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Determinagao de propriedades farmacocinéticas e
farmacologia in silico de cafeatos fenélicos

Pharmacokinetic properties determination and in silico
pharmacology of phenolic caffeates

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades farmacocinéticas e a farmacologia in
silico do acido cafeico (11) e de dez cafeatos (1-10). Para este estudo, selecionou-se como
alvos farmacolégicos as enzimas anidrase carbdnica, AC {| (PDB 5GMM), Il (PDB 1BNW) e IlI
(PDB 1Z93)}, que estdo associadas a doengas oculares, e as enzimas monoamina oxidade
{MAO-A (PDB 27Z5X) e MAO-B (PDB 2V5Z)}, que estdo associadas a doencas
neurodegenerativas. Para a enzima AC | observou-se que os cafeatos estdo ancorados em
trés regides distintas do sitio ativo. Para a enzima AC |l observou-se que ha seis cafeatos (2,
5,7, 8,9 e 11) ancorados no sitio ativo. Para a enzima AC Ill observou-se que ha quatro
cafeatos (2, 4, 8, 11) ancorados no sitio ativo. Nos estudos com as MAO observou-se que 0s
compostos 6, 7 e 10 estdo ancorados no sitio ativo da enzima MOA-A e que o composto 3
interage no sitio ativo da MOA-B. Conclui-se que os cafeatos 5, 7 e 9 possuem
potencialidade para o desenvolvimento de farmacos antiglaucomatosos, pois inibem
seletivamente aisoforma ACII. A inibi¢ao seletiva da MAO-A esta associada a farmacos para
tratamento de transtornos de humor, e da MAO-B em farmacos para o tratamento da
doenga de Parkinson.

PALAVRAS-CHAVE: Estudos in silico. Cafeatos. Monoamina oxidase. Anidrase carbonica.

ABSTRACT

The present study’s objective was to evaluate the pharmacokinetic properties and in silico
pharmacology of caffeic acid (11) and ten caffeates (1-10). For this study, the selective
enzymes carbonic anhydrase, AC {I (PDB 5GMM), Il (PDB 1BNW) and Il (PDB 1Z93)}, which
are associated with ocular diseases, and monoamine oxidase (MAQO) enzymes MAO-A (PDB
275X) and MAO-B (PDB 2V5Z)}, which are associated with neurodegenerative diseases. For
the AC | it was observed that the caffeates are anchored in three distinct regions of the
active site. For the AC Il it was observed that there are six caffeates (2, 5, 7, 8, 9 and 11)
anchored in the active site. For the enzyme AC Ill it was observed that there are four
caffeates (2, 4, 8, 11) anchored in the active site. In MAO studies compounds 6, 7 and 10
have been found to be anchored at the active site of the enzyme MOA-A and that compound
3 interacts at the active site of MOA-B. It is concluded that caffeates 5, 7 and 9 have
potential for the development of antiglaucomatous drugs, as they selectively inhibit the AC
Il isoform, thus reducing the possibility of side effects. Selective inhibition of MAO-A is
associated with drugs for the treatment of mood disorders, and MAO-B in drugs for the
treatment of Parkinson's disease.

KEYWORDS: In silico study. Caffeic acid. Monoamine oxidase. Carbonic anhydrase.
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INTRODUCAO

O uso de ferramentas computacionais (estudos in silico), muitas delas de
acesso livre, pode contribuir para a diminuicdo do tempo e dos custos envolvidos
no processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Nesse mesmo
sentido, o uso de produtos naturais como modelo para o desenvolvimento de
novos farmacos continua sendo amplamente investigado pela comunidade
académica. Partindo dessa perspectiva, nosso grupo de pesquisa vém estudando
o acido cafeico (11) e de dez derivados formados pela esterificacgdo com os
seguintes fendis {vanilina (1), fenol (2), 4-hidrodxi,3-metdxi-acetofenona (3),
eugenol (4), 3-hidroxi-acetofenona (5), guaiacol (6), salicilaldeido (7), carvacrol (8),
2-hidréxi-acetofenona (9) e timol (10)}, enquanto substancias bioativas que
possuem propriedades farmacocinéticas (absor¢do, metabolizagdo e toxicidade)
condizentes para candidatos a fdrmacos. Para este estudo, selecionou-se como
alvos farmacoldgicos as enzimas anidrase carbénica (AC), que estdo associadas a
doencas oculares, e as enzimas monoamina oxidade (MAQ), que estdo associadas
a doengas neurodegenerativas.

A inibicdo de determinadas enzimas anidrase carbbnica pode resultar no
desenvolvimento de novos farmacos antiglaucomatosos. O glaucoma é uma das
principais causas de cegueira no mundo e doenga ocular que causa perdas no
nervo optico, levando a desfragmentacdo das camadas nervosas das células da
retina. Isso ocorre pelo aumento da pressdo intra-ocular que possui valores que
variam entre 11 e 21 mmHg. A alteracdo destes valores pode indicar niveis
presséricos ndo sauddveis para a visdo, podendo causar lesdo de nervo dptico: o
glaucoma (SOCIEDADE BRASILEIRA DE OFTAMOLOGIA, 2018). Segundo a
Organizacdao Mundial da Saude, cerca de 39 milhGes de pessoas no mundo sdo
cegas e outras 246 milhdes tem baixa visdo, sendo o glaucoma uma das principais
causas (FUNDACAO DORINA NOWILL, 2018). No Brasil, segundo a Sociedade
Brasileira de Oftalmologia (2018), as principais causas da cegueira sdo as infec¢bes
congénitas, a catarata, a retinopatia da prematuridade e o glaucoma congénito,
sendo que as trés ultimas tém tratamento.

O glaucoma pode se desenvolver durante meses ou anos, sem apresentar
sintomas, ja que sé aparecem na fase mais avancada, com a perda da visdo
periférica. Devido a essas caracteristicas, esta doenga é diagnosticada com um
exame oftalmoldgico cuidadoso, sendo recomendado a realizacdo ao menos uma
vez por ano, afim da sua prevencdo ou controle com o uso de medicamentos
apropriados que normalizam a pressao intra-ocular, impedindo que a doenca
avance e provoque a perda de visdo (BVS, 2011).

A inibicdo de enzimas monoamina oxidase pode resultar no
desenvolvimento de novos farmacos para doencas neurodegenerativas (DNG),
gue, em sua maioria, ndo possuem cura. As DNG podem causar desordem a nivel
cerebral, medular e nervoso periférico, podendo levar o paciente a deméncia,
interferindo na qualidade de vida dos portadores dessa doenca e de seus
familiares. Entre as DNG destaca-se a doenca de Parkinson, cuja principal
caracteristica é a morte de neurdnios do sistema nervoso, fazendo com que a
pessoa que possui essa patogenicidade ndo tenha o controle de determinadas
funcdes do seu proprio corpo, tal como o tremor nas maos.

Inibicdo de MAO-A resulta em candidatos a farmacos com potencial para
tratamento de transtornos de humor e, da MAO-B, em candidatos para tratamento
da doenca de Parkinson.
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METODOLOGIA

No presente trabalho realizou-se estudos in silico do acido cafeico (11) e dos
cafeatos fendlicos (1-10), figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica dos cafeatos.

(1) R = Vanilina

(2) R = Fenol

(3) R = 4-OH,3-OCH -acetofenona
[0} (4) R = Eugenol

HO 4 (8) R = 3-OH-acetofenona
=~ R (8) R = Guaiacol
(7) R = Salicilaldeido
HO

(8) R = Carvacrol

(9) R = 2-OH-acetofenona
(10) R = Timol

(11) R = Acido cafeico

Fonte: Autoria propria (2018).

A seguir sdo descritas, de forma breve, as ferramentas computacionais
utilizadas no presente trabalho.

ChemSketch: utilizada para desenho estrutural e conversdo tridimencional e
geracdo dos cddigos smiles esse cddigo foi definido como padrdo para utilizar nos
demais programas.

Molinspiration (www.molinspiration.com/): utilizada para determinar as
propriedades moleculares relacionadas a biodisponibilidade oral seguindo os
parametros das regras de Lipinski.

Osiris Property Explorer (www.organicchemistry.org/prog/peo/): utilizada
para calcular efeitos tdxicos, tais como mutagenicidade, tumorigénico, iritacdo e
sobre a reprodug¢ao humana.

admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn:8000/): utilizada para estudar as
propriedades absorcdo, barreira sangue/cerebro, metabolismo e toxicidade.

Swiss Target Prediction (http://www.swissadme.ch/): indica possiveis alvos
farmacoldgicos para substancias organicas.

Chimera 1.10.2.: utilizada para manipular os resultados do iGEMDOCK e
identificacdo das interagGes com o sitio ativo da enzima.

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados na ferramenta
iGEMDOCK 2.1 utilizando trés isoformas de AC isoladas da espécie Homo sapiens
{1 (PDB 5GMM), Il (PDB 1BNW) e Il (PDB 1Z93)}, e as monoamino oxidase {MAO- A
(2Z5X) e MAO-B (2V5Z)} baixadas a partir do banco de dados Protein Data Bank
(www.rcsb.org/), e como ligantes o acido cafeico (11) e seus hibridos (1-10).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que todos os compostos avaliados na ferramenta Molinspiration
apresentaram propriedades moleculares adequadas (Tabela 1), considerando a
regra dos cinco de lipinski (LIPINSKI, 1997), para candidatos a farmacos.

A regra dos cinco de Lipinski estabelece cinco pardmetros estruturais
relevantes para a predicdo do perfil de biodisponibilidade oral, que estd associada
a absorcdo e a permeabilidade de possiveis farmacos: (a) numero de grupos
aceptores de ligacdo hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; (b) nimero de grupos
doadores de ligacdo hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (c) massa molecular
(MM) menor ou igual a 500 g/mol; (d) coeficiente de particdo octanolagua
(miLogP) menor ou igual a 5; (e) area de superficie polar topoldgica (TSPA) menor
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ouigual a 140 A2. Moléculas que violam mais do que uma destas regras podem ter
problemas de biodisponibilidade oral (ROMERO; SOUZA; ROMERO, 2014). Como
pode ser observado (tabela 1) os compostos avaliados ndo possuem nenhuma
violacdo a regra dos cinco de Lipinski. Esses resultados indicam que os compostos
avaliados possuirdo boa biodisponibilidade oral caso as substancias sejam
administradas por via oral.

Tabela 1 - Propriedades moleculares calculadas no software Molinspiration para as
substancias 1-11.

Composto miLogP MM nALH nDLH TPSA nViolagoes
1 2,04 314,29 6 2 93,07 0
2 2,66 256,26 4 2 66,76 0
3 2,15 328,32 6 2 93,07 0
4 3,08 326,35 5 2 76,00 0
5 2,54 298,29 5 2 83,83 0
6 2,28 286,28 5 2 76,00 0
7 2,40 284,27 5 2 83,83 0
8 4,55 312,37 4 2 66,76 0
9 2,51 298,29 5 2 83,83 0

10 4,08 312,37 4 2 66,76 0
11 0,94 180,16 4 3 77,75 0

Fonte: Autoria propria (2018).

Segundo dados obtidos na ferramenta admetSAR os compostos 1-11
apresentaram resultados negativos para os modelos de transposicao de barreira
sangue-cérebro (exceto para os compostos 2, 7 e 9), de carcinogenicidade, de
mutagenicidade (teste de Ames) e apresentaram baixa promiscuidade inibitdria
das isoformas CYP450. Os compostos 1, 6 e 11 apresentaram toxicidade oral aguda
igual a IV (LDso = 5000 mg/kg) e os demais compostos igual a lll (LDso = 500 mg/kg
e <5000 mg/kg).

As predicdes de efeitos toxicos, utilizando a ferramenta Osiris Property
Explorer, para os compostos 1-11 sdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 - Predicdo de efeitos téxicos calculadas na ferramenta Osiris Propety Explorer.
Efeitos toxicos

Composto

mutagénico tumorigénico irritacao reproducao
1 Alto risco Alto risco Sem risco Alto risco
2 Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
3 Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
4 Sem risco Alto risco Alto risco Sem risco
5 Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
6 Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
7 Sem risco Sem risco Risco regular Alto risco
8 Sem risco Sem risco Alto risco Sem risco
9 Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
10 Sem risco Sem risco Alto risco Sem risco
11 Alto risco Alto risco Sem risco Alto risco

Fonte: Autoria propria (2018).

A ferramenta Osiris Property Explorer determina, utilizando uma escala de cor
(verde: sem risco; laranja: risco regular e vermelho: alto risco), os efeitos tdxicos
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mutagenicidade, tumorigenicidade, iritacdo e sobre a reprodu¢cdo humana
(SANDER et al., 2009). Observou-se que alguns dos compostos avaliados posuem
alto risco de apresentar um ou mais efeitos tdxicos, e cinco dos compostos
avaliados (2, 3, 5, 6 e 9) ndo apresentaram nenhum dos quatro efeitos toxicos
calculados.

ParaaenzimaAC | (PDB 5GMM) observou-se que os cafeatos estdo ancorados
em trés regides distintas do sitio da ativo. Para a enzima AC Il (PDB 1BNW)
observou-se que ha seis cafeatos (2, 5, 7, 8, 9 e 11) ancorados no sitio ativo,
estabelecendo interagdes com os seguintes residuos de aminodacidos His-94, His-
96, Thr-199 e His-119. Os valores de interacdo ligante-enzima, em kJ/mol, foram:
2(-98,7),5(-97,2), 7 (-100,4), 8 (-93,6), 9 (-94,3) e 11 (-84,4).

Para a enzima AC Ill (PDB 1Z293) observou-se que ha quatro cafeatos (2, 4, 8,
11) ancorados no sitio ativo, estabelecendo interagGes com os seguintes residuos
de aminoacidos Thr-200, His-119, His-94 e His-96. Os valores de interagao ligante-
enzima, em kl/mol, foram: 2 (-84,3), 4 (-94,2), 8 (-93,9) e 11 (-84,2).

O estudo de ancoragem com a enzima MAO-A permitiu constatar que os
ésteres 2, 5 e 7 estdo ancorados no sitio ativo da enzima PDB 275X, estabelecendo
ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Tyr69, Tyr407, GIn215,
Ple352 e 1le180. Os ésteres em questao possuem energia de interagao substrato-
enzima de -108,3, -121,2 e 110,2 ki/mol, respectivamente.

Para a enzima MAO-B observou-se que os ésteres 9 e 10 estdo ancorados no
sitio ativo da enzima PDB 2V5Z (Figura 2a), estabelecendo interages com os
residuos de aminodcidos Phel168, 11e199, Leul71, GIn206, Ple343 e Tyr398 (Figura
2b). Os ésteres 9 e 10 possuem energia de intera¢do substrato-enzima de -106,2 e
-121,8 kJ/mol, respectivamente.

Figura 2 - Interacdo de cafeatos no sitio ativo da MAO-B: Representacgao tridimensional
(a) e interagcGes observadas no dendograma gerado pelo iGEMDOCK (b).

Fonte: Autoria propria (2018).

CONCLUSOES

Os compostos avaliados possuem propriedades moleculares condizentes com
farmacos de administracdo oral, apresentam baixas toxicidade oral aguda e
promiscuidade inibitéria de CYP450. Entre os compostos estudados os cafeatos 5,
7 e 9 possuem potencialidade para o desenvolvimento de farmacos
antiglaucomatosos, pois inibem seletivamente a isoforma AC Il, diminuindo assim
as possibilidades de efeitos colaterais. Os compostos 2, 5 e 7, inibidores seletivos
da MAO-A, possuem potencialidade para atuarem como farmacos para
tratamento de transtornos de humor, e os compostos 9 e 10, inibidores seletivos
da MAO-B, para o tratamento da doenca de Parkinson.
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