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RESUMO:

As plantas sdo uma riqueza fundamental na flora global, e seu uso para fins alimentares,
medicinais e farmacéuticos tem se intensificado ao longo das décadas. A etnobotanica
desempenha um papel crucial ao estudar a relagao entre as populacdes humanas e as plantas,
ajudando a compreender o uso diversificado de espécies vegetais. A crescente busca por
inovagoes terapéuticas, principalmente relacionadas a utilizacao de plantas medicinais tem
despertado o desenvolvimento de pesquisas in silico, visto que esses estudos constituem uma
ferramenta fundamental para a constru¢do de novos medicamentos de maneira mais rapida
e ampla. Dentre as plantas medicinais mais utilizadas, a Calendula officinalis se destaca por
suas propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antioxidantes, antineoplasicas e
cicatrizantes. Nesse sentido, o presente estudo realizou uma anélise bioquimica e funcional
dos compostos encontrados na espécie Calendula officinalis por meio de ferramentas in
silico elucidando os seus potenciais efeitos terap€uticos, com destaque para suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Desse modo, através de pesquisas realizadas
em artigos cientificos, os compostos mais promissores da espécie foram catalogados e
isolados com o intuito de estabelecer os compostos com maior destaque € com maiores
efeitos terap€uticos. Mediante plataformas e softwares de metodologias in silico, foram
analisadas as possiveis interacdes € mecanismos de acdo dessas substancias no organismo
humano, ou seja, a predicao de atividade biologica. Por conseguinte, houve a busca por

possiveis similaridades farmacoforicas das substancias estudadas e busca por alvos



moleculares dessas substancias, afim de contribuir para a triagem de novos medicamentos

com efeitos desajados.
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ABSTRACT:

Plants are a fundamental richness in the global flora, and their use for food, medicinal and
pharmaceutical purposes has intensified over the decades. Ethnobotany plays a crucial role
in studying the relationship between human populations and plants, helping to understand
the diverse use of plant species. The growing search for therapeutic innovations, mainly
related to the use of medicinal plants, has sparked the development of in silico research,
since these studies are a fundamental tool for building new medicines more quickly and
widely. Among the most widely used medicinal plants, Calendula officinalis stands out for
its anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant, antineoplastic and healing properties. With
this in mind, this study carried out a biochemical and functional analysis of the compounds
found in the Calendula officinalis species using in silico tools to elucidate their potential
therapeutic effects, with emphasis on their antioxidant and antimicrobial properties. Thus,
through research into scientific articles, the most promising compounds of the species were
catalogued and isolated with the aim of establishing the most prominent compounds with the
greatest therapeutic effects. Using in silico methodologies platforms and software, the
possible interactions and mechanisms of action of these substances in the human organism
were analyzed, in other words, the prediction of biological activity. Consequently, the search
for possible pharmacophore similarities of the substances studied and the search for
molecular targets of these substances were carried out, in order to contribute to the screening

of new drugs with desired effects.
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INTRODUCAO:

As plantas representam uma inestimavel riqueza da flora de cada na¢do. Em escala
global, independentemente dos continentes em que se encontram, a utilizagdo de suas
propriedades tem se intensificado. Paralelamente a domesticacéo e ao cultivo de plantas para
fins alimentares e farmacéuticos, a incessante busca por suas propriedades bioldgicas

constitui um dos maiores desafios das Ultimas décadas. (SILVA et al., 2020)



A relacdo entre seres humanos e plantas comegou com a utilizagdo de vegetais para
suprir necessidades essenciais de sobrevivéncia. Isso engloba o uso das plantas como fontes
de alimento, medicamentos, calor, abrigo, matérias de construcdo e ornamentacdo. Nesse
contexto, a etnoboténica se dedica ao estudo dessa interacdo mdtua entre as populacdes
humanas e as plantas, desempenhando um papel fundamental na compreensdo do uso
diversificado de varias espécies como alimentos, remédios e matérias-primas. (DEUSCHLE,
2013)

A utilizacdo de plantas medicinais para prevencédo, tratamento ou cura de doencas
representa uma das préaticas medicinais mais antigas da humanidade. A Organizacdo Mundial
da Satde (OMS), no inicio da década de 1990, divulgou que entre 65% a 80% da populacéo
em paises em desenvolvimento dependiam exclusivamente de plantas medicinais como sua
principal fonte de acesso aos cuidados béasicos de satde. (VOLPATO, 2005) (FERREIRA,;
CARVALHO; SANT'ANNA, 2022)

A planta cientificamente denominada Calendula officinalis L., cujo nome deriva do
latim “Calendae”, que significa “primeiro dia de cada més”, foi primeiramente descrita pelo
botanico sueco Carl Von Linné, que a classificou com o binémio Calendula officinalis L.
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Atualmente, ¢ popularmente conhecida como “maravilla”, “marigold” em inglés e, em
Portugal, como “belas noites”, “maravilha”, “bem-me-quer” e “caléndula hortense”. Em
outros paises, ¢ chamada de “ringelblume” ou “todtenblume” na Alemanha, “souci des
jardins” na Franca, “calendola”, “calendula”, “callandria” e “calenzola” na Italia, “galbinele”
na Roménia e “ringblomma” na Suécia. (CENTENO, 2004; MULEY; KHADABADI;

BANARASE, 2009)

Popularmente chamada de caléndula ou margarida e pertencente a familia Asteraceae,
a Calendula officinalis trata-se de uma herbacea anual originaria dos paises mediterraneos.
A caléndula é amplamente reconhecida por suas diversas propriedades terapéuticas,
incluindo atividades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, antivirais,
cicatrizantes e anti-neoplasicas. Historicamente, a caléndula teve um papel importante nas
antigas civilizacbes da Grécia, Roma, Arébia e india, sendo utilizada no apenas como planta
medicinal, mas também como corante téxtil, corante alimentar e ingrediente em produtos
cosméticos. (DANIELSKI et al., 2007) (MOREIRA, 2015)

As flores da caléndula contém substancias que desempenham um papel importante na

atividade farmacoldgica. Entre essas substancias, os flavonoides se destacam por suas



diversas propriedades benéficas, incluindo agles cicatrizantes, antissépticas, emolientes,
sudorificas, colagogas, anti-inflamatdrias, antivirais, antieméticas, vasodilatadoras e
tonificantes da pele. Além disso, os flavonoides sdo conhecidos por suas propriedades
antioxidantes, mostrando-se eficazes no combate a varias moléculas oxidantes que podem
causar danos ao DNA e promover o desenvolvimento de tumores. (BORTOLO;
MARQUES; PACHECO, 2009) (PAIM et al., 2010) (SANTOS et al., 2015)

Em virtude dos desafios advindos do uso excessivo de antibidticos convencionais
prescritos, os microbiologistas clinicos tém demonstrado um interesse substancial na
investigacao de extratos vegetais com potencial antimicrobiano. Diferentemente dos agentes
antibidticos e quimioterapicos, ha uma escassez de registros na literatura sobre os possiveis
mecanismos de acdo dos produtos derivados de plantas. Os compostos isolados de plantas
exibem estruturas quimicas distintas dos antimicrobianos obtidos de bactérias, leveduras e
fungos. Essas substancias possuem a capacidade de atuar no metabolismo intermediério,
ativando enzimas, modificando a acdo de inibidores que afetam os nutrientes do meio,
interferindo nos processos enzimaticos a nivel nuclear ou ribossémico, provocando
alteragBes nas membranas ou ainda intervindo no metabolismo secundéario. (VOLPATO,
2005) (KOWALSKI et al., 2020)

A Calendula officinalis é rica em uma diversidade de compostos bioativos, incluindo
flavonoides, triterpenoides e carotenoides, que exibem notéveis propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias. Esses compostos desempenham um papel crucial na neutralizacdo de
radicais livres, protegendo assim as células dos danos oxidativos que podem culminar no
desenvolvimento de cancer. Pesquisas indicam que os extratos de Calendula officinalis tém
a capacidade de induzir a apoptose, ou morte celular programada, em células cancerigenas,
sem causar danos significativos as células normais. Essa seletividade é fundamental para a
criacdo de terapias antineoplasicas mais seguras e eficazes. Além disso, os extratos de
caléndula demonstraram uma notavel capacidade de inibir a proliferacdo de células tumorais,
impedindo tanto o crescimento quanto a disseminacdo do cancer. Esse efeito €
particularmente vital para o controle e a contencdo do avanco da doenga. (BORTOLO;
MARQUES; PACHECO, 2009)

Nesse sentido, a Caléndula revela-se uma fonte notavel de propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, destacando-se por suas contribuicGes significativas para a
salde e 0 bem-estar. Os estudos mencionados evidenciam a presenca de flavonoides nas

flores da Calendula officinalis, conferindo-lhes propriedades como cicatrizantes,



antissépticas, e até mesmo atividades antivirais. Além disso, a planta demonstra notavel
eficacia antioxidante, combatendo efetivamente diversas moléculas oxidantes associadas a
danos celulares. Essas caracteristicas tornam a Calendula officinalis uma alternativa
promissora no campo da fitoterapia, oferecendo ndo apenas beneficios terapéuticos, mas
também ressaltando seu potencial como uma opgéao natural para promover a saude e prevenir
doencgas. Assim, no presentre trabalho, buscou-se identificar os compostos ativos da planta,
a fim de avaliar os aspectos farmacocinéticos in silico das moléculas selecionadas e realizar
a predicdo da atividade bioldgica dos compostos, efetuando por fim, a busca por alvos
moleculares para tais substancias e posterior verificagao da potencial interacdo entre ligante-
receptor.

METODOS:

Este é um estudo experimental computacional, no qual foi realizada uma triagem in
silico dos compostos encontrados na Calendula officinalis. A busca por compostos quimicos
da planta foi feita através de um levantamento bibliografico de literatura, a partir de artigos
cientificos publicados nas bases de dados ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) e
PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), por meio dos seguintes descritores e
operadores booleanos: Calendula officinalis AND Chemical Compounds.

Os critérios de inclusdo foram: artigos publicados com os operadores relatados, nos
ultimos 5 anos e os artigos gratuitos na integra. Foram econtrados 134 artigos na plataforma
ScienceDirect e 18 artigos na plataforma PubMed.

Foram empregados métodos e ferramentas para investigar os elementos essenciais da
Caléndula, visando realizar analises bioquimicas e funcionais das estruturas relevantes. Isso
possibilitou demonstrar os impactos de cada componente no organismo humano. Este
enfoque de pesquisa resultara em um aprimorado conhecimento sobre os efeitos terapéuticos
das moléculas, contribuindo, por conseguinte, para a identificacdo e sele¢cdo de novos

farmacos que contenham tais componentes.

Os compostos moleculares encontrados através da pesquisa bibliografica, tiveram
seu cadigo canonical SMILES, que é a identificacdo de cada molécula, obtidos pelo
programa PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), disponivel gratuitamente online.

Posteriormente, esses codigos foram utilizados para pesquisar as caracteristicas



farmacologicas através da plataforma Way 2 Drug, por meio da ferramenta Pass Prediction
(http://www.way2drug.com/passonline/predict.php), foram filtradas as moléculas com Pa >
0,7, que por sua vez se traduz como moleculas com maior probabilidade de terem atividade
bioldgica. (POROIKOQV et al., 2000; POROIKOV; FILIMONOV, 2002)

A farmacodinamica e farmacocinética desses compostos foram analisados através das
ferramentas Way 2 Drug e Swiss Target Prediction, juntamente com o SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) que, por sua vez, sao servidores disponiveis online formados
por uma base de dados com informag0es essenciais sobre os compostos pesquisados entre
as quais temos: forma estrutural, permeabilidade na barreira hematoencefélica, absorcéo

gastrointestinal, inibicdo de citocromos P450 e o filtro de Lipinski.

Além disso, analises de toxicidade foram realizadas utilizando as ferramentas
Pred-hERG (http://predherg.labmol.com.br/) e ProTox-Ill (https://tox.charite.de/protox3).
Apos esses estudos, foram selecionadas as moléculas que apresentaram as melhores
pontuacdes nos servidores utilizados, especialmente aquelas com atividades antimicrobianas
e antioxidantes. Os compostos mais promissores tiveram suas representacdes em 2D e em 3D
feitas pelo site MolView (https://molview.org/). (BANERJEE et al., 2018, 2024; BRAGA et
al., 2015; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017, 2019)

O docking molecular é um método que realiza a predicdo das interacGes entre um
ligante em potencial e o sitio ativo do seu alvo molecular. O alvo proteico utilizado foi obtido
a partir do site PDB (Protein Data Bank; https://www.rcsh.org/) com o cddigo PDB ID:
3NVY. Foi realizado o redocking com o ligante co-cristalizado e as 7 melhores poses
apresentaram valores de RMSD (Root-Mean-Square Deviation) inferiores a 1,5 A. A funcgéo
de score utilizada foi CHEMPLP associada ao algoritmo genético. O programa utilizado foi
0 GOLD Suite 5.7.0. (CAO; PAUFF; HILLE, 2014; FAN; FU; ZHANG, 2019)

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram catalogadas as moléculas provenientes da espécie Calendula officinalis com
seus respectivos codigos canonical SMILES, para a realizacdo posterior das analises de
predicdo in silico. E através das analises explicitadas anteriormete, vinte e seis substancias
principais foram isoladas e consideradas relevantes para a continuidade da pesquisa,

substancias essas apresentadas na tabela 1:



Tabela 1. Substancias selecionadas da espécie Calendula officinalis.

Substancias isoladas da Calendula officinalis

Stigmasterols
Sitosterols
Faradiol-3-O-Palmitate
-Taraxasterol
Lupeol
Erythrodiol
Faradiol-3-O-Myristate
Narcissin
Calendoflaside
Calendoflavoside
Calendoflavobioside
Rutin
Quercitrin
Neohesperidoside
Isorhamnetin-3-0-glucoside
Esculetin
Scopoletin
Umbelliferone
Plastoquinone
Ubiquinone
a- tocopherol

Phylloquinone



Neoxanthin

Lycopene

Lutein

Carotene

Fonte: elaborado pelos proprios autores

Através das analises obtidas por meio do servidor online Swiss Target Prediction e da
ferramenta Pass prediction, foi possibilitado a descoberta e descricdo de caracteristicas
farmacocinéticas como o potencial de absorcdo gastrointestinal, a permeabilidade quanto a
barreira hematoencefélica, a inibicdo de citocromos p450, quais sejam: CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D e CYP3A4. Ademais, por meio do estudo das substincias através das
ferramentas computacionais, foi possivel identificar e filtrar quais moléculas violavam a regra

de Lipinski, e quantas violagdes eram presentes em cada uma delas.

Ademais, cabe ressaltar que o Way 2 Drug, compreende servidores adicionais de Pass
Prediction que comunicam as probabilidades de interacdo com receptores em diversas
regibes do corpo, indicando também as doencas nas quais esses pontos de ligacdo
desempenham um papel direto. Ambas as plataformas desempenharam um papel crucial ao
revelar as atividades bioldgicas predominantes dos compostos da Caléndula e identificar
seus principais alvos farmacocinéticos.

Por meio dessas ferramentas anteriormente citadas, foi vidvel a categorizacdo e
filtragem das moléculas por meio do Pa (probabilidade de “ser ativa”), grandeza que estima a
chance que o composto analisado tem de pertencer a subclasse de compostos ativos. Dessa

forma foi possivel filtrar os compostos com Pa>0,7, e valores de Pi<0,05.

A andlise de toxicidade feita com os programas ProTox III e Pred-hERG, foi de extrema
importancia no processo de exclusao e filtragem das moléculas, pois a partir delas foi vidvel a
exclusao de compostos que se mostraram bloqueadoras no consenso do Pred-hERG, além de
mostrarem a classe de toxicidade, a predi¢cdo do que seria essa toxicidade no organismo humano

e a dose letal (LD50) dessas substancias.

Com as analises, foram excluidas do seguimento do estudo as moléculas com a regra de

Lipinski negativas, as que tiveram a regra positiva, tiveram seguimento da pesquisa nos



softwares ProTox III e Pred-hERG. Nisso, aquelas que se mostraram bloqueadoras, foram
excluidas do seguimento do estudo. Posteriomente, foram analisadas através do programa
Way2Drug aqueles compostos com Pa>0,7 e Pi<0,05 e que apresentaram maior probabilidade
de apresentar caracteristicas relevantes para os objetivos desse estudo, quais seja, propriedades
de cunho antioxidante e antimicrobiano, o restante das moléculas foram excluidas do
prosseguimento do estudo. Assim, foram selecionadas oito moléculas, das vinte e seis iniciais,
que apresentam o maior potencial de possuirem caracteristicas relevantes em processos
antioxidantes e antimicrobianos, € com o menor grau de toxicidade para a espécie humana,

categorizadas na tabela 2.

Tabela 2. Moléculas da Calendula officinalis que apresentaram maior potencial.

Moléculas com maior potencial da Calendula Officinalis

Stigmasterols
-Taraxasterol
Lupeol
Erythrodiol
Neohesperidoside
Esculetin
Scopoletin

Umbelliferone

Fonte: elaborado pelos préprios autores

Posteriormente, foi feito a busca dos alvos farmacologicos através do Swiss Target
Prediction das oito moléculas selecionadas. Dessa forma, os quinze primeiros resultados de
alvos mais provaveis dessas moléculas foram analisados utilizando a ferramenta Uniprot
(https://www.uniprot.org/) a fim de identificar possiveis efeitos antioxidantes e/ou
antimicrobianos desses alvos em especifico. Com isso, as moléculas que apresentam a maior
quantidade de alvos promissores foram: Esculetin, Scopoletin e Umbelliferone. (BATEMAN et

al., 2023; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2019)



A molécula Esculetin (Figura 1), conforme relatado, demonstra uma forte capacidade
de eliminar radicais do composto 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) relacionados a radicais
livres no organismo, ademais a molécula também apresenta papel na protegao celular contra
danos mediados por espécies reativas de oxigénio, sendo também eficaz na prote¢ao de células
contra danos ao DNA induzidos por estresse oxidativo. Ainda, foi documentado que a Esculetin
apresenta reducdo da toxicidade da Escherichia coli O157:H7, o patdgeno mais comum da
colite hemorragica, através da inibi¢do da expressao do gene stx2 da toxina semelhante a shiga,
que ¢ uma substancia produzida pela bactéria Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) que
causa diarreia sanguinolenta e, por vezes, sindrome hemolitico-urémica. (LIANG et al., 2017;

ZHANG; XIE; LI, 2022)

Scopoletin (Figura 2) apresenta um efeito potente antioxidante ao ser testada contra
radicais hidroxila e peroxidagao lipidica através da eliminagdo de radicais livres, incluindo 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil, observado também na Esculetin e 4cido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS). A Scopoletin mostra atividade antifungica maxima
contra Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus niger e Candida albicans. A scopoletin
mostrou propriedades antifungicas eficazes contra uma cepa multirresistente de C. tropicalis.
O mecanismo de acdo demonstrado ¢ a interferéncia na sintese de componentes essenciais as
células fungicas, a ruptura das paredes celulares e membranas plasmaticas e o prejuizo na
formag¢do, desenvolvimento e proliferagcio do biofilme de C. Tropicalis. Ainda, estudos
demonstraram a eficacia da molécula contra Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa DMSC 37166, Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii e Salmonella typhi, além disso, foi relatado que a
scoletin inibe de maneira significativa o crescimento de Plasmodium yoelii e Trypanosoma

brucei brucei. (ANTIKA et al., 2022; GAO et al., 2024)

Semelhante a Esculetin e a Scopoletin, a Umbelliferone (Figura 3) apresenta a
capacidade de eliminar os radicais livres e de inibir a peroxidagdo lipidica. Conforme
demonstrado, o efeito antioxidante da Umbelliferone pode ser resultado da ativagdo da via de
sinalizagdo Nrf2, o que leva a um aumento das atividades de substancias antioxidantes
endogenas, tais como: superdxido dismutase (SOD), glutationa (GSH), catalase (CAT) e
NAD(P)H-quinona oxidorredutase. Ademais, foi mostrado que a Umbelliferone apresentou
propriedades antibiofilme e antiviruléncia, contra S. Epidermidis, afetando a fixagdo inicial e
adesividade entra as células, sendo a adesdo e a agregacao consideradas fenotipos cruciais do

S. Epidermidis positivo para biofilme, cuja formagao desse biofilme em substancias animadas



e inanimadas ¢ estudada como promotora de eventos desfavordveis como surgimento de
resisténcia a antibioticos e aumento de morbimortalidade de individuos. (KORNICKA et al.,

2023; SWETHA et al., 2019)
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Figura 1. Representacdo em 2D e em 3D da molécula esculetin.
o

Figura 2. Representacdo em 2D e em 3D da molécula scopoletin.
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Figura 3. Representacéo em 2D e em 3D da molécula Umbelliferone

De acordo com as andlises conduzidas através da plataforma Swiss Target Prediction,
foi possivel identificar um alvo presente na molécula de Esculetin, discutida acima, a Xantina
desidrogenase (Figura 4). A xantina oxidorredutase (XOR) consiste em duas formas diferentes,
xantina desidrogenase e xantina oxidase (XO), sendo uma flavoproteina tipica e complexa
contendo molibdénio. Esta enzima catalisa a oxidagao de purinas, pterina e aldeidos com NAD+

ou NADP+ como aceptor de elétrons.

Dessa maneira, a literatura traz que além da NADPH oxidase, leucécitos
polimorfonucleares e macrofagos demonstraram conter XOR, o que pode ser ligado a resposta
dessas células a infeccdo microbiana. Assim, por meio do docking molecular foi possivel
observar diversas interagdes, com destaque para as interagcdes de hidrogénio com a Arginina
880, Triptofano 1010 e Glutamato 802. As intera¢des de hidrogénio possuem maior intensidade
de atracdo e sdo as principais forcas intermoleculares associadas a ancoragem da estrutura
ligante ao sitio ativo da proteina investigada. Outras interagdes de menor intensidade também
podem ser visualizadas, como as interacoes m-m T-shaped e =n-m stacked (Figura 4)

(FURUHASHI, 2020; MARTIN et al., 2004; WANG et al., 2016)
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Figura 4. Representagéo gréafica 2D da molécula de Esculetin econtrada na espécie Calendula officinalis interagindo com o
alvo Xantina desidrogenase.

CONCLUSAO:

A busca incessante por inovagdes terapéuticas relacionadas a utilizagdo de plantas
medicinais esta cada vez mais frequente e este estudo corroborou com o cenario de interesse
global ao demonstrar o vasto potencial terapéutico dos compostos presentes na Calendula
officinalis, especialmente suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais.
A pesquisa in silico permitiu a identificacdo de 26 substancias iniciais, das quais 8 se
destacaram por suas atividades bioldgicas promissoras e baixa toxicidade. Entre essas,
esculetin, scopoletin e umbelliferone apresentaram os resultados mais expressivos, com
capacidade de neutralizar radicais livres, proteger células contra danos oxidativos e combater
microrganismos patogénicos. Esses achados refor¢gam o valor da Calendula officinalis como
fonte natural de compostos bioativos, com grande potencial para o desenvolvimento de

novos farmacos, oferecendo alternativas eficazes para tratar diversas condi¢des de saude. As



metodologias in silico aplicadas no estudo permitiram um avango significativo na

compreensdo dos mecanismos de agdo dessas moléculas, fornecendo bases para futuras

pesquisas experimentais e clinicas.
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