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Resumo

Objetivo: Analisar o potencial ansiolitico do Acido Valerénico mediante o acoplamento molecular in silico em
receptores do tipo GABAAa. Metodologia: Realizou-se um estudo do tipo quantitativo descritivo, com carater
experimental. A fim de se confirmar a validade da metodologia durante o acoplamento molecular, realizou-se um
redocking utilizando a molécula de Diazepam nativa cristalografada com o receptor GABAAa. As interacles ja
apresentadas pelo Diazepam com o receptor, foram utilizadas para fins comparativos com as interacdes do Acido
Valerénico. As estruturas dos compostos foram obtidas por meio da plataforma PubChem. Para a representacéo
tridimensional das estruturas foi utilizado o programa ChimeraX. Para a realizacdo de todo o procedimento de
docking foram utilizados os programas Biovia Discovery Studio, Avogadro, AutoDock Tools e AutoDock Vina.
Resultados: Constatou-se que dentre todos os valores de afinidade demonstrados, levando-se em conta sua
eletronegatividade, o Acido Valerénico foi quem apresentou menor gasto energético. Nota-se também que o composto
em questdo viola apenas o parametro do LogP, o que o configura como um bom candidato a possivel novo farmaco.
Concluséo: Através do estudo in silico, foi possivel a analise do potencial ansiolitico do Acido Valerénico. Por meio
da utilizagdo do Diazepam e suas interacbes com o receptor GABAa como parametro, foi possivel identificar que o
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Acido Valerénico apresenta interagBes com gasto energético minimo, e consequentemente valores aceitaveis de
afinidade.
Palavras-chave: Acido Valerénico; GABAAa; Ansiedade; In silico.

Abstract

Obijective: To analyze the anxiolytic potential of Valerenic Acid through in silico molecular coupling to GABAAa-type
receptors. Methodology: This was a quantitative, descriptive study with experimental character. To confirm the
validity of the methodology during molecular coupling, a redocking was performed using the native molecule of
Diazepam crystallized with the GABAA receptor. The interactions already presented by Diazepam with the receptor
were used for comparative purposes with the Valerenic Acid interactions. The structures of the compounds were
obtained by PubChem platform. For the three-dimensional representation of the structures was used ChimeraX
program. To perform the entire docking procedure, Biovia Discovery Studio, Avogadro, AutoDock Tools and
AutoDock Vina softwares were used. Results: It was found that among all demonstrated affinity values, taking into
account their electronegativity, the acid Valerenic was the one who showed less energy expenditure. It is also noted
that the compound in question violates only the LogP parameter, which makes it a good candidate for a possible new
drug. Conclusion: Using in silico study, it was possible to analyze the anxiolytic potential of valerenic acid. Through
the use of Diazepam and its interactions with the GABAA receptor as a parameter, it was possible to identify that
Valerenic Acid has interactions with minimal energy expenditure, and consequently acceptable affinity values.
Keywords: Valerenic Acid; GABAA; Anxiety; In silico.

Resumen

Obijetivo: Analizar el potencial ansiolitico del acido valerénico a través del acoplamiento molecular in silico a
receptores tipo GABAAa. Metodologia: se realizd un estudio descriptivo cuantitativo, de carécter experimental. Para
confirmar la validez de la metodologia durante el acoplamiento molecular, se realizé un redocking utilizando la
molécula nativa de Diazepam cristalizada con el receptor GABAAa. Las interacciones ya presentadas por Diazepam
con el receptor se utilizaron con fines comparativos con las interacciones del &cido valerénico. Las estructuras de los
compuestos se obtuvieron utilizando la plataforma PubChem. Para la representacion tridimensional de las estructuras
se utilizd el programa ChimeraX. Para realizar todo el procedimiento de docking se utilizaron Biovia Discovery
Studio, Avogadro, AutoDock Tools y AutoDock Vina. Resultados: Se encontré que entre todos los valores de afinidad
demostrados, teniendo en cuenta su electronegatividad, el Acido Valerenico fue el de menor gasto energético.
También se observa que el compuesto en cuestion viola solo el parametro LogP, lo que lo convierte en un buen
candidato para un posible nuevo farmaco. Conclusion: A través del estudio in silico, fue posible analizar el potencial
ansiolitico del acido valerénico. Mediante el uso de Diazepam y sus interacciones con el receptor GABAA como un
pardmetro, fue posible identificar que el &cido valerénico tiene interacciones con el gasto de energia minimo, y valores
de afinidad por consiguiente aceptables.

Palabras clave: Acido Valerénico; GABAA; Ansiedad; In silico.

1. Introducéo

Em circunstancias normais de ameaga, a ansiedade é uma emoc&o natural, onde acredita-se que pertenca ao sistema de
“luta ou fuga” para a sobrevivéncia. Embora seja normal e em certos casos adaptativo ficar ansioso ao ser atacado por um cao
ou algo equivalente, existem circunstancias em que a ansiedade ndo tem papel adaptativo, passando a ser classificada como um
transtorno psiquiatrico. Com os avangos na area de neurociéncias, o transtorno vem sendo conceituado pelos sintomas centrais,
ou nucleares, de preocupacdo ou medos em excesso (Stahl, 2020; Patriquin & Mathew, 2017).

No compreendimento da neurobiologia da ansiedade, significativos avancos ocorreram entre os séculos XVIII e XIX.
Nesta época, estabeleceu-se a presenga de um circuito, o qual atribuiu as emoc6es, por base em estudos que indicavam suas
expressoes a presenca de centros emocionais. Tal circuito serviu por base para estudos posteriores, até a atualidade onde tem-
se a compreensdo do sistema limbico de emogdes. O sistema limbico alberga estruturas do cérebro anterior, bem como
mesencéfalo, que transmitem informacfes necessarias até o hipotdlamo para a determinacdo de ajustes fisiol6gicos, e em
Gltima instancia, a experiéncia emocional subjetiva, onde manifesta-se 0 medo em um individuo, por exemplo (Santos, 2021).

Dentre os grupos de psicopatologias, a ansiedade patolégica € a mais recente, havendo um grande progresso no
conhecimento das estruturas de sistemas neurais relacionados com a ansiedade nos ultimos anos. Diferentes sistemas de
neurotransmissores vém sido relacionados na neurobiologia do transtorno de ansiedade, como o aminoacido y-aminobutirico

(GABA), e das monoaminas serotonina (5-hidroxitriptamina, ou 5-HT), e noradrenalina (NA). Dentre 0s neurotransmissores
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envolvidos, a NA participa da teoria de que pacientes afetados poderiam ter uma regulacdo noradrenérgica deficiente, com
aumentos transitérios em sua atividade, fora de situagdes de “luta ou fuga™ (Martin, et al., 2009). A liberacdo exacerbada desta
monoamina, atuando sobre diversos tipos de neurotransmissores, principalmente os do tipo i1 presentes no né-sinoatrial, acaba
por promover um aumento na frequéncia cardiaca, sintoma presente em grande maioria dos pacientes com ansiedade (Braga, et
al., 2010).

Outra monoamina relacionada na ansiedade é a 5-HT, que desempenha um papel complexo e ainda pouco elucidado
na ansiedade, porém considerado fundamental, atuando tanto de forma excitatéria quanto inibitéria no SNC. Levando em
consideracao a extensa complexidade do sistema serotoninérgico, composto de multiplas vias e diversos tipos de receptores, é
pouco provavel que a 5-HT possa ser atribuida a um papel Unico na ansiedade, além disso, a ansiedade quando considerada
patolégica abrange varias classes de transtornos, cujo substrato neural aparenta ser especifico para cada uma (D"'Avila, et al.,
2019).

Sendo o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central (SNC), 0 GABA tem agdo praticamente
onipresente no encéfalo, atuando em diferentes processos fisiol6gicos, como na resposta a estressores, em processos motores,
controle da dor e também em situacfes de ansiedade/medo. Em geral, 0 GABA hiperpolariza as vias neuronais central e
periférica, via receptores GABAA e GABAg, respectivamente, com aumento do limiar de excitabilidade das células e,
consequentemente, deprimindo os substratos que expressam seus receptores. Com isso, 0 GABA facilita a sinalizacéo
inibitéria no SNC, provocando um efeito anticonflito no individuo, atenuando o sistema de inibicdo comportamental, sendo
assim, uma importante abordagem para o tratamento de transtornos do panico e ansiedade (Santos, 2021).

Em detalhes, os receptores GABAA sdo os de maior abundancia no SNC, membros da superfamilia de canais idnicos
regulados por neurotransmissores rapidos. Sendo glicoproteinas transmembrana pentaméricas, 0s receptores GABAa se
organizam de maneira cuja montagem forma um poro iénico central circundado por cinco subunidades, cada uma com quatro
dominios que transpassam a membrana do meio intracelular para o extracelular. Tais receptores consistem em duas
subunidades o, duas B e uma subunidades y. Estas cinco subunidades circundam um poro iénico central seletivo para o ion
cloreto, que se abre na presenca do GABA, quando duas moléculas ligam-se em simultdneo em porcdes extracelulares do
complexo receptor-canal, na interface das subunidades a e p (Golan, et al., 2014; Lagrange & Grier, 2020).

O GABA é sintetizado a partir do glutamato por meio da descarboxilase do acido glutdmico, enzima presente apenas
em neurdnios sintetizadores do neurotransmissor apenas no cérebro. Os receptores GABAA estdo majoritariamente expressos
nos neurdnios pos sindpticos e medeiam tanto a inibi¢do pds-sinaptica rapida quanto a tonica. O canal GABAA é seletivo ao CI
e, uma vez que o equilibrio deste ion entre o potencial de membrana e o de repouso normalmente é negativo, essa maior
permeabilidade ao CI hiperpolariza a célula a medida que os ions de CI- penetram, reduzindo assim sua excitabilidade. Com a
menor excitagdo neuronal, a depressdo no SNC ocorre (Rang, et al., 2016).

Féarmacos benzodiazepinicos, como o Diazepam, sdo farmacos da classe ansioliticos e hipnéticos, utilizados em larga
escala isolados ou em associagcdo com outras classes de farmacos, como os antidepressivos ou mesmo betabloqueadores. O
Diazepam atua de maneira seletiva nos receptores GABAa, mediando a transmissdo sindptica inibitéria através do SNC
(Calcaterra & Barrow, 2014). Os benzodiazepinicos aumentam a resposta do GABA, ao facilitar a abertura dos canais de CI
ativados pelo GABA (Rang, et al., 2016).

A Valeriana officinalis (L.), conhecida popularmente como Valeriana, € uma plante perene da familia Caprifoliaceae,
ocorrendo principalmente em zonas temperadas do hemisfério norte e outros habitats esporadicos. Para propdsitos medicinais,
toda a raiz inclusive o rizoma é utilizado. Desde a antiguidade, a V. officinalis tem sido utilizada como tratamento para os
nervos, sedacdo, histeria, epilepsia e ansiedade. Tem ainda aplicabilidade em cdlicas intestinais e dores reumaticas.

Preparagdes envolvendo a Valeriana vem sendo indicada ao longo dos tempos para indugdo e melhoria da qualidade do sono e
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em virtude de seus efeitos ansioliticos, sendo estes teus maiores beneficios terapéuticos (Lunz & Stappen, 2021; Al-Attragchi
et al., 2020).

Estudos in vivo ja foram realizados em ratos com o extrato das raizes, para avaliar os efeitos fisicos e psicoldgicos na
resposta ao estresse. Os resultados apontam que tais extratos sdo capazes de suprimir a resposta ao estresse por meio da
modulacdo da liberacdo de noradrenalina e serotonina pela amigdala e hipocampo, além do controle do nivel plasmatico de
corticosterona. Administracfes do extrato das raizes da V. officinalis em ratos, para posterior avaliacdo das entradas nos bracos
de labirintos de cruz elevado, demonstraram uma reducdo nos niveis de ansiedade nos ratos tratados em comparacdo com 0s
ratos do grupo controle. Neste estudo, o Acido Valerénico foi sugerido como o composto de maior potencia ansiolitica no
extrato. Diferentes compostos minoritarios também foram sugeridos para a atividade ansiolitica, como o borneol, lignanas e
flavonoides (Das, et al., 2021).

Embora a compreensdo da psicopatologia da ansiedade venha sendo cada vez mais elucidada ao longo dos Gltimos
anos, os farmacos atualmente disponiveis ja sdo presentes no mercado ha décadas, com baixas inovacgBes terapéuticas
disponiveis. Neste contexto, a pesquisa por moléculas de origem natural provenientes da flora pode conduzir a descoberta um
novo farmaco para a ansiedade. O objetivo central do presente artigo é analisar o potencial ansiolitico do Acido Valerénico

mediante o acoplamento molecular in silico em receptores do tipo GABAA.

2. Metodologia
2.1 Tipo de estudo

O estudo desenvolvido foi do tipo quantitativo-descritivo de carater experimental. Em uma pesquisa quantitativa, a
mesma focaliza uma pequena quantidade de conceitos, iniciando-se com ideias preconcebidas do modo pelo qual os conceitos
se interrelacionam, além de utilizar procedimentos estruturados e instrumentos formais para a coleta dos dados, sendo esta
realizada por meio de condi¢des de controle, bem como enfatiza a objetividade na coleta e analise dos dados obtidos (Gerhardt
& Silveira, 2009).

2.2 Acido Valerénico e Diazepam
A busca pelas estruturas dos compostos foi realizada na plataforma PubChem. Os c6digos de identificagdo bem como
suas respectivas nomenclaturas usual e de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas das moléculas estudadas.

PUBCHEM ID NOMENCLATURA IUPAC NOMENCLATURA USUAL

6440940 (E)-3-[(4S,7R,7aR)-3,7-dimethyl- Acido Valerénico
2,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-yl]-

2-methylprop-2-enoic acid

3016 7-chloro-1-methyl-5-phenyl-3H-1,4- Diazepam

benzodiazepin-2-one

Fonte: Autores (2021).

As representacdes bidimensionais das estruturas foram elaboradas com o programa ChemSketch (v21.1.0.20298). As

Figuras 1 e 2 demonstram as estruturas planas dos compostos.
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Figura 1 — Representagdo bidimensional do Diazepam.
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Fonte: Autores (2021).

Figura 2 — Representago bidimensional do Acido Valerénico.
0
OH
H,C

\

CHj5

H,C

Fonte: Autores (2021).

As representacdes tridimensionais das estruturas foram elaboradas com o programa ChimeraX (v. 1.2.5). As figuras

3 e 4 demonstram as conformacBes dos compostos analisados.

Figura 3 — Representacéo tridimensional do Diazepam.

Fonte: Autores (2021).

Nota-se na estrutura do Diazepam a presenca de anéis aromaticos e de grupos funcionais que deslocam os elétrons
ao longo da cadeia provocando o efeito mesomérico (ressonancia). Esse fator é determinante para a ocorréncia de reacdes
organicas pois promove a criagdo de polos na estrutura. Além disso a molécula apresenta baixa solubilidade em &gua

exercendo caréater hidrofébico.
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Figura 4 — Representacéo tridimensional do Acido Valerénico.

Fonte: Autores (2021).

Nota-se que na estrutura do Acido Valerénico ha aspectos estereoquimicos, tanto pela presenca de trés carbonos
quirais, 0 que da a molécula a capacidade de exibir enantidmeros, como pela presenca de diastereoisdbmeros na insaturagéo da
extremidade alifatica. Embora a isomeria cis seja possivel, a conformacéo de maior estabilidade é a trans, como se observa nas
figuras. Observa-se ainda que, por conta da presenga do grupo carboxila, é possivel haver interacdes do tipo ligacGes de

hidrogénio, o que garante uma baixa solubilidade em agua.

2.3 Procedimentos experimentais

Inicialmente, realizou-se a busca pela estrutura do receptor GABAA acoplada a um farmaco benzodiazepinico,
utilizando-se a plataforma Protein Data Bank (PDB). A estrutura cristalografica selecionada possui codigo de
identificacdo PDB ID: 6X3X, sendo o Subtipo al-B2-y2 do receptor GABAA humano em complexo com o
neurotransmissor GABA e Diazepam. Por meio do programa Biovia Discovery Studio (BDS), o sitio de ligagdo entre o

Diazepam com o receptor foi escolhido como local de docagem, cujas coordenadas sdo demonstradas na Figura 5.

Figura 5 — Sitio de ligacdo do Diazepam com o receptor GABA-A.

COORDENADAS
center_x = 145.485371
center_y = 123.448743
center z = 122.576971

Raio: 8 Angstrons

Fonte: Autores (2021).

Em seguida, com o BDS, a estrutura foi preparada, removendo-se os ligantes e moléculas de 4gua, ndo
pertencentes a estrutura da proteina. As interacdes apresentadas pelo Diazepam com o receptor, foram utilizadas para fins

de comparagdo com as interagdes do Acido Valerénico. Para a preparagio de docagem, a molécula de Acido Valerénico,
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através do programa Avogadro (v. 1.2.0), foi otimizada para sua conformacdo de menor energia, de acordo com os Campos de
Forca Molecular da Merck (MMFF94), do inglés, Merck Molecular Force Field, que utiliza uma forma funcional original para
descrever as interagdes de van der Waals, onde determinados pardmetros sdo ajustados de forma sistémica aos parametros
experimentais (Rabello, 2016).

A docagem foi realizada utilizando-se os programas AutoDock Tools (v. 1.5.6), onde a preparacdo final do receptor
GABAA e a molécula de Diazepam foi realizada. No receptor, foram adicionados os hidrogénios polares e cargas de Gasteiger
(Gasteiger & Marsili, 1978), sendo 0 mesmo posteriormente salvo em arquivo de formato .PDBQT, necessario para o
acoplamento. A molécula de Acido Valerénico foi submetida também ao AutoDock Tools, onde sua conformagao,
anteriormente otimizada pelo Avogadro foi fixada, afim de que a mesma ndo sofresse mudangas durante o processo de
acoplamento, sendo em seguida também salvo em formato .PDBQT. Posteriormente, o acoplamento foi realizado por meio do
AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009). Em seguida, por meio do programa PyMol (v. 2.5.2), selecionou-se a conformagéo de
menor energia de ligagdo obtida. Para tal conformacéo, utilizando o BDS, elaborou-se as visualizagdes tridimensionais e
bidimensionais de suas intera¢cbes com o receptor.

Afim se confirmar a validade de metodologia de docagem empregada, realizou-se o redocking utilizando a molécula
de Diazepam nativa cristalografada com o receptor GABAAa. Logo apds, por meio da sobreposicao entre a molécula nativa e a
de redocking, calculou-se o Desvio Médio Quadratico (RMSD), do inglés Root-Mean-Square Deviation, com a plataforma
DockRMSD. Caso o valor de RMSD seja abaixo de dois (2), a metodologia desenvolvida é considerada vélida.

O Acido Valerénico foi ainda submetido a avaliagéo in silico dos parametros relativos & Regra de Lipinski, por meio
da plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/). Também conhecida por Regra dos 5 na &rea da Quimica Medicinal, a
mesma avalia os parametros do coeficiente de particdo (LogP), peso molecular (<500), nimero de aceptores de ligagdes de
hidrogénio (<10) e nimero de doadores de ligagdes de hidrogénio (<5), sendo todos estes limites multiplos de cinco, dai a
origem do nome. A regra estabelece que a violagdo de dois ou mais parametros indica que a molécula candidata a farmaco nao

se mostra promissora (Daina, et al., 2017).

3. Resultados e Discussdo

Por meio do redocking realizado, obteve-se um valor de RMSD de 0.169, confirmando que a metodologia utilizada é

valida. A sobreposicao das moléculas de Diazepam pode ser observada na Figura 6.

Figura 6 — Sobreposi¢fes do Diazepam (molécula nativa em verde; redocking em azul).

Fonte: Autores (2021).

Os valores de afinidade em quilocalorias/mol (kcal/mol) obtidos no acoplamento do Acido Valerénico foram

representados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores de energia obtidos com o acoplamento.
POSE AFINIDADE (kcal/mol)
-8.9
-8.2
-7.6
-7.6
-7.5
-6.9
.6.7
-6.0
-6.0

O 0| N| O O | Wl N| =

Fonte: Autores (2021).

Dentre os valores de afinidade demonstrados, onde quanto mais eletronegativo, mais espontanea serd a ligagdo com a
menor quantidade de energia necessaria para que ela ocorra (Meng, et al., 2011). Neste ponto, a primeira pose assumida pelo
Acido Valerénico foi a de menor energia, sendo entfo a escolhida. Suas interacdes para com o receptor podem ser observadas

na Figura 8. A Figura 7, observada a seguir, apresenta as interagdes do Diazepam com o receptor.

Figura 7 — Intera¢Bes do Diazepam com o receptor GABAA (3D a esquerda, 2D a direita).

Interactions

D van der Waals |:| Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond E] Pi-Alkyl
:] Halogen (Cl, Br, I)

Acceptor

Fonte: Autores (2021).

Analisando-se as interacfes do Diazepam com o receptor GABAA,, nota-se que 0 mesmo interage por meio de ligacdes
de van der Waals com os aminoacidos THR A: 266, MET B: 236, LEU B: 232, ARG A: 269, ASP A: 282, LEU A: 285, ASN
A: 265, THR B: 237, THR A: 262, THR B: 265. Liga¢des de carbono-hidrogénio ocorrem com os aminoéacidos ILE B: 228,
ASN A: 265, PHE A: 289, THR A: 262, PRO B: 233 e MET A: 286. Com a presenca do atomo de Cloro (CI"), na estrutura do
Diazepam, 0 mesmo apresenta ligacBes de halogénio com o residuo MET A: 261. InteragBes do tipo Alquil ou Pi-Alquil,
também ocorrem, sendo nos aminoécidos PHE A: 289, LEU B: 269, PRO B: 233, MET A: 286 e ILE B: 228.
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Figura 8 — Interagdes do Acido Valerénico com o receptor GABA-A (3D a esquerda, 2D a direita).

‘ MET,
/ \A:261)
A28 B2os B3
MET
A:286
A:265
)
A:28§‘
: ‘ARG
‘PRO A2269r
H-Bonds o 3:23}/‘ N
A
Donor- 0
Interactions
|:] van der Waals |:| Alkyl
Acceptor [l conventional Hydrogen Bond [] piakyl

Fonte: Autores (2021).

Com o Acido Valerénico, ocorrem interacdes de van der Waals com os residuos PHE A: 289, MET A: 286, ASN A:
265 e PRO B: 233. LigagOes convencionais de hidrogénio, ocorrem também com os aminoacidos ARG A: 269, LEU B: 269,
THR B: 237, THR B: 265, MET A: 261, ASN A: 265 e ASP A: 282. As interacdes Alquil e Pi-Alquil, ocorrem com os
residuos PRO B: 233, LEU A: 285, MET A: 286 e PHE A: 289. Observa-se que a presenca do grupamento acido, como ja
descrito anteriormente, favoreceu a formagcéo de interaces do tipo ligacdes de hidrogénio.

Frente aos parametros da Regra de Lipinski, os dados do Acido Valerénico podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros da Regra de Lipinski aplicada ao Acido Valerénico e Diazepam.

MOLECULA LogP (>5) MASSA ACEPTORES DE DOADORES DE
MOLECULAR LIGACOES DE LIGACOES DE
(£500) (G/MOL) HIDROGENIO HIDROGENIO
(£10) (<5)
ACIDO 3.18 234.33 2 1
VALERENICO

Fonte: Autores (2021).

Nota-se que o Acido Valerénico viola apenas o parametro do LogP, configurando-se ainda como um bom candidato a

possivel novo farmaco.

4. Concluséo

Por meio do estudo in silico realizado, foi possivel analisar o potencial ansiolitico do Acido Valerénico presente
principalmente na planta V. officinalis. Mediante a utilizagdo do Diazepam e suas interagdes com o receptor GABAA como
parametro, identificou-se que o Acido Valerénico apresenta interagdes com gastos minimos de energia, e por consequéncia,

com aceitaveis valores de afinidade, configurando-se como um bom candidato a farmaco a ser empregue no tratamento da
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ansiedade. Estudos posteriores com metodologias in vivo utilizando o Acido Valerénico podem conduzir ao desenvolvimento

de um farmaco.
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