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RESUMO

A humanidade avangou em muitos aspectos durante sua existéncia e retirou das plantas muitas
possibilidades para sua sobrevivéncia, alimentacdo, até mesmo tratamento para suas
enfermidades. Os 06leos produzidos a partir das plantas revelam isso, ja que possuem
importancia econdmica na area cosmética, na culinéria, psicoterapica e farmacéutica. O 6leo de
copaiba (Copaifera langsdorffi) por sua vez apresenta caracteristicas anti-inflamatorias, anti-
fangicas, expectorante quando administrado de forma natural por muitas pessoas. O presente
trabalho tem como objetivo testar, atraves de ensaios in silico, se 0os compostos fitoquimicos
volateis presentes no Oleo de copaiba apresentam potencial anti-inflamatério contra a
cicloxigenase, umas das enzimas responsaveis pelo processo inflamatério, principalmente na
etapa inicial da inflamagdo. Dentre os compostos volateis do 6leo de copaiba testou-se a
interacdo entre a enzima cicloxigenase e os 14 mais abundantes, utilizando o anti-inflamatério
comercial diclofenaco monossédico como controle positivo. Para cada fitoquimico foram
testadas diversas posi¢cdes dentro do sitio ativo da proteina e, dentre essas, foram selecionadas
as 9 posicdes com melhores valores de interacdo para verificacdo da média e melhor de valor
de interacdo proteina-ligante. Ap0s testes de ancoragem molecular de 14 fitoquimicos presentes
no oOleo essencial de copaiba, foram constatados que 10 compostos apresentaram interacGes
com o sitio ativo da enzima melhores do que o controle positivo (diclofenaco monossédico),
sendo os fitoquimicos a-cubebeno, a-cadinol e &cido caurendico os que apresentaram valores

muito superiores aos do controle positivo.

Palavras-chave: Oleo de copaiba; Oleos essenciais; Atividade anti-inflamatéria; In silico;

Cicloxigenase.



ABSTRACT
Humanity has advanced in many ways during its existence and has removed from plants many
possibilities for survival, food, and even treatment for its illnesses. Oils produced from plants
prove this, as they have economic importance in the cosmetic, culinary, psychotherapeutic and
pharmaceutical areas. Copaiba oil (Copaifera langsdorffi) in turn has anti-inflammatory, anti-
fungal, expectorant characteristics when administered naturally by many people. The present
work aims to test, through in silico assays, if the volatile phytochemical compounds present in
copaiba oil have anti-inflammatory potential against cyclooxygenase, one of the enzymes
responsible for the inflammatory process, mainly in the initial phase of inflammation. Among
the volatile compounds of copaiba oil, the interaction between the cyclooxygenase enzyme and
the 14 most abundant ones was tested, using the commercial anti-inflammatory diclofenac
monosodium as a positive control. For each phytochemical, several feelings were examined
within the active site of the protein and, among these, 9 positions with the best interaction values
were selected to verify the mean and best protein-ligand interaction value. After molecular
anchoring tests of 14 phytochemicals present in copaiba essential oil, it was found that 10
compounds tolerated better with the active site of the enzyme than the positive control
(monosodium diclofenac), being the phytochemicals a-cubebene, a-cadinol and caurenoic acid

those that presented values much higher than those of the positive control.

Keywords: Copaiba oil; Essencial oils; Anti-inflammatory activity; In silico; Cycloxygenase.
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1 INTRODUCAO

Torna se cada vez mais comum vermos a utilizacdo de 6leos e gorduras na vida diaria
das pessoas. O corpo humano, por exemplo, necessita consumir fontes energéticas para ser
mantido em condi¢Oes ideais de sobrevivéncia e entre estas fontes encontram-se 0s
carboidratos, que funcionam como combustivel quando quebrado na respiracdo celular,
liberando assim energia para as fungdes vitais, e os lipidios, que, além da funcdo energética,
compde membranas plasmaticas e organelas celulares e é armazenado no tecido adiposo.
Quando a presenca de carboidratos é escassa, os lipidios sdo quebrados e liberam assim a
energia exigida pelo metabolismo (ALVES, 2013).

De acordo com Reda (2008) os Gleos e gorduras sao substancias insoltveis em agua
(hidrofdbicas), que podem ser de origem animal (gorduras) ou vegetal (6leos). Tanto os 6leos,
quanto as gorduras possuem componentes que podem estar separados em duas grandes
categorias que sdo os triacilglicerideos, que sdo definidos como produtos da esterificacdo de
uma molécula de glicerol com até trés moléculas de acidos graxos, e ndo glicerideos: em todos
0s Oleos e gorduras, encontram-se pequenas quantidades de componentes nao-glicerideos.

O uso de 6leos e gorduras vém crescendo em grande escala na atualidade e cada vez
mais nos deparamos com 0s mesmos tomando espago nas prateleiras dos supermercados e até
das farméacias, resultados dos inimeros beneficios prometidos e alguns, até comprovados que
trazem esses produtos. Entre estes 6leos, o 6leo de copaiba tem grande destaque em diversas
finalidades ja que apresentou atividade anti-inflamatoria evidenciada por diferentes
metodologias, efeitos que permitiram validar as principais atividades atribuidas ao 6leo pela
medicina popular (PARENTE et al., 2006). Em virtude da popularizagdo do uso destas
substancias, estudos relacionados a efetividade dos potenciais bioldgicos de produtos de origem
natural s&o de grande relevéncia, para garantir a seguranca na sua utilizagéo.

Uma alternativa para esses estudos € a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica,
que vem sendo largamente utilizadas no planejamento de novos farmacos e no estudo das
interagGes, garantindo resultados confidveis nos estudos das interagdes ligante-biomolécula,
biomolécula-biomolécula e ligante-ligante (PFIMENTEL; BUENO; SEIXAS, 2016).

Neste sentido, o foco do presente trabalho foi estudar as interacGes entre 0s
fitoquimicos presente no 6leo extraido da copaiba, planta tipica do Cerrado Tocantinense e
comumente utilizada pela populagdo regional, com a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2),
enzima envolvida na cascata do &cido araquidonico, com o objetivo de avaliar o potencial anti-

inflamatdrio destes fitoquimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O uso dos 0Oleos vegetais na atualidade

A prética de se utilizar as plantas de acordo com a necessidade humana é milenar. Da
alimentacdo ao curandeirismo, as plantas sempre tiveram um papel importante na histdria,
mesmo que de forma indireta, estando presentes em diversos eventos, cotidianos ou ndo, na
histéria da humanidade. Mesmo vivendo uma época em que 0s produtos sintéticos e
industrializados vém tomando espaco, de acordo com Ceccatto (2018) 92% da populacéo
brasileira usa alguma planta medicinal, e desta parcela 46% cultivam essas plantas em casa.

“O primeiro escrito encontrado sobre plantas medicinais datou de 1500 a.C., hoje
conhecido como Papiro de Ebers, catalogou uma centena de plantas com finalidades
terapéuticas. Indicios encontrados no Egito, Grécia, e ao redor de todo o mundo,
comprovam a intima relacdo do homem com as plantas.” (QUALICORP, 2021)

As plantas sdo seres vivos que tém a capacidade de produzir o seu préprio alimento a
partir de um processo chamado fotossintese, assim como liberacdo de gases e transporte interno
sdo mecanismos utilizados pelo metabolismo priméario da planta. Contudo a planta precisa
dispor de outros mecanismos que garantam defesa, adaptacéo e sobrevivéncia no ambiente em
que esta inserida. Para isso, a planta produz uma série de moléculas, denominadas metabolitos
secundarios, que podem ser encontrados nos extratos brutos ou nos Gleos extraidos e que estdo
distribuidos de formas e em quantidades diferentes em cada parte da planta (AMARAL, 2022).

Levando em consideragdo os aspectos quimicos dos 6leos, podemos classifica-los de
acordo com suas estruturas como monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres,
fenois, éteres e Oxidos, perdxidos, furanos, lactonas e acidos, e, por sua atividade bioquimica,

em grupos funcionais (NASCIMENTO; PRADE, 2020).

2.1.1 Uso cosmético

Pode-se dizer com clareza que o mercado da beleza é um dos mais promissores na

atualidade. De acordo com uma pesquisa publicada na Forbes (2020) realizada pelo provedor
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de pesquisa de mercado Euromonitor International, o Brasil ocupa a quarta posigao no ranking
dos maiores mercados de beleza e cuidado pessoal do mundo, ficando atras somente de Estados
Unidos da América (EUA), China e Japao. S6 no ano de 2018 esse ramo movimentou cerca de
30 bilhGes de dolares. De acordo com a Associacao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC, 2022) este setor também € responsavel por empregar
mais 5,6 milhdes de pessoas, divididas na industria, franquia, consultoria/venda direta e salfes
de beleza.

Para acompanhar esse crescimento, a inddstria cosmética procura inovar e ampliar sua
gama de produtos a partir da busca de matérias -prima que contenham em sua composicao
quimica substancias que satisfacam a necessidade de seus consumidores. Um exemplo disso é
a procura por 6leos vegetais, que sdo uma rica fonte de acidos graxos e tém sido utilizados com
sucesso em produtos cosméticos (CALLEGARI; CREN; ANDRADE, 2014).

2.1.2 Uso culinério

A forma como as pessoas se alimentava mudou muito ao longo do tempo. Na pré-
histdria, na Era Paleolitica supfe-se que a dieta dos nossos primeiros ancestrais era composta
basicamente de frutas, folhas, ovos e graos rudimentares (RESENDE, 2018). Sucedendo esse
periodo, Resende (2018) expde que com o uso de ferramentas e a pratica da caca e pesca 0
consumo carnivoro se intensificou, possibilitando assim o desenvolvimento da massa
encefalica, gracas a quantidade de energia consumida com a inclusdo das proteinas na dieta dos

primeiros homens.

Figura 1: Alteragdes no tamanho do cérebro humano (UNESP, 2016).

O homem desenvolveu suas habilidades, descobriu o fogo, aprimorou novas praticas
como a agricultura e a pecuéria e a cada mudanca, sua forma de preparar seus alimentos também

se diversificou, permitindo uma dieta alimentar mais rica e um expressivo crescimento dos
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grupos humanos (SOUSA, [2018 ou 2019]). Oleos e gorduras também foram incluidos, n&o s6
na alimentacdo, mas para muitas outras finalidades. Na idade antiga, os 6leos e gorduras néo
eram usados apenas no uso culinario, mas também como moeda de troca (FABER, 2017).
Hoje, na culinaria, podemos encontrar os mais diversos tipos de 6leos. De acordo com
a Fundacdo Cargill (2021) entre os 6leos de cozinha destaca-se o 6leo de soja, mas além deste
existem outros como o 6leo de girassol, de milho, algodéo, canola, coco, azeite de oliva, 6leo
de palma (azeite de dendé), 6leo de uva, 6leo de gergelim, entre outros, essenciais para grelhar,

temperar, cozer, assar e compor bolos e saladas.

2.1.3 Uso Psicoterapéutico

No primeiro ano da pandemia de COVID-19, a prevaléncia global de ansiedade e
depressdo aumentou cerca 25%, de acordo com estimativa da OMS (Organizacdo Mundial da
Saude) (COFEN, 2022). O Brasil ocupa o topo do ranking de pais mais ansioso da América
Latina (BRASIL, 2022), com cerca de 9,3% dos brasileiros sofrendo de ansiedade patologica
(G1,2023).

A depresséo é a principal causa de incapacidade em todo o mundo e estima-se que
mais de 300 milhdes de pessoas, de todas as idades, sofram com esse transtorno, de
acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Saide. A OPAS/OMS aponta ainda a
importancia da genética em algumas formas de depressdo, apesar de individuos sem

historico familiar também apresentarem o transtorno. (BRASIL, 2022)

Dados preocupantes como estes tém levado as pessoas a procura ndo apenas de
ansioliticos ou antidepressivos, mas também por meios alternativos, que possam contribuir para
a diminuicdo dos sintomas causados pela depressdo e ansiedade. Dentre as terapias
complementares mais utilizadas, destaca-se a aromaterapia, que é definida como o uso de 6leos
essenciais no tratamento de doencas fisicas e psicoldgicas do organismo (ALVES, 2018). Entre
0s medicamentos mais indicados estdo os tranquilizantes a base de benzodiazepinas, que
proporcionam um alivio dos sintomas da ansiedade a curto ou longo prazo. Porém, o uso por
muito tempo dessas substancias gera riscos a salde, como a dependéncia e a desatencéo.
(FREITAS; BUCKVIESER, 2022).

Da gama de 6leos que séo utilizados dentro do tratamento dessas doencas, o 6leo que
mais se tem evidéncias e estudos, e que consequentemente por isto, € o0 mais utilizado nos dias
de hoje é o 6leo essencial de Lavanda (Lavandula angustifolia) (ALVES, 2018), mas nédo é o
unico que mostra eficacia nesse tipo de tratamento. Outros 6leos, como o 6leo essencial de

vetiver (Vetiveria zizanioides), bergamota (Citrus bergamia), camomila romana
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(Chamaemelum nobile), Ylang Ylang (Cananga odorata), olibano (Boswellia carteri), rosa
(Rosa damascena) (FORBES, 2019) entre outros, também sdo largamente utilizados no

tratamento de disturbios relacionados a depresséo e ansiedade.

2.1.4 Uso farmaco

As plantas trouxeram ao homem alimento, moradia, protecdo e também cura para as
suas enfermidades e, gracas a elas, a forma de fazer medicina passou por grandes
transformacdes ao longo do tempo. Antigas civilizacbes tém suas proprias referéncias historicas
acerca das plantas medicinais. Muito antes de aparecer qualquer forma de escrita, 0 homem ja
utilizava as plantas, algumas como alimento e outras como remédios (MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017). Os diversos efeitos medicinais proporcionados pelas plantas e seus
extratos devem-se a presenca de um elevado rol de substancias quimicas que exercem varias
atividades fisiolégicas fundamentais para a planta (FERREIRA, 2014).

Dos produtos de origem vegetal, os 6leos tém propriedades funcionais importantes,
que justificam o uso farmaco e fitoterapico dos mesmos. Podem apresentar acao antimicrobiana,

acdo antifingica, antiparasitéria e anti-inflamatéria (SARTO; JUNIOR, 2014).

2.2. O processo inflamatorio

No organismo humano, o processo inflamatorio inicia-se com a lesdo da membrana
celular. Quando isso ocorre, uma série de reacGes bioquimicas sdo desencadeadas, podendo
gerar diversos sintomas observaveis, como calor, que pode ser local ou generalizado, rubor,
caracteristico por vermelhid&o no local da lesdo, edema, dor e perda da fungdo (NUNES, 2019).
A dor, geralmente um dos primeiros sintomas que aparecem, é resposta da ativacdo de uma via
metabolica denominada cascata do acido araquidonico, catalisada principalmente por duas
enzimas, uma cicloxigenase e uma peroxidase. Estas enzimas catalisam a reacdo de formacao
de prostaglandinas a partir do acido araquidénico (ROSA, 2016).

A ativacdo da via ocorre no momento em que a membrana celular sofre alguma lesao.
A partir dai, um acido graxo, denominado &cido araquidénico (AA), um dos constituintes da
membrana fosfolipidica, é liberado pela acdo de enzimas fosfolipase. O AA, derivado do acido
linoleico, é substrato da reacdo de formacgdo de prostaglandinas, catalisada pelas enzimas

cicloxigenase e peroxidase. As enzimas que constituem essa via s@o bastante conhecidas e, a



17

partir disso, uma série de farmacos foi desenvolvida para auxiliar no tratamento anti-
inflamatorio.

Os farmacos anti-inflamatérios podem ser classificados em anti-inflamatérios
esteroidais (AIE) e ndo-esteroidais (AINE) e ambos atuam na cascata do acido araquiddnico,

por mecanismos distintos.

2.2.1. Acédo dos medicamentos anti-inflamatorios

Os anti-inflamatdrios esteroidais - AIE, ou glicocorticoides, sdo moléculas similares
ao cortisol e atuam na inibicdo da enzima fosfolipase, impedindo a liberacdo de AA, substrato
da cascata do cido araquiddnico. Possui atividade imunossupressora e anti-inflamatoria e seus
efeitos colaterais estdo relacionados ao metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios,
podendo gerar retencdes e inchacos relacionados ao acimulo de agua e outras biomoléculas.

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais — AINE, sdo os mais largamente utilizados,
tendo mais de 50 moléculas registradas no mercado. Esta classe de moléculas inibe a enzima
cicloxigenase, tanto a tipo | quanto a Il. Dipirona e ibuprofeno podem inibir os dois tipos de
cicloxigenases, sendo menos seletivos e podendo causar problemas gastricos, ja que a
cicloxigenase | esta associada a producdo e liberacdo de acido no estdmago. J& os demais
farmacos comerciais inibem somente a cicloxigenase tipo Il, sendo mais seletivos e
consequentemente, reduzindo a incidéncia de efeitos gastrointestinais e hemodindmicos
negativos. (SCHNEID, 2021)

Porém, diversos estudos comprovam outros efeitos colaterais mais graves relacionados
ao uso frequente de AINE. Rosa (2016) descreve a relacdo do agravamento de episédios de
asma com o uso de AINE. De acordo com o autor, ao inibir a formagao de prostaglandinas, pela
inibicdo da enzima cicloxigenase, o acido araquiddnico disponivel é convertido em leucotrienos
pela acdo da enzima lipoxigenase, através de reacao paralela. Os leucotrienos formados tem
acdo broncoconstritora, podendo agravar episodios de asma e de outros problemas respiratorios
cronicos.

Batlouni (2010) também descreve outros efeitos adversos graves do uso de AINE,
como desequilibrio do balango pré-trombético/antitrombético, em virtude do uso prolongado
de AINE, podendo levar a problemas cardiovasculares graves, além da perda do efeito protetor
da regulacdo superior da COX-2 na isquemia miocéardica e no infarto do miocardio.

As prostaglandinas homeostaticas geradas pela agdo da cicloxigenase | sdo importantes

na regulacdo da funcéo renal. O uso prolongado de AINE pode reduzir a producdo destes
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importantes eicosandides, podendo levar a vasoconstricdo renal aguda e, em alguns casos,
causar insuficiéncia renal (WHELTON, 1999).

Estudos envolvendo mais de 90 ensaios clinicos relacionaram o uso de AINE com
maior quantidade de eventos cardiovasculares negativos, principalmente em pacientes
hipertensos. O uso de indometacina e napoxeno elevaram a pressao arterial média em 3,59 e
3,74 mmHg, respectivamente. Esses aumentos sdo decorrentes das redugdes dos niveis de
prostaglandinas e renina, importantes reguladores da presséo arterial (POPE et al.,1993).

Haag e colaboradores (2008) também avaliaram a relacdo do uso de AINE com
eventos cerebrovasculares, como AVC. De acordo com o estudo feito com 7636 individuos, o
uso frequente de AINE em individuos com idade média de 70 anos aumentou a probabilidade
de acidentes cerebrovasculares.

Assim, a busca por substancias naturais, que venham auxiliar no tratamento de
inflamagdes e que tenham menos efeitos colaterais tornam-se necessarios. Comunidades
tradicionais como as abordadas no estudo de Silva et al. (2019) geralmente apresentam uma
elevada gama de conhecimentos empiricos acerca de plantas e animais. Porém, estudos sao
necessarios para determinar as potencialidades dessas plantas de maneira exata, bem como as
quantidades minimas necessarias para garantir seus efeitos bioldgicos sem potencializar os
efeitos adversos.

Dentre as plantas utilizadas nessas comunidades tradicionais, o 6leo de copaiba ganha
destaque, por sua diversidade de usos. Nestas comunidades, o éleo de copaiba é largamente

utilizado para minimizar o efeito inflamatdrio de diversas naturezas.

2.3 Oleo de copaiba

A copaiba (Copaifera langsdorffii) ou balsamo, copau, copai, cupalva, éleo pardo,
pau-d’o6leo ou oleiro (Carvalho, 2003) ¢ uma arvore semicaducifélia com area de incidéncia na
Floresta pluvial, no Cerrado e Caatinga brasileira. E um género que ocorre na Africa (quatro
espécies), América Central (quatro espécies), América do Sul (37 espécies) e, provavelmente,
na Asia (uma espécie). Pertence a classe das dicotileddneas, ordem fabales e familia das
Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e género Copaifera (CARVALHO, 2018). Pode até
atingir cerca de 5 a 15 metros de altura em media na floresta pluvial, enquanto no Cerrado ou
Caatinga ela apresenta um porte menor que varia entre 1,80 até 10 metros de altura e uma DPA
de 20 a 60 centimetros (CARVALHO, 2003). No quadro 1 estdo descritas algumas de suas

caracteristicas.
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Quadro 1: Caracteristicas gerais da copaiba (C. langsdorffii)

Nomes populares no

Brasil:

balsamo; caobi; capaiba; capauiba, coopaiba,; copai, copalba; copaiba-preta;
copaiba-da-varzea;copaibeira;  copaibeira-de-minas; copalva; cupalva;
cupilva; oleiro; 6leo, e no; 6leo-amarelo; dleo-capaiba, na; dleo-copaiba, 6leo-
pardo, no Parana; 6leo-vermelho...

Forma bioldgica:

Arvore semicaducifélia, com 5 a 15 m de altura e 20 a 60 cm de DAP, podendo
atingir 35 m de altura e 100 cm de DAP, na idade adulta, na floresta pluvial. No
Cerrado e na Caatinga, apresenta porte menor, 1,80 a 10 m de altura, e nos
campos rupestres da Serra da Bocaina, em Minas Gerais, tem porte arbustivo
com 1,20 m de altura.

Tronco:

cilindrico, tortuoso e curto; fuste até 12 m de altura. (figura 2)

Ramificagdo:

Ramificacdo racemosa. Copa larga, com folhagem pouco densa, com folhagem
muito decorativa, pela tonalidade avermelhada que toma no inicio da primavera,
inconfundivel.

Casca:

espessura de até 17 mm. A casca externa é vermelho-escura nas arvores jovens
e marrom a cinza-escura nas arvores velhas, aspera, desprendendo-se facilmente
em laminas nas arvores jovens e em quadriculos ou placas retangulares nas
arvores adultas. A casca interna é rosa-clara, exalando resina fragante e com
sabor muito amargo.

Folhas:

compostas, alternas, paripinadas, com até seis pares de foliolos, com 2 a4,5 cm
de comprimento e 1 a 2 cm de largura, com peciolo de 1 a 1,5 cm de
comprimento e glanduloso. As folhas novas, de cor rosa-clara, constituem
elemento valioso para a identificagdo. (figura 2)

Flores:

zigomorfas, apétalas, com quatro sépalas livres, com corola branco-amarelada
a creme-rosada, de 4 a 6 mm de comprimento ou 8 mm de diametro, quando
perfeitamente abertas. Sdo perfumadas, efémeras, e dispostas em paniculas
terminais, que recobrem quase toda a copa, com até 10 cm de comprimento,
contendo 5 a 35 flores. (figura 3)

Fruto:

legume unispermo, deiscente, estipitado, obliquamente elipséide, de cor
avermelhada quando jovem, passando a marrom quando maduro, rico em 6leo,
de 4 a5 cm de comprimento por 2 a 3 cm de largura (Crestana ; Beltrati, 1988).
Ao se abrir, expde a semente Unica que permanece ligada a ele pelo funiculo.
(figura 4)

Semente:

elipsoide, exalbuminosa, testa lisa, negra e brilhante; parcialmente envolta por
um arilo de origem funicular, consistente, amarelo-alaranjado que recobre o hilo
linear curto e a micrdpila; a chalaza é pouco distinta A semente mede de 10 a
19 mm de comprimento por 7 a 10 mm de didmetro. (figura 5)

Fonte: Elaborado com base em textos de CARVALHO, 2003. Embrapa



Figura 2: Folhas de Copaifera langsdorffii (FUNBIO, 2022).
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Figura 4: Fruto da Copaifera langsdorffii (BAITELLO, 2016).
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Figura 5: Sementes da Copaifera langsdorffii (Arbo Center, 2022).

Como exposto por Costa et al. (2006) o 6leo extraido da copaibeira era usado como
cicatrizante e anti-inflamatdrio. Uma pratica comum entre os indios, mas que se disseminou
entre viajantes e médicos vindos da Europa, que sofriam pela escassez de medicamentos na
Colbnia. Com o passar do tempo, o 6leo manteve seu papel de importancia na vida das pessoas
e hoje é indispensavel na producédo de fitoterapicos, cosméticos e até como fixador de tintas.

Existem em média trés maneiras diferentes de se obter o 6leo resina da copaiba, que
podem ser a partir da extracdo tradicional, no qual uma grande abertura do tronco da arvore é
realizada, o que inutiliza a planta e desperdica grandes quantidades de 6leo; extracdo total, em
que se retira todo o dleo a partir de arvores derrubadas e abertas; e, por fim, a extracdo racional
que é mais adequada e sustentavel, onde € feita uma pequena abertura no tronco da arvore com
um cano posicionado, para direcionamento do Oleo para o ambiente externo (figura 6)
(YAMAGUCHI; GARCIA, 2012).

FotoiRogario Assis/ISA

Figura 6: Extracéo de 6leo-resina a partir do método racional (ASSIS, 2021. Amazonia Hub).

A partir do 6leo-resina é extraido o 6leo essencial de copaiba, que é composto por
sesquiterpenos oxigenados e também por hidrocarbonetos sesquiterpénicos (CARVALHO;
MILKE, 2014). Parte desses sesquiterpénicos sdo o0s responsaveis pela capacidade medicinal

desse 0leo, que é utilizado com inumeras finalidades, das mais diferentes naturezas, e tem sido
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hé vérios anos alvo de véarios estudos, visando comprovar as atividades biologicas empiricas ou
adapta-las a novas terapias (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

Mesmo com tantos estudos que evidenciam a eficacia farmacoldgica do género
Copaifera, o investimento em pesquisas desse tipo ainda é muito inferior, em virtude dos altos
custos dos testes farmacoldgicos. Neste sentido, a busca por ensaios de menor custo e que
garantam eficacia nos resultados se faz necessaria. Assim, a cada dia, novas ferramentas
computacionais sdo desenvolvidas, com intuito de auxiliar nestes testes e ampliar os

conhecimentos acerca de produtos naturais.

2.4 Estudo in silico

O campo da Ciéncia avanca todos os dias em algum sentido e um desses avangos
significativos se da gracas a evolucédo tecnoldgica. Ciéncia e Tecnologia estdo presentes em
todos os aspectos da vida moderna, desde o desenvolvimento de novos medicamentos até a
criacdo de novas formas de energia e por isso assumem um papel fundamental na evolucéo da
sociedade (Tavares, 2022). Ferramentas que atendem da simples necessidade de comunicagéo
entre pessoas distantes até algoritmos capazes de resolver qualquer questdo ou até revolucionar
a medicina que por sua vez desfruta desses avancos tecnoldgicos, seja na descoberta de doencas
a partir de exames computadorizados, inteligéncia artificial (1A), impressdo 3D, cirurgias
robdticas e tratamentos diversos (Pronep, 2022).

A tecnologia também facilitou a descoberta e a producdo de novos medicamentos ao
longo do tempo. De acordo com Viana (2021), as etapas de estudos para desenvolvimento,
producdo e testes para aprovacao de um novo medicamento poderia durar décadas, s6 na fase
de testes finais tinham farmacos que ficavam durante 17 ou 18 anos, sem falar nas etapas
anteriores.

A Bioinformatica é um campo interdisciplinar, pois é nada mais nada menos do que a
fusdo da biologia com a informatica (UFSM-PET, 2020); e dentro desse campo é abrangido
tudo e qualquer técnica computacional aplicada ao estudo de sistemas bioldgicos (Feltes, 2014).
O estudo in silico (uma técnica da bioinformatica) é um método aplicado por meio de analise
de dados em uma determinada espécie ou género auxiliando o conhecimento através de anéalise
molecular computacional. Estes estudos avaliam o grau de compatibilidade entre diferentes
genes e a partir disso melhora os métodos e técnicas nas diversas areas das ciéncias bioldgicas
(GARCIA et al., 2015).
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O uso do estudo in silico tem se tornado cada vez mais importante na pesquisa
cientifica, especialmente nas areas de biologia, quimica e farmacologia. Esse tipo de estudo é
realizado por meio de simula¢Ges computacionais, onde sdo utilizados modelos matematicos e
algoritmos para analisar e prever o comportamento de moléculas, proteinas e outros compostos
em diferentes condicdes.

Uma das principais vantagens do estudo in silico é a possibilidade de reduzir os custos
e 0 tempo necessario para a realizacdo de experimentos in vitro e in vivo. Além disso, o uso de
simulacdes computacionais permite que 0s pesquisadores avaliem um grande ndmero de
compostos e variagdes em um curto periodo de tempo, 0 que pode acelerar o processo de
descoberta de novos medicamentos e tratamentos para diversas doengas.

Outra vantagem do estudo in silico € a possibilidade de realizar analises mais precisas
e detalhadas do comportamento de moléculas e proteinas. 1sso ocorre porque as simulacfes
computacionais permitem que o0s pesquisadores visualizem e analisem as interagdes
moleculares em nivel atbmico, o que pode ser dificil ou impossivel de ser realizado em
experimentos in vitro ou in vivo (VALLE, 2009).

Além disso, o estudo in silico pode ser utilizado para prever a toxicidade e os efeitos
colaterais de novas drogas e compostos, 0 que pode ser extremamente Util para evitar riscos a
salde humana e animal. Essa previsdo € realizada por meio de simulagdes que avaliam a
interacdo das moléculas com diferentes sistemas bioldgicos, permitindo que os pesquisadores
identifiguem possiveis problemas antes mesmo de iniciar os testes em animais ou humanos
(MOSCHEM; GONCALVES, 2022).

Apesar de todas as vantagens, é importante ressaltar que o estudo in silico ndo pode
substituir completamente os experimentos in vitro e in vivo. 1sso ocorre porque as simulagdes
computacionais ainda ndo sdo capazes de reproduzir completamente as complexas interacoes
gue ocorrem nos sistemas bioldgicos reais. Portanto, é fundamental que os resultados obtidos
por meio do estudo in silico sejam validados por meio de experimentos in vitro e in vivo antes

de serem aplicados em humanos ou animais (DIAS, 2018).

3 MATERIAIS E METODOS
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A partir do perfil fitoquimico tracado por de Sousa (2011) foram selecionados 14
compostos presentes no 6leo essencial de copaiba (C. langsdorffii), utilizando a abundéncia no
6leo essencial como critério de selecdo. Os compostos ensaiados foram a-cubebeno (CID
442359), a-copaeno (CID 442355), B-elemeno (CID 6918391), B-cariofileno (CID 5281515),
a-bergamoteno (CID 86608), a-humuleno (CID 5281520), germacreno D (CID 5317570),
biciclogermacreno (CID 13894537), o&-cadineno (CID 3032853), germacreno B (CID
5281519), globulol (CID 101716), a-cadinol (CID 6428423), &cido copalico (CID 11162521)
e acido caurendico (CID 73062). e tiveram suas estruturas tridimensionais obtidas a partir do
banco de dados PubChem.

As estruturas dos fitoquimicos foram otimizadas utilizando o software AutoDock
Tools e suas interacbes com a enzima cicloxigenase tipo 2 (COX-2, PDB 1PXX) foram
realizadas utilizando o software AutoDock Vina (TROTT e OLSON, 2010).

O sitio ativo da enzima teve suas coordenadas determinadas a partir de técnica de
triangulacdo, usando como pontos de referéncia as coordenadas dos residuos de aminoacidos
arginina-120, tirosina-385 e serina-530, constituintes do sitio ativo e envolvidos na atividade
catalitica da enzima (ROWLINSON et al., 2003).

As imagens dos fitoquimicos posicionados no arcaboucgo da proteina cicloxigenase
tipo 2 (COX-2) foram obtidos através do software PyMol (Anaconda Python).

O diclofenaco monossodico foi utilizado como controle positivo. Sua estrutura
tridimensional foi obtida no banco de dados PubChem (CID 5018304) e sua estrutura cristalina
foi otimizada utilizando o software AutoDock Tools. Os dados obtidos a partir das analises
foram descritos nos resultados a partir de uma tabela com os valores de interagéo entre ligante
(fitoquimico) e receptor (cicloxigenase). Estes valores apresentam de forma prética, a
capacidade de cada fitoquimico de se ligar ao sitio da proteina evitando que o acido

araquidonico se ligue.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da estrutura da enzima cicloxigenase-2 apresentou 3 residuos de aminoécidos
responsaveis pela atividade catalitica desta. Ao interagirem com alguma molécula diferente do
substrato &cido araquiddnico, levam a inibicao temporaria da COX-2. Sdo estes a arginina-120,
a tirosina-385 e a serina-530. As interagdes proteina-ligante foram testadas e comparadas ao
ligante diclofenaco como controle positivo, e as demais interagcfes foram comparadas ao
controle. Ele foi escolhido como controle, visto que em concentracGes terapéuticas ele apresenta
ligacdo as proteinas plasmaticas de mais de 99% e as concentracdes plasmaticas maximas séo
atingidas cerca de 30 minutos apds a administragdo (GELLER et al., 2012).

Os inibidores que interagem com este sitio atuam por meio de inibicdo competitiva,
disputando o sitio com o substrato &cido araquidénico. A figura 7 mostra a molécula de
diclofenaco posicionada no arcabouco do sitio ativo e a figura 8 mostra a interacdo do
diclofenaco com os residuos de aminoacidos, sendo as linhas tracejadas as ligacGes de
hidrogénio presentes e os semicirculos representando as interagdes hidrofobicas presentes.

Figura 7: Diclofenaco posicionado no arcabouco do sitio ativo da COX-2.
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Figura 8: Interagdes do diclofenaco com os residuos de aminoacidos presentes no arcabouco do sitio ativo da
COX-2.

A partir dessa informacéo, foram realizados os testes de interacdo da cicloxigenase tipo
2 (PDB 1PXX) com os fitoquimicos volateis presentes no 6leo da copaiba. Dentre estes foram
testados 14 compostos fitoquimicos: a-cubebeno, a-copaeno, B-elemeno, B-cariofileno, a-
humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, &-cadineno, germacreno B, globulol, a-cadinol,
acido copalico e acido caurendico. Um levantamento bibliogréfico realizado por Santos et al.
(2022) demonstrou que a C. langsdorffii € amplamente utilizada em todo o territorio brasileiro,
para fins terapéuticos diversos, tendo suas principais aplicacGes voltadas ao tratamento de
processos inflamatdrios e de cicatrizacdo. As estruturas dos fitoquimicos estdo apresentadas na
figura 9.



X0 G0

a-copaeno B-elemeno

o-cubebeno

—

a-bergamoteno

NS

=

biciclogermacreno

OH

a-cadinol

=

X 2
a-humuleno

27

B-cariofileno

5

germacreno D

HO 7 <
Globulol
8-cadineno Germacreno B

W —
OH
HO (@)

Acido copélico

Acido caurenéico

Figura 9: Estruturas dos fitoquimicos presentes no 6leo de copaiba (C. langsdorffii) ensaiados com a enzima COX-

2

Para cada fitoquimico foram ensaiadas 9 posicGes diferentes dentro do sitio ativo da

COX-2 e determinado os valores de afinidade, em kcal/mol, para cada posi¢éo. A tabela 1

apresenta os valores de afinidade média e o melhor valor de interacdo para cada fitoquimico

ensaiado.

Tabela 1: Valores de energia livre de Gibbs (em kcal/mol) para as interagdes dos fitoquimicos volateis com a

COX-2

Complexo (receptor-

Valor médio de

Melhor valor de

ligante) interacdo (kcal/mol) interacdo
Complexo 1 (1PXX- -703 -770
a.-cubebeno) ’ ’
Complexo 2 (1PXX- -6.70 -7.40
0.-Copaeno) ’ ’
Complexo 3 (1PXX- - 5,90 - 6,40

B-elemeno)




Complexo 4 (1PXX- -6,10 -7.00
[-cariofileno)
Complexo 5 (1PXX- -6,25 - 6,60
o-bergamoteno)
Complexo 6 (1PXX- -6,11 -7.90
a-humuleno)
Complexo 7 (1PXX- -6,73 - 7,50
germacreno D)
Complexo 8 (1PXX- -5.74 - 7,80
biciclogermacreno)
Complexo 9 (1PXX- -6,93 -8.10
d-cadineno)
Complexo 10 (1PXX - 6,86 -7,70
- germacreno B)
Complexo 11 (IPXX -6,72 -7,70
- globulol)
Complexo 12 (1PXX -7.64 -8.40
-a-cadinol)
Complexo 13 (IPXX -6,27 - 6,80
-4cido copalico)
Complexo 14 (1IPXX -7.14 - 7,90
-4cido caurendico)
Controle positivo -6,93 - 7,50

(1PXX—diclofenaco)
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A figura 10 apresenta o fitoquimico a-cubebeno posicionado no arcabouco da COX-

2 (complexo 1).

Figura 10: a-cubebeno posicionado no arcaboucgo da COX-2.

O fitoquimico a.-cubebeno apresentou valor médio de afinidade no sitio ativo de - 7,03

kcal/mol, ligeiramente superior ao do controle positivo diclofenaco (- 6,93 kcal/mol) e melhor

valor de afinidade de - 7,7 kcal/mol, também superior ao do controle positivo. Estes valores

demonstram que 0 a-cubebeno pode interagir de maneira energeticamente mais favoravel com
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o sitio ativo, podendo ser um inibidor mais eficaz da COX-2. Ensaios de mecanismo de inibigdo
que demonstrem quais residuos de aminoécidos presentes no sitio ativo interagem com o a-
cubebeno poderiam reforcar a hipotese de que este fitoquimico poderia ser um melhor inibidor
da COX-2. Park et al. (2013) demonstraram que o a.-cubebeno exerce efeito neuroprotetor sobre
0s macrofagos do sistema nervoso central, reduzindo efeitos inflamatdrias estimulados pela
producdo de B-amiloide.

Além do a-cubebeno, outras moléculas apresentaram desempenho similar na inibicao
do COX-2, sendo estas o a-cadinol, com valores médio de afinidade e melhor valor de afinidade
de - 7,64 kcal/mol e - 8,40 kcal/mol, respectivamente, e 0 &cido caurendico, com valores médio
de afinidade e melhor valor de afinidade de - 7,14 kcal/mol e - 7,90 kcal/mol, respectivamente.
Estudos realizados por Nguyen et al. (2022) demonstraram que diversos fitoquimicos presentes
no 6leo essencial de Ocimum basilicum apresentaram efeito citotoxico contra linhagens de
células de céncer de mama MCF-7, estando o a-cadinol dentre os fitoquimicos que
apresentaram efeito citotoxico significativo. Lima et al. (2022) associam a citotoxicidade dos
fitoquimicos a presenca de estruturas ciclicas de THF (tetrahidrofuranos), geralmente causadas
pela inibicdo da atividade do complexo | mitocondrial, resultando em apoptose.

As figuras 11 e 12 apresentam os fitoquimicos a-cadinol e acido caurendico

posicionados no arcabouco do sitio ativo da COX-2.
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Figura 12: Acido caurendico posicionado no arcabouco do sitio ativo da COX-2.

Alguns fitoquimicos apresentaram melhores valores de interacdo superiores ao do
controle positivo diclofenaco, com valor médio de interacdo inferior ou igual ao do diclofenaco.
Isso implica que poucas posi¢fes de ancoragem dos fitoquimicos na enzima COX-2 sdo
energeticamente favoraveis, porém, ainda sdo Otimos inibidores. Dentre eles, temos o-
humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, germacreno B, &-cadineno e globulol. 1sso pode
ser explicado em virtude da alta rigidez das estruturas, em funcéo da presenca de grandes ou
multiplas estruturas ciclicas e/ou do numero de insaturacdes presentes, que conferem maior
rigidez a estrutura do fitoquimico, reduzindo sua maleabilidade e consequente adequacdo ao
sitio ativo da enzima. Uma andlise dos residuos de aminoacidos que interagem com estes
fitoquimicos pode indicar se estes irdo apresentar capacidade inibidora da enzima COX-2-
Embora apresentem valores de interacdo proteina-ligante menores, o0 uso destes compostos pode
ser mais vantajoso, em funcéo de sua baixa toxidez. A avaliacdo de seguranca do fitoquimico
d-cadineno, utilizado como ingrediente de fragrancias, demonstrou que este ndo possui efeito
genotoxico, fototoxico, ndo apresenta toxicidade reprodutiva, os niveis de uso declarados estédo
em concentragdes abaixo das que geram sensibilizacdo da pele e as concentracdes dos volateis
apresentam-se abaixo dos valores considerados para ser caracterizado como composto toxico a
respiracdo (API et al., 2022). A capacidade medicinal de muitos desses fitoquimicos nédo so6 de
tratar processos inflamatorios, mas também na acdo contra outros organismos como €
corroborado por Constantin et. al (2001) ao identificar atividade antimicrobiana significativa
nos fitoquimicos biciclogermacreno, B-cariofileno germacreno-D frente a S. aureus e Candida
albicans. As figuras 13 a 18 apresentam, respectivamente, os fitoquimicos a-humuleno,

germacreno D, biciclogermacreno, germacreno B, d&-cadineno e globulol posicionados no
arcabouco da COX-2.
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Figura 15: Biciclogermacreno posicionado no arcabouco da COX-2.
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Figura 17: 3-cadineno posicionado no arcabouco da COX-2



33

Figura 18: Globulol posicionado no arcabouco da COX-2.

Os outros quatro fitoquimicos ensaiados apresentaram parametros de interagdo médio
e melhor valor de interacdo inferiores ao do controle positivo diclofenaco. A analise da
ancoragem entre a COX-2 e estes fitoquimicos mostrou que estes posicionaram-se foram do
arcabouco da COX-2. Porém, os valores de interacdo apresentados por estes fitoquimicos sao
relevantes, demonstrando a existéncia de interag&o significativa entre a COX-2 e estes ligantes.
Investigacdes posteriores podem elucidar a hipotese de que estes fitoquimicos também podem
atuar como inibidores da COX-2 por outros mecanismos de inibicdo. As figuras 20 a 23
apresentam a ancoragem dos fitoquimicos B-elemeno, B-cariofileno, a-bergamoteno e acido
copalico com o sitio ativo da COX-2. O 4cido copélico possui atividade antimicrobiana, de
acordo com SOUZA et al. (2011), e ainda apresenta propriedades larvicidas, antiparasitarias e
até antitumorais. Isso demonstra que apesar do teste ter demonstrado valores ndo téo
significativos de interacédo, o fitoquimico acido copalico e outros podem apresentar atividade
anti-inflamatoria.

O namero de estudos realizados sobre estes fitoquimicos se faz entender a importancia
dos mesmos, no que se refere ao tratamento de uma inflamacéo e isso é constatado por Portapilla
(2014) e outros autores que declaram que na literatura 0 a-copaeno, B-humuleno, acubebeno,
B-cariofileno sdo alguns dos fitoquimicos presentes no 6leo da copaiba que mais tenham

evidéncias publicadas.
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Figura 21: a-bergamoteno posicionado no arcabougo da COX-2.
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Figura 22: Acido copalico posicionado no arcabougo da COX-2.

Em um estudo sobre a capacidade anti-inflamatoria do dleo de copaiba, por exemplo,
no tratamento de placa dental entre cdes, 0 mesmo demonstrou que tem cobertura positiva sobre
bactérias que formam placa dentéaria em cées (PIERI, 2012).

Nos casos em gue o 6leo foi usado com humanos, um estudo realizado por Gelmini et
al. (2013) o consumo gradativo e continuo do 6leo resina (via oral e cutanea) por pacientes com
psoriase apresentaram melhoras nos sinais tipicos da doenga (GELMINI et. al, 2013). E em
doencas inflamatdrias do sistema respiratério como asma, dor de garganta e bronquite, ou
infeccdes cutaneas como feridas, queimaduras e hematomas de acordo com Stupp et al. (2008)
0 6leo essencial de copaiba era amplamente utilizado e com relatos de significativa eficacia

desse produto.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os fitoquimicos majoritarios presentes no 6leo de copaiba apresentaram valores de
interacdo satisfatorios comparados ao controle positivo diclofenaco. Entre 0os compostos que
mais se destacaram estdo a-cadinol, a—cubebeno e acido caurendico. Porém, os demais
fitoquimicos também apresentaram valores de interacdo interessantes e que devem ser
considerados em testes in vitro e in vivo.

Estudos como esses evidenciam que o0 género copaiba e em especial os Oleos
produzidos a partir dessa planta possuem atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e outras,
a0 mesmo tempo em que a mesma, ainda precisa ser muito estudada.

Estudos futuros irdo verificar os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da COX-
2 que interagem com cada fitoquimico testado, com o intuito de confirmar as interagdes com o
sitio ativo e inibicdo da enzima COX-2. Os estudos in silico associados aos testes descritos na
literatura tornam o uso do éleo de copaiba mais racional e seguro.
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