas in silico.

Métodos

Através de uma busca em artigos cientificos nos servidores
Science Direct, PubMed e Scielo, foi possivel identificar os di-
versos quimiotipos bioativos da Aloysia citriodora Palau. Apds a
selecdo dos compostos, foi realizada a codificagdo das moléculas
para a realizacdo das predicdes por meio do site Pubchem?.
Realizou-se entdo a etapa de triagem de bioatividade dos com-
postos da planta, por meio dos programas SwissADME2, PASS®
e SwisTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/).
A partir da triagem, foi possivel obter uma lista de possiveis
atividades bioldgicas para cada substancia triada, de acordo
com suas estruturas quimicas, com base nas metodologias
especificas de cada programa. Apos a selecdao dos compostos,
foi realizada pesquisa de possiveis alvos para a verificacdo do
docking molecular por meio do programa SuperPred Webserver,
um servidor capaz de analisar o potencial de interacao entre
o alvo selecionado e o ligante investigado. Esses alvos foram
obtidos no banco de dados Protein Data Bank’.

Os compostos com maiores scores para a atividade an-
titumoral foram selecionados para simulagdes de docking
molecular. O visualizador Hermes GOLD Suite 5.7.08 foi usado
para preparar os receptores para o acoplamento na analise de
redocking e os softwares Pymol e DS Viewer foram emprega-
dos para a geracao das imagens com os resultados do docking
molecular com o alvo selecionado. A regido de interesse usada
para o docking foi definida para a verificacdo das potenciais
interagdes com o ligante de interesse. Valores padrdo de todos
os outros parametros foram utilizados e os complexos foram
submetidos a corridas de algoritmos genéticos usando a
fungdo de score CHEMPLP?. Para validacao dos parametros do
modelo foi realizado o redocking utilizando o complexo ligante-
proteina cristalografada e essas condi¢cdes foram utilizadas para
a realizacdo do docking com o ligante selecionado da espécie
Aloysia citriodora.

Resultados

Entre o conjunto de compostos investigados na espécie
Aloysia citriodora Palau, foram selecionados pelos critérios de
Lipinski: neral, alfa e beta-thujone, limonene, carveol, sabinene,
citral e gerarial. De acordo com as predi¢des de propriedades
farmacocinéticas, todos os compostos citados anteriormente
foram classificados como druglikeness, conforme exposto na
Tabela 1.
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Tabela 1. Conjunto de compostos presentes na espécie Aloysia
citriodora e suas propriedades pelos critérios de Lipinski.

Permea-
Composto MM Absorcédo Gl bilidade a Classe Druglike
BHE
Neral 152,23 Alta Yes Soluvel Sim
Geraniol 154,25 Alta Yes Soluvel Sim
alpha-
152,23 Alta Yes Soluvel Sim
-Tujona
beta-Tujona 152,23 Alta Yes Soluvel Sim
Citral 152,23 Alta Yes Soluvel Sim
(-) - trans-
152,23 Alta Yes Soluvel Sim
-Carveol
Sabinene 136,23 Baixa Yes Soluvel Sim
Limonene 136,23 Baixa Yes Soluavel Sim

Abreviagoes: MM: massa molecular; Gl: gastrointestinal; BHE: Barreira Hematoencefalica.

A partir da andlise de predicdo de toxicidade, verificou-se
que os compostos selecionados apresentaram baixos niveis de
toxicidade, o que, aliado ao perfil farmacocinético favoravel, os
classifica como substancias promissoras para analises in vitro e in
vivo.Além de possuirem resultados de predicao farmacocinética
favoraveis considerando a administracdo por via oral, a predicédo
de atividade bioldgica revelou que o composto neral apresen-
tou o maior valor de Pa (probabilidade do composto analisado
ser ativo) associado a menores valores de Pi (probabilidade do
composto analisado ser inativo), apresentado, portanto, maior
potencial para interacdo molecular com alvos tumorais. Além
disso, o composto neral apresenta alto potencial de absorcao
pelo trato gastrointestinal (TGI) e alta permeabilidade pela bar-
reira hematoencefalica (BHE), segundo o programa SwissADMEZ
Ademais, na predicdo de alvos moleculares, o servidor SwissTar-
getPrediction sugere uma provavel interacdo da molécula de
neral com a enzima ALDH 1AT1 (Figura 1) (aldeido desidrogenase
1A1, presente em especial no citosol de células-tronco, bem como
em células pulmonares, renais e medulares)™.

Figura 1. Estrutura tridimensional do alvo aldeido desidrogenase
1A1 (PDB ID: 5AC2). Fonte: Koch et al,, 2015; https.//www.rcsb.org/
structure/5AC2.

Para a validagdo dos modelos de interacédo obtidos por
docking molecular, uma andlise de redocking com o ligante
co-cristalizado do alvo aldeido desidrogenase 1A1 obtido no
PDB foi realizada (Figura 2). A andlise do redocking indicou
bons resultados, com 9 poses com valores baixos de distancia
interatdbmica-RMSD.

Figura 2. Redocking do ligante co-cristalizado (1-[(1S)-1-methyl-
5-oxidanyl-1,2-dihydrobenzo[elindol-3-yllhexan-1-one) no alvo
ALDH 1A1 (aldeido desidrogenase 1A1 (os valores de RMSD das
9 poses geradas foram proximos a 1A).

Realizou-se entdo simulacdes de docking molecular empre-
gando as mesmas condi¢des do modelo do redocking para o
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alvo ALDH 1AT1 (funcéo de score: Chemscore). A Figura 3 traz a
representacao da interacdo entre o marcador quimico neral e o
sitio ativo do alvo selecionado. A partir dos resultados do dock-
ing molecular, é possivel sugerir uma potencial interacdo entre o
composto neral e o sitio catalitico do alvo aldeido desidrogenase
(que guarda relacdo com alguns tipos de tumores). As princi-
pais interacdes foram com os residuos de ASN121 (ligacao de
hidrogénio) e ligagdes m-alquila com PHE466, TRP178, CYS303,
ILE304 e CYS302. Aligagao de hidrogénio do neral com o residuo
de ASN131 constitui a interagdo intermolecular de maior inten-
sidade e a maior responsavel pela maior intensidade de anco-
ramento com a cavidade ativa da enzima ALDH 1A1. As demais
interagOes sugeridas pela andlise constituem interagdes de menor
intensidade (m-alquila), mas de importancia no posicionamento
do neral na cavidade ativa.

A MET
A:175 VAL
TYR ASN A:l74
A:297 5
i Arr21 cvs
A:304 . A:303
PHE  PHE
ALTL p:456
Y TRP
A:302 | A:l78
-‘/./:
P ~ Ny
GLY o et BN oM
A:458 A:769
VAL
A:460 THR
A:245
Interactions
I:I van der Waals I:I Alkeyl

|:| Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-alkyl

Figura 3. A-Diagrama 2D de interacdo do neral na posicéo 1 na
enzima ALDH 1A1 Essa figura foi gerada com Discovery Studio 3.5 Vi-
sualizer.B-Pose 1 daancoragem do neral dossitio catalitico daenzima
ALDH 1A1. Figura gerada com o software Pymol 1.1r1 software.

Discussao

Através da investigacdo e revisdo dos metabdlitos bioativos
da espécie A. citriodora, foi possivel selecionar o composto neral
como objeto de estudo para as analises sobre os efeitos antitumo-
rais atribuidos a planta. Pelo crivo da predigao farmacocinética, o
composto supracitado obteve os melhores resultados em termos
de classificacdo druglikeness, toxicidade, bem como previsao da
atividade biolégica. Por meio da realizacdo do docking molecular,
observou-se que o neral possui a maior probabilidade de intera-
¢ao com a enzima ALDH TA1 (presente na maioria dos genomas
de vertebrados, em especial no citosol de células-tronco, bem
como em células pulmonares, renais e medulares humanas)'’, a
qual desempenha papel central nos mecanismos de transcricao
no nucleo celular. A aldeido desidrogenase 1A1 compde uma
familia de outras 19 isoenzimas''.

Apesar de ser utilizada como marcador de células-tronco
e células-tronco cancerigenas, o reconhecimento das fungdes
especificas na engenharia celular de regulagdo da ALDH 1A1
em células-tronco permanece, ainda, obscuro12. Sabe-se que,
do ponto de vista fisioldgico, a enzima ALDH 1A1 converte reti-
naldeido (produto do retinol) em acido retinoico (AR). O 4cidoem
questao, por sua vez, atua como ligante para receptores nucleares,
e regula a atividade transcricional de genes associados a prolif-
eracao e diferenciacdo celulares. O AR, portanto, pode interagir
com os receptores nucleares RA e RX e ativar a expressédo génica
relacionada a diversos fendmenos, dentre os quais a perda de
marcadores celulares, interrupcao do ciclo celular e alteragao
da morfologia da célula. Ocorre, nesse contexto, um processo
de feedback positivo relacionado a regulacdo positiva desses
receptores e a sinalizacdo do retinoide, promovendo, assim, o
crescimento tumoral e induzindo a carcinogénese em células-
tronco neoplasicas'

Além disso, algumas isoenzimas da ALDH, dentre elas a
1A1, possuem evidéncias de desempenhar funcdo de protecao
contra agentes citotdxicos, dentre eles os quimioterapicos, além
de oferecer resisténcia a radiacdo em células cancerosas'?. Em
termos clinicos, a deficiéncia da proteina esta envolvida também
com piora sintomatoldgica do Mal de Parkinson'3, resisténcia in-
sulinica/obesidade™ e maior sensibilidade ao dlcool™. Em contra-
partida, a isoenzima, quando em altos niveis ou superexpressao,
pode indicar mau prognéstico de variados tipos de cancer, como
cancer de mama'™.

Este estudo sugere que o composto neral, encontrado nos
6leos essenciais da espécie A. citriodora, pode interagir com a
aldeido desidrogenase 1A1 por meio de ligagdes de hidrogénio
(ancoragem na cavidade ativa) e m-alquila (posicionamento no
sitio catalitico). Dessa forma, tendo como base as forcas de liga-
¢ao moleculares, tal interacdo tem a capacidade de promover
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respostas biologicas de interesse na fisiologia carcinogénica,
sendo as ligagcdes de hidrogénio essenciais para a estabilidade da
ligacdo entre os compostos neral e ALDH 1A1. Em uma pesquisa
foi sugerido que o composto neral pode induzir a apoptose em
células leucémicas humanas e em células do cancer de mama.
Esses mecanismos de agdo podem estar associados a inibicdo de
alvos essenciais a existéncia de células tumorais, como a aldeido
desidrogenase 1A1',

Portanto, deve-se considerar essencial o aprofundamento de
investigacdes acerca do potencial do composto neral para células
cancerigenas. Atualmente, diversos tipos de neoplasias malignas
ameacam avida de milhdes de pessoas em todo o mundo, o que
significa dizer que a tematica em andlise envolve ndo somente
questdes cientificas, mas também humanitarias.

Conclusao

As andlises in silico sugerem que o composto neral mostrou-se
0 mais promissor para futuras investigacées em testes invitro e in
vivo devido aos seus maiores scores encontrados nas ferramentas
de predicdo e ao resultado in silico de sua interagdo com um alvo
molecular associado a cancer. Além disso, este trabalho fornece
subsidios para explicar evidéncias de propriedades biolégicas da
espécie Aloysia citriodora.
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