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RESUMO.

A espécie Acmella oleracea € utilizada popularmente e possui diversas atividades bioldgicas a
ela associadas, como efeitos analgésico, anti-inflamatorio e anestésico. O presente estudo visa
a analise molecular com objetivo de avaliar potenciais atividades biologicas dos compostos
majoritarios da espécie Acmella oleracea, por meio de ferramentas in silico, com foco em
identificar os compostos catalogados com maior potencial anestésico. As plataformas e
softwares de metodologia Pubchem, plataforma PASS Online, SwissADME, SuperPred
Webserver, Protein Data Bank (PDB), visualizador Hermes GOLD Suite 5.7.0, permitiram a
avaliacdo das possiveis interagdes e mecanismos de acdo das substancias selecionados a partir
da espécie Acmella oleracea no organismo humano. O estudo permitiu identificar o acido
caféico como molécula mais promissora devido sua capacidade de ancoragem no sitio ativo do
receptor agonista GABA. No entanto, para maiores conclusdes e, consequentemente, para a
possivel triagem de novos anestésicos, faz-se necessario analise posterior do composto in vitro
e in vivo.
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1. INTRODUCAO.
Acmella oleracea, popularmente conhecida como "jambu,” mas também como “agrido-

do-pard,” “agrido-bravo,” “agrido-do-brasil”. “agrido-do-norte" ou “botdo-de-ouro", é uma
erva medicinal do género Acmella e da familia Asteraceae, que foi documentada pela primeira
vez em 1896, pelo botanico irlandés Augustine Henry. Existem mais de 30 espécies deste
género no mundo, mas a mais comum é a Acmella oleracea. O jambu é uma espécie encontrada
nas regides tropicais, proximas a linha do Equador, na Africa, Asia e na América do sul. Trata-
se de uma herbacea anual, perene, que atinge entre 30 e 40 centimetros de altura. 12

Os principais constituintes quimicos do jambu séo fitoesterdis e triterpenos, isobutilamidas,
acidos e alcoois graxos. Mas a classe de composto bioativo mais abundante na planta e a mais
estudada, devido sua acdo anestésica e anti-inflamatoria local, é o espilantol, que é um
composto de isobutilamida.2 Embora as alquilamidas sejam a classe mais associada ao
tratamento de dor e ao uso como anestesico, a literatura ja demonstrou o potencial medicinal
dos flavonoides, terpenos, alcaloides, cumarina e fendis.*

Os efeitos antinociceptivos, anestésicos e anti-inflamatdrios da Acmella oleracea
permitem 0 seu uso para as mais diversas funcGes medicinais, como alivio de dor de dente,
tratamento de abcessos ou feridas na boca, alivio de dores reumaticas, dor de garganta, como
antisséptico, antifungico, principalmente envolvendo doencas de pele, no tratamento de
anemia, dispepsia, tratamento de maléria e tuberculose. Além disso, a decoccao de folhas do
jambu também é associada a acdo diurética. No que se refere a medicina estética, ha pedido de
patente para o uso da Acmella oleracea com objetivo de atividade semelhante ao botox, devido
a sua capacidade de inibir a contragcdo dos musculos subcutaneos. 12

Os efeitos antinociceptivos foram relacionados a diferentes processos, incluindo a
inibicdo da sintese das prostaglandinas, ativacdo opioidérgica, serotoninérgica e gabaminérgica
e atividade anestésica através do bloqueio da voltagem dos canais de sodio dependente, ou seja,
através da manutencdo da membrana celular polarizada. Sabendo-se que o uso medicinal do
agrido-do-norte tem como base fundamental os efeitos analgésico, anti-inflamatério e
anestésico, vale ressaltar que nesse trabalho o foco serd discutir e aprofundar acerca das
propriedades anestésicas.*

A anestesia consiste em um procedimento médico cujo objetivo é bloquear,
temporariamente, a capacidade do cérebro em reconhecer um estimulo doloroso, seja em uma
operacdo, em um exame diagndstico ou em quaisquer procedimentos que possam vir a gerar
sensacdo dolorosa. Os anestésicos podem ser locais e gerais injetaveis e/ou inalatorios ou
topicos e a anestesia pode ser geral ou parcial/regional.”® O efeito anestésico associado ao



jambu foi descrito, predominantemente através do seu uso tépico, e 0 composto responsavel, o
espilantol. 2
E importante destacar que pesquisas mostraram o rapido efeito analgésico das
alquilamidas presentes no jambu quando comparado a anestésicos padrées como Xilocaina
(lidocaina), nupercaina e cocaina. A analgesia foi atribuida ao aumento da liberagéo do &cido
gama aminobutirico no cértex temporal cerebral. Vale ressaltar ainda que, tanto efeitos
analgésicos centrais quanto efeitos periféricos foram identificados em ensaios onde observou-
se a laténcia do reflexo de retirada da cauda dos ratos diante de estimulos térmicos dolorosos.*>
Por fim, esse trabalho teve como objetivo encontrar alvos moleculares que expliqguem o
efeito dos marcadores quimicos presentes na espécie Acmella oleracea quanto a atividade
anestésica. Além disso, foi realizada uma triagem dos componentes dessa espécie, para

identificar os provaveis responsaveis pelos efeitos anestésicos da espécie vegetal.

2. METODOS

Inicialmente, 38 moléculas de substancias da Acmella oleracea foram selecionadas com
base em bibliografia j& publicada. A codificagdo das moléculas foi reunida no site PubChem
para analises subsequentes. A predicdo de bioatividade das moléculas foi realizada usando a
plataforma PASS Online, selecionando aquelas com indices de Pa>0,7 e Pi<0,05, onde Pa
indica a probabilidade de uma substancia exibir uma atividade bioldgica especifica e Pi a
chance da previsdo ser imprecisa. Restaram 33 substancias, triadas novamente por atividades
bioldgicas relacionadas ao objetivo do estudo. A plataforma SwissADME foi utilizada para
analisar permeabilidade a barreira hematoencefalica, absor¢do gastrintestinal e toxicidade.

Para verificar o docking molecular, os alvos foram pesquisados utilizando o SuperPred
Webserver. Alvos relacionados com a atividade bioldgica investigada foram obtidos no banco
de dados Protein Data Bank (PDB). Os compostos com maior potencial para a atividade central
foram selecionados para simula¢des de docagem molecular, onde apenas o acido caféico foi
promissor. O visualizador Hermes GOLD Suite 5.7.0 preparou 0s receptores para 0
acoplamento, usando valores padrdo para outros parametros e submetendo os complexos a
corridas de algoritmos genéticos com a funcdo de adequacdo CHEMPLP. A validacdo dos
parametros do modelo foi feita através de redocking usando o complexo ligante-proteina
cristalizada, e essas condi¢des foram utilizadas para o docking com o melhor ligante da espécie
Acmella oleracea.



3. RESULTADOS

Entre as 33 substancias presentes na espécie Acmella oleracea que foram triadas a partir
da analise de suas atividades bioldgicas 4 foram selecionadas para serem avaliadas quanto a
permeabilidade passiva a barreira hematoencefalica, absorcdo gastrointestinal, toxicidade e
classificacdo druglikeness. As substancias analisadas foram &cido caféico, rutina, miquelianina
e oxido de cariofileno e entre elas o principal metabdlito secundario presente na espécie
Acmella oleracea que p6de ser associado a uma possivel atividade anestésica da espécie vegetal
foi o &cido caféico (Figura 1).

Esse composto foi submetido a uma predi¢do molecular farmacocinética e bioldgica, onde

se constatou a possibilidade de a molécula se ligar ao receptor GABA, alvo frequente de
anestésicos por atuar reduzindo a excitagdo neuronal.

Figura 1. Estrutura plana da molécula de acido cafeico. Fonte: Pubchem

Avaliamos através do programa SwissSADME que ndo ha permeabilidade do 4cido cafeico
a barreira hematoencefalica, 0 que, no entanto, ndo descarta a possibilidade do seu transporte
para o sistema nervoso central, visto que, além de o programa avaliar apenas o transporte
passivo, se trata de uma molécula pequena que pode ser transportada via transporte ativo. Além
disso, pbde-se constatar que a molécula é Druglike e que, portanto, apresenta a capacidade de
apresentar comportamento semelhante a farmacos empregados por via oral, embora essa via de
aplicacdo néo seja o foco desse trabalho.

Na pesquisa de alvos para a realizacdo do redocking molecular utilizando o SuperPred
Webserver foi verificado o alvo do composto e sua estrutura cristalografadas no PDB (Protein
Data Bank).2 O PDB ID 6D6T complexado com o flumazenil foi o utilizado para a realizagéo



do estudo de ancoragem molecular com o ligante selecionado. A resolucgéo do receptor GABA
foi de 3.86 A e 0o método utilizado para elucidacdo estrutural foi microscopia eletronica. A
funcéo de score utilizada para identificar o sitio real ou 0 mais proximo do real no redocking
foi a CHEMPLP.

Apo6s a definicdo dos parametros do modelo a ser empregado para o redocking, foram
realizadas simulagdes com o flumazenil, sobre o sitio ativo do alvo 6D6T. O programa
identificou sete poses com valores de RMSD igual a 1.5A. Realizou-se também o docking
(tabela 2) para a validacdo dos parametros do modelo, utilizando o ligante cristalografado
GABA e como sitio de ligacdo a estrutura 6D6T a fim de demonstrar a ocorréncia da ligacéo
do &cido cafeico no mesmo sitio ativo do flumazenil.

Figura 2. Redocking do flumazenil no receptor GABA (os valores de RMSD das 7 poses
geradas foram préximas 1.5A.)

O docking revela as principais interacdes do &cido caféico com o receptor GABA. A figura
3 revela uma interacdo intermolecular de maior intensidade (ligacdo de hidrogénio) entre acido
caféico e o aminoacido asparagina 80, responsavel por reter a molécula no sitio ativo. Outra
ligacdo, provavelmente responsavel pela estabilizacéo do ligante no sitio ativo, corresponde a
interacdo do tipo carbono-hidrogénio com o aminoacido histidina 119. A conformacéo
tridimensional da interacdo acido caféico com o receptor GABA esta representada na Figura 4.
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Figura 3. Ancoragem do &cido cafeico dentro do sitio do receptor agonista GABA. Figura

gerada com o software Discovery Studio 3.5 Visualizer.

Figura 4: Diagrama 2D de interacdo do acido cafeico no receptor agonista GABA. Essa figura
foi gerada com o software Pymol 1.1r1 software.

4. DISCUSSAO
O levantamento de metabolitos ativos da Acmella oleracea, com suas respectivas
propriedades fisico-quimicas, classificacdo druglikeness, predi¢do de toxicidade, predigéo de



possivel acdo no sistema nervoso central permitiu a escolha do acido caféico como molécula
para realizagdo do docking molecular, apresentando melhor desempenho em todas essas
analises, com maior potencial de interacdo com o GABA, receptor modulado positivamente
pela maioria dos anestésicos e benzodiazepinicos classicos para diminuir a atividade neuronal
do cérebro.=

Entre os diversos compostos que passaram pela triagem desse estudo o acido caféico foi
elencado como molécula alvo devido a possibilidade de ser transportado para o sistema nervoso
central, visto que se trata de uma molécula pequena que pode ser transportada ativamente.
Além disso, é uma molécula que pode ser classificada como droga segundo Lipinski 1997. Tal
classificacdo é utilizada para determinar propriedades moleculares que sdo importantes para a
predi¢do farmacocinética das substancias in vivo. De acordo com Lipinski, uma molécula 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 ndo ha mais que 5
doadores de ligacdo de hidrogénio (grupos OH e NH) e se ndo existem 10 aceptores de ligacdo
de hidrogénio (nomeadamente N and 0)19. O acido caféico cumpre todos esses critérios.

O é&cido caféico se comportou neste estudo in silico, como um ligante na estrutura do
receptor GABA permitindo a inferéncia de possivel acdo central desse receptor, de forma
semelhante ao que foi demonstrado no redocking do flumazenil, substancia com acdo
antagonista a benzodiazepinicos, que se ligou a mesma estrutura do receptor GABA.

A ancoragem do &cido caféico dentro do sitio do receptor agonista GABA se deu através
de ligacGes de hidrogénio e carbonio-hidrogénio com os aminoacidos asparagina 80 e histidina
119, respectivamente. Essas interacOes reforcam o potencial anestésico do &cido caféico, visto
que estudos evidenciam que substancias como Etomidato, que é um hipnético intravenoso de
acdo curta, indicado para inducdo da anestesia geral, estabelece interacdo eletrostatica com
asparagina ao interagir com o receptor GABA, e 0 benzodiazepinico Diazepam interage com
os residuos conservados de fenilalanina e prolina. Vale ressaltar que, embora na ancoragem do
acido caféico dentro do sitio do receptor agonista GABA, ndo haja uma ligacdo direta com a
prolina, ela contribui para estabilidade molecular, visto que se encontra no mesmo campo de
forca da molécula. =

Além da possibilidade de efeito anestésico, explorada nesse trabalho, o grupo dos
polifendis, ao qual pertence o acido caféico, tem sido explorado amplamente em seus aspectos



farmacoldgicos por apresentar grande potencial antitumoral de atividade mitocondrial®°.
Também tem sido alvo de estudos in vivo para avaliar propriedades antiinflamatériast!. Além
disso, ja possui base-tedrico pratica extensa que demonstra atividade anestésica topica e
antisséptica®?.

Por fim, a espécie Acmella oleracea, mais conhecido como Jambu, tem sido utilizada de
maneira crescente no Brasil com a finalidades diversas, desde culinéria até farmacoldgica. 1sso
reforca a necessidade de mais estudos a respeito de todo potencial que pode ser encontrado em
elementos de abundéancia na flora brasileira, especificamente da Acmella oleracea que vem
sendo estudada em diversas frentes. Seu estudo in silico, abordado neste trabalho, elencou o
acido cafeico como como composto de promissor atividade anestésica central (diferente do
principal composto responsavel pela anestesia topica, o espilanto'?). A molécula foi selecionada
para a realizacdo de docking molecular pois apresentou maior predi¢do de interacdo com o
receptor GABA se ancorando no sitio ativo desse receptor, e foi considerada pelas analises
farmacoldgicas computacionais descritas neste artigo, como um agonista desse receptor,
apresentando, portanto, uma possivel atividade gabaérgica anestésica, a despeito de suas

atividades ja anteriormente constatadas.

Dessa forma, o presente artigo, ao se utilizar de técnicas in silico com a Acmella oleracea,
levantou dados importantes para o planejamento futuro de um possivel fa&rmaco que utilize essa
espécie vegetal como base, além de abrir caminho para o desenvolvimento de fitoterapicos
anestésicos tendo o acido caféico como molécula principal. Logo, é imprescindivel que ocorra
a realizacdo de novos trabalhos desenvolvidos in vitro e in vivo para aprofundar o estudo do

Jambu como um farmaco anestésico central.

5. CONCLUSAO

Este estudo in silico forneceu insights valiosos sobre o potencial do acido caféico, um
metabolito ativo da Acmella oleracea, como um possivel agente anestésico central. O acido
caféico ndo apenas atende aos critérios de druglikeness de Lipinski, mas também demonstra
uma interacdo promissora com o receptor GABA, semelhante a conhecida substancia
antagonista flumazenil. As ligacbes especificas de hidrogénio e carbdnio-hidrogénio com
aminoacidos chave reforcam a hipdtese de sua eficacia anestésica. Além disso, a diversidade
farmacoldgica do acido caféico é evidenciada por suas conhecidas propriedades anestésica
topica e antiinflamatoria. O uso crescente da Acmella oleracea no Brasil em aplicacGes
culinérias e farmacologicas sublinha a importancia de explorar mais profundamente seus



1.

2.

compostos bioativos. Tem-se entdo, um ponto de partida crucial para futuras investigacdes in
vitro e in vivo. E imperativo validar as previsdes computacionais alcangadas com esse estudo,
através de experimentos praticos para confirmar a eficacia do acido caféico como um
anestésico central potencial e explorar outras propriedades farmacoldgicas benéficas oferecidas
pela Acmella oleracea. A riqueza da flora brasileira, representada aqui pelo Jambu, é um campo
fértil para a descoberta de novos compostos com potencial farmacoldgico, e este estudo destaca
a importancia de explorar esses recursos de forma sustentavel e inovadora.
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