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1.​ Introdução 

A menopausa ocorre por volta dos 50 anos de idade nas mulheres e é caracterizada 
pelo ciclo final da fisiologia ovariana, decorrente da depleção dos níveis de estrogênio. Sabe-se 
que o estrogênio pode apresentar propriedades antioxidantes, entretanto, tal queda implica em 
diversos efeitos que aumentam a inflamação crônica (Santoro et al., 2021). Conforme a 
realização de uma revisão bibliográfica para investigação dos principais biomarcadores 
inflamatórios presentes em mulheres na pós menopausa, a literatura aponta que a NF-kB e 
consistentemente as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), TNF-α,  PCR e ERα exibem um nível mais 
elevado durante esse período, e portanto, influenciam no aumento de doenças 
cardiovasculares, disfunção endotelial, inflamação sistêmica e nos sintomas vasomotores. 

As antocianinas são da subclasse dos flavonóides e são responsáveis pela coloração 
vermelha, roxa e azul e estão presentes, em altas concentrações,  em frutas e vegetais como 
as frutas vermelhas (berries), uva, berinjela, repolho e cebola roxa (Garcia; Blesso, 2021).. 
Dado a revisão, foi viável analisar os efeitos das antocianinas nas vias de sinalização.  
Por apresentarem efeitos bioativos com alto poder antioxidante e anti-inflamatória, o consumo 
diário desse composto fenólico está associado a diversas funções benéficas à saúde humana, 
incluindo a redução de doenças crônicas. Além disso, podem promover a supressão de 
atividades enzimáticas e de células pró inflamatórias (Garcia; Blesso, 2021). 

Dito isto, através da revisão bibliográfica, foi possível detectar as proteínas alvos que 
atuam na pós menopausa e, compreender as suas vias de sinalização e o modo de ação. E 
além disso, analisar as principais antocianinas presentes nos alimentos, para aplicação das 
técnicas de Docking Molecular para análise dos mecanismos de ação dos compostos bioativos 
sobre os marcadores de inflamação na pós menopausa. Permitindo assim, a avaliação e 
estimação da afinidade de ligação entre proteína-ligante. 

 
2.​ Metodologia 

Para a realização desse estudo, inicialmente foi feito uma revisão bibliográfica das 
antocianinas e das vias de sinalização de inflamação na pós menopausa. A pesquisa foi 
executada através de banco de dados como o PubMed, Science Direct, The journal of 
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menopause society e dentre outros. E a busca foi feita por meio de termos chaves como 
“antocianinas”, “composto fenólicos”, “menopausa”, “inflamação” e “anti-inflamatório”.  

A próxima parte consistiu na utilização do Docking Molecular através do Software 
Autodock 4.2. No qual apresentou algumas etapas.  

2.1 Banco de dados de proteínas e ligantes  
O primeiro passo consistiu na determinação das proteínas biomarcadoras e nos 

ligantes. A partir de pesquisas, determinou-se os códigos específicos referentes às proteínas: 
ERα (PDB:1X7R), TNF-α (PDB: 2AZ5), NF-kB (PDB: 3GUT), PCR (PDB:1B09) e as 
interleucinas IL-1β (PDB: 4DEP), IL-6 (PDB: 1IL6) e IL-8 (PDB: 6WZM), obtidos através do 
Banco de Dados de Proteínas (PDB). Por sua vez, os ligantes caracterizados pelas 
antocianinas como a cianidina (CID: 441667),  delfinidina (CID: 443650), malvidina (CID: 
443652), peonidina (CID: 443654) e petunidina (CID: 443651), foram obtidos através do 
website PubChem com as estruturas no formato em 3D.  

2.2 Preparo de proteínas e ligantes e Grid box  
Inicialmente, para o preparo dos ligantes, realizou-se a detecção da posição ideal do 

ligante na proteína e determinação da quantidade de torções possível através do AutoDock. 
Para a proteína, realizou-se a “limpeza” da molécula através da remoção de água, de   

ligantes e outros resíduos presentes. Em seguida, realizou-se a adição de hidrogênio, escolha 
de cadeias e sítios ativos, e reparação das macromoléculas, a fim de identificar e corrigir 
eventuais átomos ausentes. 

Para analisar de forma mais ampla e encontrar as 
cadeias e sítios ativos de cada uma das proteínas a serem 
analisadas, utilizou-se o website Prank Web, o qual auxiliou no 
processo de verificação dos principais aminoácidos envolvidos  
e localização do sítio ativo para se ligar à proteína pelo Grid Box. 

Em seguida, a análise de docagem está pronta para ser 
feita a fim de obter dados de energia de ligação e constante de 
inibição. Além dos valores numéricos, também é obtida a 
imagem gráfica da docagem para melhor visualização, como 
representado na Figura 1.        Figura 1. Aminoácidos e sítio ativo da cadeia A do ER-a (PDB: 1X7R). 
 

3.​ Resultados e Discussão 
A partir da revisão realizada sobre marcadores inflamatórios em mulheres na pós 

menopausa, estudos revelaram que as proteínas TNF-α, PCR, as interleucinas (IL-1, IL-6 e 
IL-8), ER-α e NF-kB desempenham papéis importantes nas alterações fisiopatológicas durante 
a fase de transição entre a menopausa e pós menopausa. A ação do estrogênio é 
essencialmente mediada pelo receptor de estrogênio e sua queda compromete a ativação de 
ERα, promovendo  o relaxamento do endotélio e aumentando o risco de inflamação crônica. De 
forma similar, níveis elevados de TNF-α, IL-1 e IL-6 contribuem para um quadro de inflamação 
sistêmica, promovendo uma redução na atividade citotóxica de células de defesa do 
organismo. Além disso, a IL-6 demonstrou estar associada ao desenvolvimento de 
aterosclerose e doenças cardiovasculares (Chalopin et al., 2010;Gameiro et al, 2010). No que 
diz a respeito aos sintomas vasomotores, o TNF-α e IL-6 atuam como potentes 
vasodilatadores, enquanto os fogachos possuem ligação com aumento dos níveis séricos da 
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IL-8, mediada pela ativação das vias instigadas por TNF-α (Huang et al., 2017). Ademais, a IL-6 
e PCR estão relacionadas à disfunção endotelial, no qual inibem a síntese de óxido nítrico 
(NO), mecanismo que eleva o risco de doenças cardiovasculares (Teixeira et al., 2014). O 
NF-kB desempenha um papel na regulação da expressão gênica envolvidas na inflamação. 
Sua ativação é induzida pelo estresse oxidativo e pelas citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1 
e IL-6) (Vendrame; Klimis- Zacas, 2015).  

Após a realização da 
docagem molecular com o 
software Autodock 4.2 entre 
as diferentes proteínas e os 
ligantes, obteve-se os 
resultados de energia de 
ligação, apresentados na 
Tabela 1. 

Sabe-se que quanto 
mais negativo o valor, 
melhor será a afinidade com a proteína, e portanto, a partir da Tabela 1, é possível fazer a 
análise entre os resultados obtidos. Observando a interação ligantes-ER-α, conclui-se que as 
antocianinas apresentaram uma alta afinidade com a proteína. A cianidina destacou-se por 
apresentar a energia de ligação mais negativa, seguida pela peonidina. A análise das 
interações revelou que a cianidina forma 4 ligações contendo hidrogênio com os resíduos 
HIS524, ARG394, GLU353 e GLY521. E a peonidina, por sua vez, interage apenas com os 
resíduos GLU353 e GLY521 em comum com a cianidina. Notavelmente, nossos resultados 
divergem de Hidalgo et al.(2012). O estudo relata que a peonidina apresentou boa afinidade 
com o receptor de estrogênio alfa, a delfinidina demonstrou afinidade razoável com o receptor 
de estrogênio beta e, sugeriram que a cianidina e malvidina não são ligantes adequados a RE. 
Além disso, o estudo cita que as antocianidinas (agliconas das antocianinas) possuem uma alta 
afinidade pelo ER-α. No entanto, nossos resultados indicam que as antocianinas obtiveram 
uma boa ligação com a proteína, principalmente a cianidina, que apresentou a maior afinidade 
de ligação. 

A partir da análise da interação entre a proteína TNF-α e as antocianinas, observa-se 
que os ligantes apresentam uma afinidade de ligação relativamente fraca, variando entre -3.12 
e -3.94 kcal/mol. Um estudo realizado por Sari et al. (2019), encontraram a possibilidade de 
que as antocianinas do arroz preto que interagissem com a proteína TNF-α não tem influência 
na interação do receptor de TNF-α e TNF-α. Entretanto, a ligação da delfinidina e petunidina ao 
receptor da proteína inibiu a sinalização da proteína TNF-α e do receptor TNF-α. Comparando 
os valores obtidos com o tal estudo, pode-se interpretar que esses dados são esperados e são 
consistentes com os da literatura, visto que a eficácia da ação anti-inflamatória não ocorre pela 
ligação direta à proteína e sim pelo receptor.  

A partir dos resultados de interação entre a citocina interleucina 1β e as antocianinas,  
concluí-se que as antocianinas apresentam a afinidade de ligação mais baixa em comparação 
com as outras proteínas. Dentre os ligantes, a malvidina (-3.19 kcal/mol) e a petunidina (-2.43 
kcal/mol) apresentaram ligações mais significativas. Ao analisar ambas as interações, possuem 
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ligações contendo hidrogênio nos aminoácidos ASN129 e HIS30, contudo, a malvidina 
estabeleceu uma terceira ligação com o resíduo GLU11.  

De forma similar, a interleucina 6 também apresentou uma afinidade de ligação negativa 
mais fraca, variando de -5.19 e -5.59 kcal/mol. Patera et al. (2021), previram que a antocianina 
foi capaz de suprir a ocorrência de citocinas inibindo a atividade da IL-6 com um valor de 
afinidade mais negativo que a ternatina de -6.9 kcal/mol. Comparando nossos resultados com 
tal literatura, observa-se uma divergência, visto que a energia de ligação é negativamente 
menor do que a reportada previamente no outro estudo. 
​ Em contraste, a interleucina 8 foi o alvo mais promissor para as antocianinas. Apresenta 
uma energia de ligação estável, no intervalo entre -5.72 e -6.16 kcal/mol. A análise dos 
resíduos revelou padrões de interação específicos: a cianidina, delfinidina e petunidina 
compartilham ligações contendo hidrogênio com os aminoácidos SER44, ASP45 e AGR47. Em 
contrapartida, a malvidina interage com os resíduos TYR13 e PRO16, enquanto a peonidina 
estabelece ligações apenas com SER44 e TYR13. 

A Proteína NF-kB foi outra que apresentou uma menor afinidade com as antocianinas 
dentre as outras proteínas, exibindo valores entre -2.50 e -3.84 kcal/mol. Sugere-se que os  
ligantes não possuem uma ligação promissora a proteína e portanto, não inibem a sua 
atividade inflamatória de forma direta a proteína.  

As interações entre PCR e os ligantes indicam que a proteína é um alvo altamente 
promissor para as antocianinas, todas demonstrando forte afinidade de ligação variando entre 
-6.97 e -7.45 kcal/mol. A petunidina e delfinidina destacam-se apresentando maiores interações 
e, a análise detalhada do sítio ativo entre as ambas conformações com PCR, identifica 1 
ligação contendo hidrogênio em comum, no aminoácido THR90. No entanto, suas interações 
divergem em pontos: a petunidina estabelece uma ligação adicional com GLU88, enquanto a 
delfinidina interage com PRO93 e ASP112. Para uma melhor avaliação, os valores obtidos 
foram comparados com um estudo realizado por Shafreen et al. (2021), onde avaliam a energia 
de ligação da proteína PCR com diferentes polifenóis presentes no vinho como a rutina, 
resveratrol e entre outros, no qual variam entre -7.4 e -8.7 kcal/mol. A partir disso, sugere-se 
que essa correspondência favorece a hipótese de que as antocianinas, de maneira análoga 
aos polifenóis, podem atuar como inibidores da atividade inflamatória de PCR.   
 

4.​ Conclusão 
A partir desse estudo, pode-se aferir a partir da simulação do docking molecular, a 

afinidade das antocianinas em relação aos biomarcadores inflamatórios presentes na pós 
menopausa. Em resumo, a docagem sugere que as proteínas alvos que obtiveram resultados 
mais promissores foram a proteína c reativa e o receptor de estrogênio, apresentando uma 
afinidade de ligação relativamente mais negativa. Dentre as diferentes ligações entre 
proteína-ligante, destacam-se principalmente às ligações PCR-petunidina e a Er-α-cianidina. 
Ambas interações apresentam uma constante de inibição, no qual podem expressar uma 
potencial função como inibidores da sinalização da PCR e ER-α. Em contrapartida, as 
interações com TNF-α, IL-1 e NF-kB foram significativamente mais fracas, sugerindo que a 
ação anti-inflamatória não ocorre por via direta a essas proteínas.  

As divergências encontradas entre esse estudo e as demais literaturas podem ser 
atribuídas a diferentes parâmetros como a diferença de casas decimais durante a realização do 
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grid box e a escolha da delimitação de ligação, a escolha de cadeias diferentes, o método 
realizado no autodock e dentre outros. Portanto, para estes resultados in silico seria 
interessante considerar a realização de diferentes conformações, comparando e explorando 
outras hipóteses para conclusão dos dados. Além disso, incentivar a validação experimental 
por meio de ensaios in vitro e in vivo para confirmar o potencial das antocianinas sobre os 
marcadores inflamatórios para averiguar a afinidade e estabilidade de ligação entre as 
interações entre proteínas-ligantes. 
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