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Estudo computacional do potencial anticancerigeno de
cafeatos monoterpénicos

Computational study of the anticancer potential of
monoterpenic caffeates

RESUMO

Tendo em vista as propriedades bioativas do acido cafeico e também, o potencial
terapéutico dos alcoois monoterpénicos, o objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de
ferramentas computacionais (estudos in silico) as propriedades farmacolédgicas de dez
cafeatos monoterpénicos idealizados. As ferramentas computacionais utilizadas foram:
ChemSketch, Molinspiration, admetSar, Swiss Target Prediction, iGEMDOCK e UCSF
Chimera. A partir dos dados de ancoragem molecular observou-se que os compostos 14
(hibrido do acido cafeico com o mirtenol) e 19 (hibrido do acido cafeico com o citronelol)
ancoraram-se no sitio ativo da enzima 17-beta-desidrogenase 2, ademais ambos cafeatos
apresentaram propriedades farmacocinéticas adequadas para candidatos a farmacos. Os
resultados ora apresentados indicam a necessidade de novos estudos que visam contribuir
para o desenvolvimento de farmacos inibidores da enzima 17-beta-desidrogenase 2,
associada ao crescimento de tumores na mama.

PALAVRAS-CHAVE: Estudos in silico. Hibridos do acido cafeico. Cancer de mama.
ABSTRACT

In view of the bioactive properties of caffeic acid and also the therapeutic potential of
monoterpenic alcohols, the objective of this work was to evaluate, using computational
tools (in silico studies), the pharmacological properties of ten idealized monoterpenic
caffeates. The computational tools used were: ChemSketch, Molinspiration, admetSar,
Swiss Target Prediction, iIGEMDOCK and UCSF Chimera. From the molecular docking, it was
observed that compounds 14 (caffeic acid - mirtenol hybrid) and 19 (caffeic acid -
citronelol hybrid) anchored in the active site of the 17-beta-dehydrogenase 2 enzyme, in
addition both caffeates showed adequate pharmacokinetic properties for drug candidates.
The results presented here indicate the need for further studies that aim to contribute to
the development of drugs that inhibit the enzyme 17-beta-dehydrogenase 2, associated
with the growth of tumors in the breast.

KEYWORDS: In silico studies. Hybrids of caffeic acid. Breast cancer.
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INTRODUCAO

Atualmente, o cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres de todo
o mundo (BRAY et al.,, 2018). Apenas no Brasil, em 2017, ocorreram 16.724
mortes por cancer de mama feminino (INCA, 2020). O INCA, Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva, a partir da integracao de informacgdes de 321
registros hospitalares de cancer e uma série histérica de 38 anos de informagdes
sobre mortalidade, realizou, em 2019, uma estimativa acerca da incidéncia de
cancer no Brasil para os anos de 2020 a 2022, desse modo, estima-se que havera
66.280 novos casos de cancer de mama no Brasil (INCA, 2020). Essa estimativa foi
realizada com o intuito de estimular profissionais da drea da salde e areas afins a
refletirem sobre esses resultados estimados, a fim de enfrentar os desafios do
cancer de mama para que haja o desenvolvimento de agbes eficazes para
solucionar esse problema de saude publica.

O cancer de mama é causado pela multiplicagdo anormal de células da
mama, e é por meio dessa multiplicagdo anormal de células que os tumores sdo
formados. Alguns fatores aumentam o risco de cancer de mama e eles podem ser
divididos em fatores ambientais e comportamentais, como obesidade e
sobrepeso apds a menopausa, sedentarismo e inatividade fisica, consumo de
bebidas alcodlicas, e exposicao frequente a radiagdes ionizantes como Raios-X;
fatores acerca da histéria reprodutiva e hormonal, como primeira menstruagao
antes de 12 anos, ndo ter tido filhos, primeira gravidez apds os 30 anos,
menopausa apds os 55 anos, uso de contraceptivos hormonais, ter feito
reposicao hormonal pds-menopausa principalmente por mais de cinco anos; e
fatores genéticos e hereditdrios, como histérico familiar de cancer de ovario,
casos de cancer de mama na familia, principalmente antes dos 50 anos, histérico
familiar de cancer de mama em homens e alteracdo genética (INCA, 2020).

A quimioterapia e a radioterapia sdo utilizadas para o tratamento do cancer
de mama, entretanto a utilizacgdo de ambos é agressiva visto que os
medicamentos e a radia¢do utilizados ndo sdo seletivos, isto é, eliminam também
células ndo cancerigenas. Nesse contexto, buscando contribuir para a pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos que sejam mais seletivos e que
possuam menores rea¢des adversas, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar por meio do uso de ferramentas computacionais (estudos in silico) o
potencial farmacoldgico de dez cafeatos monoterpénicos idealizados.

MATERIAIS E METODOS

Os cafeatos monoterpénicos 12-21 estudados no presente trabalho foram
idealizados a partir da reacdo de esterificacdo entre o acido cafeico (1) e dez
alcoois monoterpénicos: (+) linalol (2), mentol (3), mirtenol (4), alcool perilico (5),
verbenol (6), cicloexanol (7), carveol (8), citronelol (9), geraniol (10) e (-) linalol
(112) (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura molecular do acido cafeico, dos alcoois monoterpénicos e dos
cafeatos monoterpénicos.
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Fonte: Autoria prépria.

No presente trabalho utilizou-se seis ferramentas computacionais:

(I) ChemSketch: utilizada para desenho estrutural, gerar codigos smiles, e
determinar a estrutura tridimensional dos compostos.

() Molinspiration (https://www.molinspiration.com/) utilizada para avaliar
propriedades moleculares associadas a biodisponibilidade oral, cuja
probabilidade de ocorréncia é indicada pela regra dos cinco de Lipinski a partir da
avaliacdo de cinco parametros: a) Coeficiente de particdo octanol-agua (LogP)
que deve ser menor ou igual a 5; b) MM (massa molar) que deve ser menor ou
igual a 500 g/mol; c) TPSA (4rea de superficie topoldgica polar) menor ou igual a
140 A% d) nALH (nimero de grupos receptores de ligagdo de hidrogénio) menor
ou igual a 10; e) nDLH (numero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio)
menor ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 2001). Além disso, avaliou-se a potencialidade
das substancias 1-21 atuarem como ligante GPCR, modulador de canal i0nico,
inibidor de quinase, ligante de receptor nuclear, inibidor de protease e inibidor
de enzima. O método utilizado para calcular a potencialidade de uma substancia
possuir umas das bioatividades mencionadas usa estatisticas Bayesianas
sofisticadas para comparar estruturas de ligantes ativos no alvo em particular
com estruturas de moléculas inativas e identificar caracteristicas da subestrutura
(que por sua vez determinam propriedades fisico-quimicas) tipicas de moléculas
ativas (MOLINSPIRATION, 2019).

(1) admetSAR 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2): foi usada para
predizer parametros farmacocinéticos relacionados a absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e toxicidade (YANG et al., 2018).

(IV) Swiss Target Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/): utilizada
para prever os possiveis alvos farmacoldgicos dos compostos avaliados, com base
em uma combinagcdo de similaridade 2D e 3D com ligantes conhecidos. As
previsdes podem ser realizadas em cinco organismos diferentes (Homo sapiens,
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Mus musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus, e Equus caballus), totalizando mais
de 12 mil alvos possiveis, cerca de 2,5 mil provenientes da espécie Homo sapiens
(GFELLER et al., 2014).

(V) iGEMDOCK: utilizada para realizar o estudo de ancoragem molecular
frente a enzima 17-beta-desidrogenase 2 (PDB: 1A27), alvo apontado pela
ferramenta Swiss Target Prediction, disponivel no banco de dados Protein Data
Bank. Trata-se de uma ferramenta que permite estudar as interagdes
farmacoldgicas, que sdo Uteis para entender os mecanismos de ligacdo de
ligantes a um alvo terapéutico. Segundo estudos realizados pelos
desenvolvedores da ferramenta, a taxa de sucesso do iGEMDOCK é de 78%
considerando uma amostra de 305 complexos de proteinas e seus respectivos
ligantes cristalogréficos retirados do banco de dados Protein Data Bank (YANG;
CHEN, 2004; YANG et al., 2018).

(V1) UCSF Chimera 1.10.1: utilizada para avaliar visualmente as interagdes
enzima-ligantes resultantes de estudos de ancoragem molecular (PETTERSEN et
al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades moleculares dos cafeatos monoterpénicos foram calculadas
na ferramenta Molinspiration (Tabela 1). A analise dessas propriedades permite
inferir acerca da biodisponibilidade oral de candidatos a farmacos, uma vez que
esses parametros estdo associados a permeabilidade dos compostos na
membrana celular (LIPINSKI et al., 2001).

Tabela 1 — Propriedades moleculares dos compostos 12-21 determinadas na
ferramenta Molinspiration.

Composto miLogP TPSA MW nON nOHNH Nviolations
12 4,13 66,76 318,41 4 2 0
13 4,25 66,76 320,43 4 2 0
14 2,34 66,76 300,35 4 2 0
15 3,29 66,76 316,40 4 2 0
16 2,22 66,76 284,31 4 2 0
17 2,50 66,76 264,32 4 2 0
18 3,62 66,76 316,40 4 2 0
19 4,38 66,76 334,46 4 2 0
20 4,43 66,76 332,44 4 2 0
21 4,13 66,76 318,41 4 2 0

Fonte: Autoria propria.

A partir da analise dos dados disponiveis na Tabela 1 observa-se que nao
houve nenhuma violacdo a regra dos cinco de Lipinski. Desse modo, espera-se
gue os compostos avaliados apresentem boa biodisponibilidade oral, uma vez
que possuem propriedades moleculares condizentes para farmacos de
administracdo oral.
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Os dados de bioatividade -calculados na ferramenta Molinspiration
apresentaram resultados promissores para os cafeatos monoterpénicos. Vale
destacar que os receptores nucleares sdo expressos em numerosos tipos de
células estromais e parenquimatosas, cujos papéis fisioldgicos sugerem potencial
terapéutico no contexto do microambiente reativo do tumor (RIGGINS et al.,
2010). Segundo Sherman, Downes e Evans (2012) ha evidéncias de que a
inflamacado, angiogénese e fibrose associadas ao tumor podem ser moduladas no
nivel transcricional pelos receptores nucleares e seus ligantes. Como esses
processos tém sido amplamente implicados na iniciagdo, progressao e resisténcia
ao cancer, os ligantes de receptores nucleares direcionados ao microambiente do
tumor podem ser agentes antitumorais potentes em combinacdo com
quimioterapia (SHERMAN; DOWNES; EVANS, 2012).

Ademais, os resultados obtidos na ferramenta Swiss Target Prediction, indica
que a maioria dos cafeatos idealizados apontaram significativamente para a
inibicdo da enzima 17-beta-desidrogenase 2, principalmente os hibridos 12, 13,
14, 17 e 21. A enzima 17-beta-desidrogenase 2, atua na conversao da estrona em
estradiol, hormbnio mais importante para o metabolismo feminino, que é
responsdvel pelo crescimento de diversos tecidos, inclusive, pelo crescimento de
tumores na mama (FARIA, 2014). Os resultados obtidos nas ferramentas
Molinspiration e Swiss Target Prediction indicam que alguns dos cafeatos
monoterpénicos possuem potencial para atuarem como farmacos para o
tratamento do cancer de mama.

As propriedades farmacocinéticas dos cafeatos 12-21 foram avaliadas
utilizando a ferramenta admetSAR 2.0. Observou-se que todos os compostos
avaliados apresentaram resultados negativos para o parametro de inibicdo e
substrato da glicoproteina-P, proteina presente na membrana celular,
responsavel por expulsar substancias tdxicas e xenobidticas para o exterior da
célula. A glicoproteina P (P-gp) é uma das principais proteinas transportadoras e
estd envolvida em muitos processos essenciais, como transporte de lipidios e
esteroides através das membranas celulares, mas também na captacdo de
medicamentos como inibidores da HIV protease e da transcriptase reversa
(WANG et al., 2011). Dessa forma, caso algum composto apresentasse resultado
positivo para ser substrato da glicoproteina-P, ele seria expulso pela mesma, o
que poderia prejudicar a acdo da substancia.

Em relacdo ao parametro de toxicidade oral aguda, calculado a partir do
algoritmo desenvolvido por Zu et al. (2009), observou-se que os compostos
avaliados apresentaram resultados entre os graus Ill (500 mg/kg < LDsg < 5000
mg/kg) e IV (LDsp > 5000 mg/kg), ou seja, apresentaram baixa toxicidade.
Observou-se que a maioria dos compostos avaliados, ndo inibem as isoformas do
citocromo CYP 450, que no contexto do presente estudo é vantajoso visto que
elas atuam na metabolizacdo de substancias xenobidticas. Muitos dos efeitos
colaterais adversos das interacdes medicamentosas ocorrem devido a inibicdo do
citocromo CYP 450, o que torna esse parametro um importante modelo a ser
avaliado durante a fase de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. A
ferramenta admetSAR realiza célculos para as cinco principais isoformas do CYP,
a saber 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4 (CHENG et al., 2011).

Em relagdo a mutagenicidade e carcinogecidade, observou-se que os
compostos avaliados apresentaram resultados negativos para os modelos
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avaliados. Conclui-se, desta forma, considerando todos os modelos de toxicidade
avaliados, que os cafeatos monoterpénicos possuem baixa ou nula toxicidade.

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando a ferramenta
IGEMDOCK e os resultados obtidos para a interacdo enzima-ligante foram
analisados na ferramenta UCSF Chimera. A partir da anadlise das interagdes
enzima-ligantes, por meio da ferramenta Chimera, pode-se observar que a
enzima possui duas fendas (de tamanhos diferentes), que permitem a entrada de
compostos para o interior da enzima, formando um canal dentro da mesma
(Figura 2).

Figura 2 - Representacdo das fendas de entrada (indicas por setas vermelhas) da
enzima 17-beta-desidrogenase 2.

g

Fonte: Autoria Prépria.

O sitio ativo da enzima 17-beta-desidrogenase 2 (PDB: 1A27) localiza-se
proximo a fenda menor e é envolto pelos seguintes residuos de aminodcidos:
Tyrl55, Ser142, Val225, Vall43, Leul49 (BRETON et al., 1996). Na Figura 3(a) é
representado o ligante natural ancorado no sitio ativo da enzima, e a Figura 3(b)
mostra todos os compostos avaliados ancorados na enzima.

Figura 3 - Enzima 17-beta-desidrogenase 2 com seu ligante natural (esquerda) e com
os compostos 1-21 ancorados (direita).

Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que todos os compostos avaliados encontram-se
ancorados no canal que estd localizado o sitio ativo, mas a maioria esta préxima a
fenda maior, que esta mais distante do sitio ativo, logo tais interacdes podem
ndo resultar em inibicdo enzimatica. No entanto, observa-se que esses
compostos formam um bloqueio no canal de acesso ao sitio ativo por essa fenda.
Caso o estradiol entre por esta fenda, esses compostos podem entdo ter
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potencial para inibir a acdo da enzima. Entretanto, sdo necessdrios estudos
adicionais acerca do mecanismo de acdo dessa enzima, pois nao ha registros na
literatura da entrada do ligante natural por uma fenda alternativa.

A partir dessa visualizacdo observou-se que os compostos 14 e 19
ancoraram-se no sitio ativo da enzima, interagindo com o residuo de aminoacido
Tyr 155. A partir da analise do dendograma que representa, em ordem
hierdrquica, as interagdes dos compostos com os residuos de aminoacidos da
enzima em estudo, pode-se verificar que os compostos 14 e 19 interagem com
residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima. Como ja apontado
anteriormente, os demais compostos apresentam interagdes que ocorrem
afastadas do sitio ativo da enzima.

Os cafeatos monoterpénicos apresentaram energia de interacdo enzima-
ligante maior que a dos d4lcoois monoterpénicos e que do 4cido cafeico. Assim
como esperado, a hibridagdo molecular resultou em um aumento da interagdo
enzima-ligante, uma vez que hd um aumento no numero de interagdes
intermoleculares. Os compostos que se ancoraram no sitio ativo (14 e 19)
apresentaram energia de interacdo de -98,61 kcal.mol? e -100,91 kcal.mol?,
respectivamente. Desta forma, conclui-se que apenas dois (14 e 19) entre os dez
cafeatos estudados possuem potencial de inibicdo da enzima 17-beta-
desidrogenase 2, que estd associada ao desenvolvimento de cancer de mama.

CONCLUSOES

Os hibridos formados por acido cafeico e os dlcoois monoterpénicos mirtenol
e citronelol (compostos 14 e 19) apresentaram propriedades moleculares,
farmacocinéticas e farmacoldgicas condizentes para candidatos a farmacos. Tais
resultados indicam a potencialidade de investir em testes in vitro e/ou in vivo
para continuacao da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.

Os cafeatos monoterpénicos 14 e 19 apontaram potencialidade para a
inibicdo da enzima 17-beta-desidrogenase 2, enzima responsavel pelo
crescimento de tumores na mama, e de acordo com os estudos in silico
realizados esses compostos interagem com uma energia de interacdo efetiva com
o residuo de aminodcido Tyr 155 presente no sitio ativo da enzima. Dessa forma,
esses dois hibridos possuem potencial atividade para inibir a enzima 17-beta-
desidrogenase 2 e atuar no tratamento do cancer de mama.
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