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RESUMO

Os flavondides representam uma importante classeprddutos naturais candidatos a
farmacos, sendo polifendis de baixo peso molecwearplamente distribuidos no reino
vegetal. Investigacdes sobre suas atividades, ftomos 30 anos, demonstraram uma
prevencdo potencial de diversas patologias, detde doencas cardiovasculares, desordens
inflamatdrias, infecgdes virais, diabetes e destrdeuroldgicas, além de sua conhecida agdo
antioxidante. A familia do citocromo P450 (CYP) émposta de monooxigenases, que
desempenham um papel crucial no metabolismo detésudiss enddgenas e exdgenas, e
participa do metabolismo de flavondides. Nesteallady descrevemos a aplicacdo de uma
metodologiain silico combinada para explorar a previsdo dos sitios d@buolismo dos
flavonéides quercetina, rutina, naringenina e mgma, encontrados em abundancia na
natureza. Utilizou-se uma metodologia baseadaigastés (LBDD) para previsdo dos sitios
de metabolismo (SOM) pelo programa MetaPrint2D evipAo dos metabdlitos mais
provaveis, combinado a metodologia baseada natwstrdo receptor (SBDD) através da
utilizacdo dedocking molecular e minimizacdo de energia, para preventerdacdo de
quercetina, rutina, naringenina e naringina conisaformas CYP2C9 e CYP1A2. Foram
encontrados diversos metabolitos de Fase |, cotandiss cataliticamente ativas (< 5 A) e
sitios de interagdo descritos na literatura, aptasdo reacbes de hidroxilagdo alifatica,
hidroxilagdo aromatica, desalquilacad®ealesalquilacdo. Os metabdlitos propostosilico
correspondentes & hidroxilagcéo na posi¢do C3’ faram coerentes com estudosvitro ein

vivo descritos na literatura para naringenina e naragAminoacidos do sitio ativo das
isoformas de CYP foram identificados como impogano posicionamento dos flavondides
quercetina, rutina, naringenina e naringina emgéweao heme, confirmando a participacéo
dessas isoformas no metabolismo de flavondides.

Palavras-chave: metabolismo, flavondides, citocr®#80, estudos de docking.
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ABSTRACT

Flavonoids are an important class of natural prtxigandidate drugs, and low molecular
weight polyphenols, widely distributed throughobe tplant kingdom. Investigations on its
activities over the past 30 years, demonstratedt@enfial to prevent several diseases, among
them cardiovascular diseases, inflammatory dissrdefiral infections, diabetes and
neurological disorders, in addition to its knowri@xidant. The family of cytochrome P450
(CYP) is composed of monooxygenases, which playuaia role in the metabolism of
endogenous and exogenous substances, and paetcipathe metabolism of flavonoids. In
this paper we describe the application of a metlmofor exploring combined in silico
prediction of sites of metabolism of quercetin,imutnaringin and naringenin, found in
abundance in nature. A methodology used was ligesed drug design (LBDD) to predict
the sites of metabolism (SOM) and the program M@étéED most likely estimate of the
metabolites, combined with the method structureetbadrug design (SBDD) by using
molecular docking and energy minimization, to pcedhe interaction of quercetin, rutin,
naringin and naringenin with the isoforms CYP2C® &\YP1A2. Metabolites were found
several Phase | with catalytically active distate® A) and interaction sites described in the
literature, with hydroxylation reactions of alipltataromatic hydroxylation, dealkylation and
O-dealkylation. The proposed in silico metabolidioxylation at the position corresponding
to the C3' were consistent with studies in vitral @an vivo experiments described in the
literature for naringin and naringenin. Amino acifsthe active site of CYP isoforms have
been identified as important in the positioninghed flavonoids quercetin, rutin, naringin and
naringenin toward the heme, confirming the involeamof these isoforms in the metabolism
of flavonoids.

Keywords: Metabolism; Flavonoids; Cytochrome P456¢king Studies.
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1. INTRODUCAO

1.1. DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS E ESTUDOS DE
MODELAGEM MOLECULAR

A descoberta e o desenvolvimento de novos farmeaoasistem em um proces
complexo, em que é necessaria a integrde varios aspectaomo inovaca, conhecimento,
tecnologia,gerenciamento e altos investimentos em Pesquis@&serdolvimento (PD)
(Figura 1) (BERNDTet al., 2005; GUIDO, OLIVA ANDRICOPOULC, 2008).

Nos ultimos anos ocorreri mudancas significativas s&e processo, principalmel
no que diz respeito a determinacéc propriedades fisicquimicas, farmacocinéticas
toxicologicas. Na vis@atua, parAmetros relacionados a absorcéstribuicdo, metabolisn,
eliminacdo e toxicidadeADME/Tox) devem ser determinados na fase inicialpesquisa,
para que se torne possl uma avaliacdo antecipada dos recursos necessaias g
desenvolvimento do novo candidato a farm Medida que proporciona economia
investimentos (estratégia “fail early, fail cheap” ou falha cedo, falha bari) e também o

conhecimento dparametrorelevantes para futura otimizac&ZODROWSKI et a, 2009).

—

7
Lol = = = =

Sintese em larga escala,

Concepgao do projeto Proposta e sintese de uma

Abordagem do problema molécula nova ou dos comp eficacia formulacao e testes de Patente damolécula nova ou

Estudos i sflicoe in vito & sequranca in vitroe animais. estabdio de comdidate modificada, Proposta de

farmaco. Avaliagdo dos efeitos a
longo prazo em animais

Resultados s&o usados como
referéncia para escolha do
composto candidato

identificacgo de um novo farmaco

Fase Clinica

6)

‘@@

Submissao da
Fase v NDA a Agéncia A . I i
Farmacovigilancia Regulateria Requisicdo de aprovacdo Fase I1I: Avaliagoes ADME Fase II: Estudos de eficacia e
de um novo farmaco (NDA) (namero maior de seguranca (ntmero reduzido

pacientes) de pacientes)

Fase I: Estudos de toxidez
(humanos saudaveis)

Figura 1 - Etapas do processo de descoberta e desenvolvindentoovos farmacos. NDA (New Dri
Application) LOMBARDINO e LOWE, 2004).

Muitas vezes, porénas propriedadefarmacocinéticas e toxicoldgic sdo dificeis e

complexas de serem determinadas e, portanto, damanah alto investimento. Assircom
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0S avangos recentes nos ensaios para determinacdwogdriedades farmacocinéticas e
metabdlicas com médio e alto rendimento (JENKIN®SGELES e QUINTOS, 2004;
ANSEDE e THAKKER, 2004; ZLOKARNIK, GROOTENHUIS e WIESON, 2005), tem-se
obtido um perfil experimental completo da relac8uigura-atividade (REA) para compostos
sintetizados. A selecdo desse grupo necessita datencio cuidadosa, com possibilidade de
priorizacdo de moléculas através da utilizacdo dgodosin silico. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos compostos pode ser irflaga por métodos computacionais para
previsao de propriedades ADME/Tox, seja para epitdenciais problemas relacionados com
essas propriedades ou para alertar que problemtencis devem ser verificados
experimentalmente (CZODROWSKI et al., 2009).

Os estudos classicos de REA exigiam a sintesévdesds anélogos, estruturalmente
relacionados a um composto protétipo, e a realizadd sucessivos testes de atividade
biolégica. Apbés décadas de investigacbes de REA, pfissivel estabelecer algumas
generalizacdes sobre a influéncia de mudancasgstisiespecificas nos efeitos bioldgicos,
incluindo o tamanho e formato da cadeia carbOrdcaatureza e o grau de substituicdo e a
estereoquimica de um composto prototipo. As tésrtiealicionais de modificacdo molecular
e REA séo, ainda, importantes na descoberta desffésmacos, no entanto, sdo dispendiosas
e requerem extenso periodo de investigacao, evergnge bem sucedido (THOMAS, 2000).

No processo de descoberta e desenvolvimento disrf@imacos a taxa de sucesso de
novos candidatos selecionados para desenvolvimgfiiico € de aproximadamente 20%
(DIMASI, 2001), com a maioria das dificuldades lafiidas a propriedades farmacocinéticas
invidveis. Propriedades como baixa taxa de abspattis taxas de extragdo hepatica (EH) e
clearancehepatico (CLH) - que ocasionam baixa e varidvetisponibilidade; interacdes
medicamentosas e metabolismo realizado por enziwasdrficas, podem ser previstas nos
estudos de metabolismim silico e in vitro, proporcionando direcionamento para 0s
posteriores estudos clinicos (MINERS et al., 2004).

Um dos principais pilares desse processo conesatraa aplicacdo da Quimica
Farmacéutica Medicinal na geracdo de inovacbepéatmas (LOMBARDINO e LOWE,
2004; MCGEE et al., 2006). A validagdo de um noli@ anolecular é fundamental para
estabelecer a sua relevancia no processo fisidggtol em questdo (WERMUTH, 2003;
KLEBE, 2006). O estudo de metabolismio silico, através da aplicacdo de técnicas
computacionais de Modelagem Molecular (MM), aprésase como uma das ferramentas
mais amplamente utilizadas no processo de desemeito de novos farmacos (SINGH,
MALIK e SHARMA, 2006; EKINS, MESTRES e TESTA, 20072 MM ¢é definida pela
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IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemijtryomo a investigacdo das
estruturas e das propriedades moleculares, atrdoéaso da quimica computacional e
técnicas de visualizagdo grafica, visando forneoea representacao tridimensional, sob um
dado conjunto de circunstancias (SANT'ANNA, 20083sim, através da MM é possivel a
construcdo de modelos quimicos e/ou biolégicos, qoais, submetidos a programas
computacionais especificos, permitem visualizamufir e interpretar sistemas inter-
relacionados, como os envolvidos na interagdo féomeceptor, de acordo com a relagdo
estrutura-atividade (HENCKEL e BILLINGS, 1995).

A MM aplicada ao planejamento racional e definicis rotas de metabolismo de
candidatos a farmacos, esta relacionada com od#si#nento baseado em uma abordagem
fiosiopatologica e de efeito, envolvendo um compgsbtdtipo, seu alvo terapéutico e sua
acdo farmacolégica. Desta forma, auxilia no prazeds descoberta de novos farmacos
através da elucidagdo de diversas propriedades quotencial eletrostético, densidade
eletrbnica, calor de formacéo, energia de ionizagéergia dos orbitais de fronteira HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbitaé LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbijalque
podem proporcionar uma visualizagdo mais compleiasidtema farmaco-receptor. A
otimizacdo de um protétipo existente também podeesdizada com as ferramentas de MM,
além, também, da comparacdo estrutural entre makdiferentes, que fornecem a relacéo
de determinada atividade biol6gica (RODRIGUES, 2@ARVALHO et al., 2003).

As abordagen silico para previsdo de rotas metabdlicas abrangem urea d&
diferentes aspectos: eles vdo desde a previsacstdbilelade metabdlica global de um
composto, até a avaliacdo da energia de ligacderdasas metabolizadoras, para o célculo
de barreiras de reacdo (CZODROWSKI et al., 2008)urhas previsdes mais complexas de
comportamento molecular podem ser utilizadas ardeémodelos computacionais, tais como
previsdo do destino metabdlico do farmaco (BOYERalgt2007), da penetracdo na pele
(SANTOS-FILHO, HOPFINGER e ZHENG, 2004) e da idBcgicdo de toxicéforos -
caracteristicas estruturais de moléculas indicapaivavel toxicidade (SANDERSON e
EARNSHAW, 1991; PRIVAL, 2001; WILLIAMS e FEELY, 2®).

A MM pode ser aplicada por diferentes técnicasadado com o objetivo final da
pesquisa e as informacdes disponiveis para astwasudos ligantes e das proteinas.
Abordagens baseadas no conhecimento da estrututigasie consideram que o destino
metabdlico de um composto é exclusivamente umaecoi@cia de sua estrutura quimica e
caracteristicas. Estas abordagens incluem métodosletanica Quantica (MQ), em que

varios descritores sdo estabelecidos baseados etmdaséespecificos (por exemplo,
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classificadores, relagfes estrutura-atividade/gdpdes quantitativas ou QSAR/QSPR e 3D-
QSAR), e elucidacdo dos grupos farmacoféricos. @sodos de MQ utilizam calculos
tedricos, em varios niveis, para descrever a estrietronica de ligantes e para calcular as
energias de vérias espécies ao longo de um cardimieacao especifico (LIVINGSTONE,
2000; TODESCHINI e CONSONNI, 2000).

O conhecimento da estrutura molecular do alvopteceou do complexo ligante/alvo
permite o planejamento e desenvolvimento de inileslo enzimaticos ou
agonistas/antagonistas de receptores, atravésodesso de complementaridade molecular
(estéreo/eletrostética). Neste processo, planejarseandidato com propriedades estruturais
adequadas para o reconhecimento molecular e aurdargfinidade pelo receptor bioldgico.
Esta estratégia € conhecida como Planejamento @aseaEstrutura do Receptor (SBDD,
Structure-Based Drug DesiyKLEBE, 2006; GUIDO, OLIVA e ANDRICOPULO, 2008).
O SBDD é também chamado de planejamento diretcanfienta do CADD, considerado
quando existe situacdo ideal ao planejamento endelsemento de novos agentes
terapéuticosin silico, ja que se tem disponivel a estrutura 3D refesémim complexo
farmacol/ligante-biomacromolécula alvo. Além diseoSBDD permite também a selecao
virtual de ligantes nado-testados (LIU et al., 2008¥todos baseados no conhecimento da
estrutura da proteina utilizam as informac¢8es fud®s por resultados experimentais em 3D
(geralmente cristalografia de raios-X e RMN).

Estas informagfes podem ser utilizadas em estuelddM com simulagBes de encaixe da
molécula no sitio de ligacdo da proteina (KIRTONURRAY e VERDONK, 2005) e,
posterior avaliacdo da afinidade de ligacdo com pwrRtuacdo empirica ou baseada na
literatura (GOHLKE e KLEBE2002; JONES, WILLETT e GLEN, 1997; FRIESNER,
MURPHY e REPASKY, 2006; SOTRIFFER, SANSCHAGRIN e WIFER, 2008). Embora
estes métodos geralmente sejam bastante rapidgdifisiacdes comuns séo utilizadas com a
estrutura da proteina rigida e omissdo de moléalgaggua no sitio de ligacdo. Porém,
atualmente estudos mais complexos tém sido reabzamb intuito de suprir erros
provenientes das técnicas simplificadas, com atiip de proteinas flexiveis e moléculas de
agua consideradas estruturais, ou seja, partieigam processo de metabolismo realizado
pela proteina (KROEMER, 2007). Outra ferramentddras utilizada para correcéo de erros
€ a de simulagdes de Dindmica Molecular (DM), emlzamente significativamente no custo
dos sistemas computacionais necessarios (BRUIQI)20

Em contraste, a estrutura macromolecular do atvap€utico eleito pode néo ser

conhecida. Neste caso, o processo de planejamenia-se pelo estudo das caracteristicas
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multifuncionais dos ligantes conhecidos ou do liganendégeno envolvido na
fisiopatologia/farmacologia do processo sob ingegio. Esta estratégia € conhecida como
Planejamento Baseado no Ligante (LBRIyand-Based Drug DesignEm muitos casos, o
uso combinado das duas estratégias mencionada$) 8BIBDD, pode ser Util no processo
de descoberta de novos farmacos, gerando informadieionais fruto do sinergismo entre
as técnicas (BARREIRO e FRAGA, 2001; KUBINYI, 198VIITH, 2007).

1.2. ESTUDOS DE METABOLISMO

Substancias xenobibticas, como farmacos, ao sadeninistradas ao organismo, por
uma das vias de administragdo, sdo submetidas @e®ade biotransformacdo como
mecanismo de defesa contra substancias invasieas.datalisar essa reacdo, 0 organismo
aciona os sistemas enziméaticos, que facilitam oeatonda solubilidade das substéncias em
liqguidos corporais e proporcionam maior excrecdy, gkemplo, no figado. A cinética de
formacéo e excregdo dos metabdlitos, a partir mesféos, € fator importante para previsdo da
atividade terapéutica e determinacdo dos mecanisd®soxicidade de um farmaco
(PEREIRA, 2006).

A defini¢do do sitio de metabolismo (SOM, do isgte of Metabolisjnde um novo
candidato a farmaco € um dos pontos determinaatasatucidagéo e disposicéo de seu peffil
farmacocinético. Na maioria dos casos, a faseamsfisrmacédo metabdlica de uma substancia
xenobidtica engloba todo o processo de eliminagmrmganismo. Assim, qualquer fator
modulador da velocidade e da extensédo do metalmlEide alterar a disposi¢céo geral do
xenobidtico. Na maioria dos casos, 0 metabolismdf&lmacos leva a sua inativacdo e
eliminacdo. No entanto, o metabolismo também ppde,vezes, levar & geracdo de um
metabdlito ativo, que pode ser exclusivo ou pamaite responsavel pela resposta
farmacoldgica obtida. Em alguns casos, a transfpiimanetabdlica pode também produzir
intermediarios reativos, toxicos ou metabdlitos cpatenciais implicacdes toxicolégicas,
fator que torna imprescindivel a boa compreensédmei@mbolismo de um novo candidato a
farmaco no inicio do processo de desenvolvimentmesmo (GONDI e SEKHAR, 2001).

Dentre as propriedades ADME/Tox, o metabolismo révavelmente a mais
complexa, porque é um processo biolégico que erpvaina série de mecanismos e sistemas
enzimaticos, muitas vezes concorrentes. Fatore® @meatividade do substrato, interacao

entre ligante e enzima metabolizadora, e variagéastipicas e fenotipicas contribuem para
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a complexidade do processo de elucidagdo do metatm(KIRCHHEINER e SEERINGER,
2007; EVANS e RELLING, 1999).

Outro fator determinante na utilizacéo de ferram&igomputacionais para estudos de
metabolismo é a formacao de intermediérios reathessiltantes do metabolismo por enzimas
polimérficas. Essa informacdo é muito importante processo de descoberta de novos
candidatos a farmacos e conformacdes molecularesadi® estrutura envolvida, devido a
previsdo de variabilidade metabdlica. Além, tambéaavaliacdo do potencial de interacdes
medicamentosas, no que se refere a inibicdo owdmdda enzima participante, bem como o
efeito competidor da molécula pelo mesmo siticoatia enzima (GONDI e SEKHAR, 2001).

As reacgdes de metabolismo séo divididas basican@ntduas etapas: as reacdes de
Fase | e de Fase Il. As reagbes de Fase | sdceededuncionalizacdo, que introduzem um
grupo funcional polar & molécula. Alguns exemplesrelacGes de Fase | sdo a hidrélise de
grupos éster ou amida para os seus respectivos &ciélcool/aminas, hidroxilacdo de
carbonos arométicos e alifaticos, desalquilac8oetieroatomo (aminas secundarias/terciarias,
éteres e tioéteres) e oxidagdo de heteroatdme $-oxidacdo). As enzimas mais importantes
envolvidas no metabolismo de Fase | sdo as enzitaasuperfamilia do citocromo P450
(CYP), contendo flavina monooxigenases, esteragesamidases, sendo encontradas
abundantemente no figado e presentes em outroesdmdno, intestino, rins, pulmdes e
cérebro. Em alguns casos, os metabdlitos de Fsi® éxcretados diretamente ou, em outros,
sdo submetidos ao metabolismo de Fase Il antedirdmagdo. A Figura 2 apresenta um
esquema geral do caminho metabdlico que um farmzmbe sofrer no organismo,
evidenciando as reacdes de Fase | e Il, assim asmmossiveis produtos obtidos dessas
reacgoes.

Reac8es de Fase Il sdo geralmente reacdes dgyaodiy que introduzem uma funcéo
polar tanto na molécula original, como no metabdli¢ Fase |. Os metabdlitos conjugados,

resultantes, geralmente sdo mais polares que ut@lériginal e, portanto, mais susceptiveis

metabdlicas de glucuronidacéo, sulfatacdo e cogfigyde glutationa (GONDI e SEKHAR,
2001).



18

Xenobidtico, eg. fdrmaco (Lipofilico) Fase ll Metabélitos conjugados
—_— (Inativos)
Fase | Conjugacdo

Biotransformacao

Metabélitos funcionalizados (Hidrofilicos) Fase ll
Excrecdo
Inativo? Mais ativo?
Metabdlitos
Menos ativo? Reativos
Atividade | Téxico? |
diferente?

Figura 2 — Representacdo esquematica do metabolismo de fasnfemmobidticos), com ecanismos de fase |
(CYP) e fase llbem como os metabdlitos obtid

Aproximadamente 75% dos farmacos disponiveis ncadersdo metabolizados pe
isoformas de CYP: 1A2, 2C92C18, 2C19, 2D6,2E1 e 3A4 (STIJERNSCHANT:
VERMEULEN e OOSTENBRINK, 2008) (Tabela Cabe ressaltar quCYP1A2, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, e 3A4/5 sdo as principais isoform@iizadas nos estudcin vitro de
metabolismo do$armacos desenvolvidos atualmentssas isoform: contribuem para um
metabolismo combinado de mais de 90% de todos omaé®s no mercado, e s
contribuicdo individual, no que se refere a expressépética do citocromo P450, é
aproximadamente, 15%, 20%, 5%, 10%, 10% e 30% peotisamente ORTIZ DE
MONTELLANO, 2010).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para [@euls interacdo entre farmacao
asisoformas CYP (VAN DE WATERBEEMD e GIFFORD, 2003A MM que envolve
correlacdes estatisticas entre descricdo moleeustrutural, através da previsin silico,
pronove uma triagem computacional prévia, no descolmtonde novos farmacos (EKIN
STRESSER e WILLIAMS, 2003'A obtencéo de estruturas tridimensionais de praseftt
citocromo P450 associadas a candic a novos farmacos favorece os estudos de model
molecular, em que é possivel observar, em detathiederacao entre macro e micromoléc
(enzima e ligante). Os recentes avangos na cong#feata expressao e regulagéo do C
outros sistemas enzimaticos tém melhorado sigtifem@mente a previsddo metabolismo no

processo de desenvolvimento de novos candiddarmacos GONDI e SEKHAF, 2001).
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Tabela 1— Estruturas tridimensionais de citocromo P450 dondisponiveis, determinadas por cristalografia
de raios-X (SUN e SCOTT, 2010).

CYPs Cdodigo PDB Resolucgo (A) ObservagGes
CYP1A2 2HI4 1.95 Co-cristalizado com alfa-naftoflavona
CYP2A6 1710, 1711 1.90, 2.05 Co-cristalizado com cumarina e metoxsalen

Co-cristalizado com N,N-dimetil(5-(piridin-2-il)furan-2-
il)metanamina, N-metil(5-(piridin-3-il)furan-2-il)metanamina, (5-

2FDU, 2FDV, 2FDW, 2FDY 1.65-2.05 (piridin-3-il)furan-2-il)metanamina e Adritiol
2PG6, 2PG7, 2PG5 1.95-2.80 2A6 mutantes L240C;N297Q, N297Q/1300V e N297Q
CYP2A13 2P8&5 2.35 Co-cristalizado com Indol
CYP2Cc8 1PQ2 2.7 Sem substrato co-cristalizado
Co-cristalizado com montelucaste, felodipina e 9-cis-acido
2NNI, 2NNJ, 2NNH 2.28-2.80 retindico
CYP2C9 10G2, 10G5 2.55, 2.60 Co-cristalizado com varfarina
1R90 2 Co-cristalizado com flurbiprofeno
CYP2D6 2F9Q 3 Sem substrato co-cristalizado
CYP2E1  3E4E, 3E6l 2.60, 2.20 Co-cristalizado com 4-metilpirazol e indazol
CYP3A4 1TON 2.05 Sem substrato co-cristalizado
Sem substrato co-cristalizado e Co-cristalizado com metirapona e
1WOE, 1WOF, 1IW0G 2.65-2.80 progesterona
2J0D, 2VOM 2.75, 3.80 Co-cristalizado com eritromicina e cetoconazol

As isoformas de CYP possuem no centro cataltigoupamento heme, com diversas
especificidades de substrato (NELSON et al.,, 19BNDIC e DI CARLO, 1997). As
enzimas CYP catalisam a biotransformacéo de véubstratos enddégenos (por exemplo,
acidos biliares, esterdides e colesterol), bem comobidticos (farmacos, poluentes e
componentes da dieta). Enzimas CYP também sé&o nefpeis por mediar reacbes de
hidroxilagdo de carbono alifatico e aromatico, egagio de duplas liga¢cdes aromaticas ou
olefinicas, oxidacdo e desalquilacdo de heterogtaendesidrogenagcdo (RENDIC e DI
CARLO, 1997; SHIMADA, YAMAZAKI e MIMURA, 1994). Combase na homologia de
seqléncia de aminoacidos, os membros da supeda@WP sdo divididos em varias
subfamilias (NELSON et al., 1993).

O ciclo catalitico do CYP (Figura 3) envolve aaljgo de uma molécula de oxigénio
ao atomo de ferro no centro do grupo heme. A remlaigh molécula de oxigénio, com a
formacdo de &gua, e a transferéncia de elétromsnlév formagdo de um Unico radical de
oxigénio. Este radical pode reagir com o substddoenzima em diferentes pontos da
molécula, conduzindo a uma variedade de produtosgisseletividade do CYP na catalise
de reacdes é determinada por uma série de fatresergia necessaria para remover um
atomo de hidrogénio do substrato (energia de adgtrde hidrogénio), a estabilidade da
molécula apds a formacdo dos radicais de carbomocenformacdo do sitio de ligacédo
variavel do CYP (BREINHOLT et al., 2002).
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Figura 3 — Versdo simplificada do ciclo catalitico do citocr@iP450 STIERNSCHANTZ, VERMEULEN
OOSTENBRINK, 2008).

Os citocromos P450 que metabolizam farm estdoconfinadosas subfamilias 1, 2, 3
e 4, que sao divididaem isoformas. Aléma variabilidade d expresséo entre diferen
isoformas deCYP (por exemplo, CYP3A4 CYP2E1L), algumagpor exemplo, CYP2C¢
CYP2C19 e CYP2D6) também sdo expas polimorficamente contribuindo para
acentuadadiversidade n metabolismo de farmacos pelorganismo (WRIGHTON e
STEVENS, 1992;INGELMAN-SUNDBERG, OSCARSON e MCLELLA, 1999). O
polimorfismoapresentado por algumas isoformasCYP pode levar ao fracasso terapéu
ou efeitos adversos em uma -populacdo, 0 que representan enorme problema r
farmacoterapia.

A isoforma CYP2C9 metaboliz farmacoscomo fenitoina, tolbutamida e losaa.
Como CYP2C9 @olimorfa, diversosexperimentos de genotipageindicaram dois alelos
mutantes, com maiofrequéncii de mutacdo ocomelo em caucasianos (cerca de 1(
guando comparadoom chineses opopulac¢des afro-americané&s2%). O polimorfismo de
CYP2C9 causouwcomplicagfes durante o desenvolvimenia losartala, resultando em
farmacocinética andmakam pacientes com ale3 de CYRC9. O significado clinico des
polimorfismo é a reducdo da depuragdo farmaco e uma longa meia-vida em
metabolizadoredracos, quando comparac com metabolizadores noris. Geralmente,
CYP2C9 metabolizgarmaco: caracterizados como &cidos fracddguns dos farmacos
metabolizados poCYP2C9 possuem estreita janela terapéutfpar exemplc fenitoina e
tolbutamida). Assim, a inibicdo do CYP2C9 pode Itasisérias complica¢d clinicas por

interacdes farmactirmaco Sulfafenazol, fluconazol e amiodae@apresentaram grande
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potencial inibitério para o metabolismo @evarfarina mediado por CYP2C9. Da mesma
forma, a inducdo de CYP2C9 por farmacos como angfeina e o fenobarbital, tém
apresentando grande significAncia clinica, devidgoasivel reducdo da eficicia do
medicamento pela depuracéo crescente (STEARNS 4085b).

Os principais sitios de metabolismo de moléculseetiveis a CYP1A2 sdo aqueles
que apresentam estruturas planares, basicidaderadade volume médio. J& para moléculas
mediadas por CYP2C9 sédo caracterizadas por adigea, fipofilicas, com até duas ligacées
doadoras/receptoras de elétrons, com distanciaad® 8 do sitio de metabolismo. Técnicas
de modelagem molecular e relagBes estrutura-atigid@m mostrado que a maioria dos
substratos aromaticos contém regifes planas cagaeZesmar empilhamento com residuos
aromaticos no sitio ativo das diversas isoformasenzima CYP (SMITH, ACKLAND,
JONES, 1997).

A isoforma CYP1A2 esta envolvida na ativacdo deenteg mutagénicos
heterociclicos, arilaminas, alimentos e substancieancerigenas, tais como 2-
acetilaminofluoreno (GUENGERICH, 2000). A CYP1A2 tamliza também farmacos e
ingredientes alimentares, tais como a cafeinaemacktina. Essa isoforma tem apresentado
inducdo por um grupo diversificado de substandiis, como hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos, sendo considerados indutores provétigesta isoenzima (EATON et al., 1995).
A inducdo é geralmente mediada pelo receptor dedadboneto aromético (AhR), embora
substancias independentes de vias AhR tambémm@stSentes no processo de inducéo.

Alguns compostos com anéis heterociclicos, taisocpiridina e tiazol, possuem alta
afinidade com o grupamento ferro do heme. Estepostas foram estudados com o objetivo
de se tornarem potentes inibidores de enzimas E¥te. efeito foi determinado como sendo
devido a interacdo entre o par de elétrons do déttemo e o atomo de ferro do heme, como
resultado da transicdo do estado de maior endngiha-§pin interagdo do tipo I) para o estado
de menor energiddw-spin, tipo Il) de interacdo do CYP. A reducdo deFCo estado de
menor energia, pela enzima redutase, é dificultadgue gera maior poténcia inibitéria
(KUMAR et al., 1996; KEMPF et al., 1997).

Interag6es metabdlicas entre flavondides e assdisdasoformas de citocromos P450
sdo complexas e discutidas em diversos trabalhosnglados na literatura. A maioria dos
flavonéides encontrados nos alimentos €8glicosideos (HAMMERSTONE, LAZARUS,
SCHMITZ, 2000). A unidade glicosidica mais comum glicose, porém incluem-se também
a glucoramnose, galactose, arabinose e ramnose KCGAMMAN, 1996). A ligagcéop

desses agucares resiste a hidrélise por enzimasedéioas, porém, estudos mostram que as
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responsaveis pela hidrélise das moléculas de a@#maras enterobactérias produtoras de
glicosidases (HOLLMAN, KATAN, 1997; RICE-EVANS, 2@0 HEIM, TAGLIAFERRO,
BOBILYA, 2002; HODEK, TREFIL, STIBOROVA, 2002).

Duas B-endoglucosidades capazes de hidrolisar flavonoglessidicos tém sido
caracterizadas no intestino delgado de humandsindo a hidrolase florizina lactase (DAY
et al., 2000). Acredita-se que enzimas citosolicaspecificas também sdo responséaveis pela
deglicosilacéo de flavondides, permitindo a fornesagé um sitio de conjugacao (GOPALAN
et al., 1992).

Estudos de metabolisnio vitro e in vivo mostram que as interagfes entre isoformas
do citocromo P450 e flavondides tem como principadg;des a hidroxilagdo e a desmetilagéo
(NIELSEN et al., 1998; HOLLMAN et al., 1999; HODERREFIL, STIBOROVA, 2002;
BREINHOLT et al., 2002; BREINHOLT et al., 2003). qAins autores defendem que a
seletividade das isoformas de P450 no metabolisedflal’ondides é direcionada por
substituicbes de hidroxilagdo e metilacdo nas pesi3’ e 4’ do anel B (DOOTSDAR,
BURKE, MAYER, 2000; NIELSEN et al., 1998; KASAI at., 2009). A adicdo de hidroxilas
nessas posicdes favorece o aumento da capacidédeidamte dos flavondides, sendo a
hidroxila aromatica um determinante critico na @oade hidrogénio a radicais livres de
compostos fenélicos (NG, LIU, WANG, 2000).

Estudos evidenciam a hidrélise de rutina em qtieee subseqiente absorcédo pelo
organismo, por acdo de enterobactérias do intestaligado. Apds administracdo oral de
rutina, a quercetina é gradualmente recuperadal@mp de individuos com o célon intacto
(OLTHOF et al., 2000), mas ndo € detectavel nonpasle pacientes com ileostomia
(HOLLMAN et al., 1995). Rice-Evans e colaboradopespuseram um esquema metabdlico
da quercetina em que o heterociclo da flavona aadti em acidos fendlicos sujeitos a
subsequente desidroxilacd@-metilagdo, ou oxidacdo a derivados do acido benzéi
(EVANS, MILLER, PAGANGA, 1996).

Estudosin vitro do metabolismo de flavondides, dentre eles a gamima, com
microssomas de figado humano em presenca de NABfRHtaram na produgdo de uma série
de produtos desmetilados e hidroxilados. A seb#ide das isoformas de P450 por
hidroxilagdo e demetilagdo nas posi¢Bes 3’ e 4rforegistradas. Achados similares foram
observados em microssomas de figado de ratos fémegearindo a presenca de uma rota
preferencial para a biotransformacao de flavondéses/arias espécies diferentes. Os estudos
mostram que as isoformas CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 ¥P3A4 participam do
metabolismo de flavonéides, com diferentes afiréda@NIELSEN et al., 1998).
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1.4. ESTUDOS DEDOCKING NA PREVISAO DE ROTAS METABOLICAS

O docking é o método mais utilizado com a finalidade de famwa atividade
enzimatica que ocorre no organismo humano, comarfemtas computacionais que
possibilitam a previsdo do sitio de metabolismcsdbstrato, baseando-se na observagéo de
guais atomos estado expostos ou préximos ao ceateditico, o atomo de ferro do heme
(STIERNSCHANTZ, VERMEULEN e OOSTENBRINK, 2008; VANIJK, BOELENS e
BONVIN, 2005). Nestes experimentos, informacdesortgntes como distancia de ligacéo e
aspectos estruturais envolvidos na interacdo @stresiduos da enzima e do ligante, bem
como a orientagdo do substrato dentro do sitio alev enzima, sdo fornecidos através do
dockingde moléculas de interesse (JULSING et al., 208Bm disso, odockingé util na
determinacéo da regiosseletividade das reacodsadts por CYP.

O dockingé composto por um conjunto de previsfes baseadssngoeamento das
melhores poses atlusterde ocupacgao do substrato, ancoradas no sitio@diyroteina alvo.

A afinidade de ligacdo pode ser prevista atravésataparacdo de qudo efetivamente os
ligantes se ligam a proteina (fungbBes de pontuac@mnqueamento). O ranqueamento ou
classificacdo é estabelecido com a priorizagdgpdass energeticamente favorecidas e com
orientacBes de ligacdo efetiva a proteina, detewmtairpor algoritmo computacional. Essa
priorizacdo é definida por diferentes funcdes deutd da energia de interacéo, tais como
eletrostética, ligacdo de hidrogénio, van der Waaltropia e solvatagdo explicita, descritos
como uma combinac¢do de algoritmo de busca assoeaiddongdo de pontuacascpring) =
ranqueament¢gKROEMER, 2007).

A andlise conformacional de uma molécula é readizaela rotacdo de uma ligacao,
com mudancga paralela dos &angulos torcionais ouridid das ligagbes, e célculos
correspondentes de energia estérica, decorrentolol@posicdo espacial de atomos nao-
ligados e barreiras torcionais de rotagdo. Em amms de mecanismos moleculares e
bioativagdo, a andlise conformacional compreendepuocesso de trés etapas distintas.
Primeiro, os substratos sdo acoplados no siti@ atev proteina, com selecdo das poses
favoraveis energeticamente. Em segundo lugar, aespale docking escolhidas sao
submetidas & minimizagdo de energia, utilizandopcade forgas especificos, para simulagdo
de dindmica molecular com analise da orientag&ubetrato de ligacdo e a distancia do ferro
do grupo heme. E em terceiro, a abstragédo atontoddegénio de fragmentos selecionados
de ambos os substratos é calculada pelo métodouteica quantica (Figura 4). Esta

estratégia de previsao tem sido gradualmente aeeitiotada por diversos pesquisadores de
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qguimica computacional para realizar a previsao d@bolismo de farmacos (SUN e SCOTT,
2010). De modo geral, a escolha entre as aproxiesggidpostas por analise conformacional
depende das propriedades que se deseja avaligoredsao desejada e da capacidade
computacional disponivel para a realizacdo dos uldc (ANDRADE, TROSSINI e
FERREIRA, 2010).

Docking Molecular Quantum
dynamics chemistry

Figura 4 — Variagao da energia de ligagdo do substratofpamacéo de produto mediado por citocromo P450.
Uma combinagdo ddocking, dindmica molecular e célculo de quimica quéanticgppsta para previsdo de
metabolisman silico (SUN e SCOTT, 2010).

Product

Existem atualmente mais de 80.000 estruturas deéeipas ou acidos nucléicos,
(MILLER et al., 1994) ou sequéncia do genoma humpaca aplicacdo de gendmica
estrutural (SOUSA, FERNANDES e RAMOS, 2006), okgighr cristalografia de raios-X e
por ressonancia magnética nuclear (RMN), disposiviei banco de dados de proteinas
Protein Data BanKPDB) (www.rcsb.org/(Figura 5).

Muitas dessas macromoléculas, elucidadas estimiemée, desempenham um papel
vital em vias metabdlicas criticas e podem ser idersdas como potenciais alvos
terapéuticos, oferecendo oportunidades para a ldedace desenvolvimento de farmacos com
SBDD. Neste contexto, a exata previsao do ligdmge) como a forma de interacdo com as
macromoléculas de estrutura tridimensional conl@gci&l uma solucdo de fundamental

importancia no planejamento racional de medicansento
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Figura 5 — Crescimento do contetdo Protein Data Bankios dltimos anos. Numero de estruturas deposi
anualmente e nimero total presente no banco dedmPDB (PROTEIN DATA BANK, 2012).

Um crescente nimero de algoritmos de busca e farde pontuacgao c scoringestéo
disponiveis. Oalgoritmo de busc deve permitir queos graus de liberda do sistema
proteina-ligante a seamostrado sejesuficiente para incluir awverdadeias formas de
interacdo Naturalmente, os dois elementos criticos de algoritmo de busca s&o
velocidade e eficAcia na cobert do espago conformacional relevante. Entre ol
requisitos,a funcdo de pontuacéo deve representar a termoidia de interacdo do sister
proteinaligante adequadamel, bem como distinguias verdadeiras formas de intere de
todos os demais sitios rrados, eclassifica-los de forma ordenad&lém dissc ele deve
ser rapido o suficiente para permitir sua aplicag@or grande niimero de possiveis solug
(SOUSA, FERNANDES e RAMC, 2006).

A solucéo ideaseria combinar o algoritmo de bu com afunc¢éo de pontuag¢ mais
adequadogara determinado problel. No entanto, diversosstudos tém mostracque o
desempenho daderramentasde docking € altamente dependente s caracteristicas
especificagle cada sitio ¢ ligacdo e sua interacdo com o ligané que @valiacdo de qual
método seria 0 mais adequado, de maneira preciggase impossiveKUNTZ et al., 1982;
SCHULZ-GASCH e STAHI, 2003; CHARIFSON et al., 199€LARK et al, 2002; STAHL
e RAREY, 2001 HALPERIN, WOLFSON e NUSSINO, 2002;BISSANTZ, FOLKERS ¢
ROGNAN, 2000).

Em estudos dedocking séo utilizados algoritmos egmamente r4pidos, q
demonstren certa precisd Devido a vasta quantidade de dados pesquisadas, éi

necessario para se obter uma técnica com o mempotgossivelde analise para cada
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molécula. Uma das grandes vantagens observadaslinacéio de técnicas de modelagem
molecular baseadas na estrutura do receptor é sibjfidade de visualizar as diversas
alteracBes que ocorrem na molécula. Algumas afieeaque podem ser evidenciadas sdo: o
posicionamento correto dos hidrogénios receptordsaglores de elétrons, sitios ativos da
proteina que foram ocupados pelo substrato, dentres (YOUNG, 2009).

O sucesso de um algoritmo diecking na previsédo de interacbes do ligante é
normalmente medido em termos de desvio da raiz rqdadmédia rpot-mean-square
deviation,RMSD) entre o observado experimentalmente paraoagdes dos atomos dos
ligantes e aquela(s) previstas pelo algoritmo.eXiflilidade do sistema € um grande desafio
na busca das poses corretas. O numero de grausbaetdatle incluidos na pesquisa
conformacional € aspecto central e determinantefitééncia da pesquisa (MUEGGE e
RAREY, 2001).

Dentre os diversos algoritmos utilizados, destasanmos algoritmos genéticos.
Algoritmos genéticos sdo modelados com tracos masétdeais, sendo obtidos em uma
populacdo através da analise de mutagdo, herdiicme, etc. Assim, quando utilizado esse
tipo de algoritmo, inicialmente, o calculo gera up@pulacdo aleatéria (cada membro em
uma posicado ligante particular). Em seguida, gemc8ucessivas de moléculas sao
experimentadas, mantendo principalmente os tragosiderados superiores ("sobrevivéncia
do mais apto"), por combinacéo dos resultados é¢radns de pais e mutacBes aleatorias.
Depois de varias gera¢cbes, os mais aptos, ou sef, melhor pontuagcdo/energia, sdo
escolhidos para otimizacao. Algoritmos genéticodepo realizar simulagées completas em
um determinado estudo dedocking podendo ser executados rapidamente quando o0s
parametros sédo escolhidos de forma racional eiditeda (YOUNG, 2009; TSAI, 2002).

Ao iniciar estudos ddocking o pesquisador deve executar uma validacdo dtestes
realizados, com estruturas ja conhecidas na literapara se certificar de que os pardmetros
utilizados resultardo em intera¢gfes, do substrato a proteina, possiveis e aplicaveis. A
validacéo prévia dos pardmetros pode significangted nimero de interacdes, as dimensdes
da area a ser pesquisada, tamanha@rith ou qualquer outro parametro ajustavel. Como
exemplo de consideracBes paramétricas a serena@aslfemos que o nimero necessario de
interagbes serd maior para moléculas maiores e fieiveis, ou maiores sitios ativos
(WANG, LAI e WANG, 2002; THOMAS, 2000).

Um numero significativo de artigos tém sido puldios com comparagfes sobre o
desempenho de programasdbeking No entanto, estas publicagdes ndo sdo necessat@am

comparaveis entre si, porque ndo ha nenhuma madhidarsalmente estabelecida de
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desempenho ddocking A maioria das publicagdes utilizam-se dos segsirgarametros
comparativos: (1) a capacidade de reproduzir acposligante identificado a partir de
experimentos de cristalografia de raios X e RMNg3)recisdo da previsdo de vinculo das
energias livres, no ranking de ensaios bioquimisemelhantes, e (3) a capacidade de
discriminar os inibidores conhecidos de outros &ros. Felizmente, acredita-se haver uma
correlac@o bastante elevada entre essas métriédé DIJK, BOELENS e BONVIM, 2005;
SUN e SCOTT, 2010).

Dentre os programas mais utilizados para estudakcking o AutoDock € o mais
citado na literatura (Figura 6). Essa ampla utiiizapode ser devido a disponibilidade do
programa, que é gratuito para académicos, enq@anmaioria dos pacotes d®cking sdo
vendidos comercialmente. O AutoDock possui um atiojule ferramentas automatizadas de
dockingdesenvolvido n@he Scripps Research Institytdtp://autodock.scripps.edu/). Ele foi
projetado para prever como pequenas moléculas,ctaizo substratos ou candidatos a
farmaco, se ligam a um receptor de estrutura 3Dexda. Distribuicdes atuais de AutoDock
consistem de duas geracdes de software: AutoDaelAdtoDock Vina. O AutoDock 4 na
verdade consiste de dois programas principais: m2ack que realiza o acoplamento do
ligante a um conjunto dgrids ou caixas descrevendo o alvo da proteina; e o Aldagsie
pré-calcula essegrids. Além de usa-los para os estudos dieking grids de afinidade
atdmica podem ser visualizados. Isso pode ajudar,egemplo, no direcionamento dos
quimicos organicos sintéticos no desenvolvimentmethor ligante.

O AutoDock Vina nao requer escolha dos tipos dmate/ou mapas de pré-calculo de
grids para eles. Em vez disso, ele calculgnds internamente, para os tipos de atomos que
s80 necessarios, e faz isso quase instantanearBgigie disponivel, também, uma interface
grafica chamada AutoDockTools, ou ADT, que ajudadefinicdo de quais ligacdes serdo
tratadas como rotativas para o ligante e como deitis as analises de escala, dentre outras
coisas.

As principais aplica¢gdes do AutoDock podem sestaografia de raios X; estrutura
baseada em desenho de farmacos; otimizacdo matetridgens virtuaisHigh Throughput
Screening- HTS); projeto combinatorial de biblioteca de éwllas;dockingde proteina-
proteina; estudos de mecanismos fisico-quimico&u®Dock 4 é gratuito e esta disponivel
sob aGeneral Public LicenséGNU), enquanto que o AutoDock Vina esta dispdnéed a
licenca Apache, permitindo uso comercial e n&o come e redistribuicdo

(http://autodock.scripps.edu/
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Figura 6 — Programas utilizados em estudosidekinge nimero de citacdes de cada programa, analisddo p
ISI Web of Sciencé2005), considerando qualquer referéncia origi8@DUSA, FERNANDES e RAMOS,
2006).

1.5. A IMPORTANCIA DOS FLAVONOIDES COMO CANDIDATOS A NOVOS
FARMACOS

Os flavonodides sdo compostos naturais polifendligos constituem a classe mais
abundante de produtos naturais e dietéticos, pessem frutas (frutas citricas, cereja, uva,
macd), verduras (cebola, pimenta verde, brocalisate, espinafre), bebidas (chas de folhas e
graos), suplementos dietéticos e medicamentoefitpicos, comdsingo biloba sendo que
mais de 6.000 tipos diferentes de flavonoides foidentificados e classificados (HODEK,
TREFIL e STIBOROVA, 2002). Os flavono6ides possuemauestrutura molecular padrao

(Figura 7) e dividem-se em seis grandes classe®) coostrado na Tabela 2.
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Figura 7 — Estrutura molecular padrédo dos flavonoides (ANIRR SPOULOS e PAPAKY, 2010).

Extensas investigacdes de sua atividade nosadtBf anos demonstraram a
sua potencial capacidade preventiva de vérias dsertais como doenca cardiovascular,
doencas inflamatdrias, infec¢Bes virais, diabetetesordens neuroldgicas (SCALBERT e
WILLIAMSON, 2000; VAOUZOUR et al, 2008.; RATHEE eal, 2009;. ANDRES,
DONOVAN e KUHLENSCHMIDT, 2009). Dentre as diverspsopriedades bioguimicas e
farmacoldgicas, uma das atividades mais investgédasua contribuicdo para prevengao do
cancer. Flavonéides podem inibir a formacao de teme proliferagdo de células cancerosas
através de varios mecanismos biolégicos de acéo.

Os flavonoides ingeridos na dieta séo inicialmemtabolizados no intestino por
enterobactérias, sendo que flavondides glicosidisée frequentemente clivados em
flavonéides livres (agliconas) e ambos glicoside@gliconas séo absorvidos (HOLLMAN,
KATAN, 1997). Ap6s absorcao, os flavondides saomsetilos a outro importante local de
biotransformacéo, o figado, que contém ampla vadedle enzimas metabolizadoras de fase
| e ll. Os flavonodides sdo gradualmente hidroxil@o/ ouO-desmetilados por citocromo
P450 (Fase I) e, em seguida, submetidos a reagdesnjligacao (glicuronidacéo, sulfatacdo
e O-metilacdo) catalisadas por enzimas de fastdQE-EVANS, 2001).

Os efeitos enziméticos de ativacdo procarcinogérpeesente néamilia CYP1 do
citocromo P450, associados a rota metabdlica derftades, tem sido importante foco de
estudo para prevencdo de céncer durante a Ultinnaddé(KHAN et al., 1992; LE
MARCHAND, 2002; ANDROUTSPOULOS e PAPAKY, 2010).
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Tabela 2 — Classificacdo dos flavonéides e suas fontesealiates (HEIM, TAGLIAFERRO e BOBILYA,
2002).
Subclasses  Estrutura Principal ~ Flavonoides Fontes alimentares

Casca de macd, aipo, vinho tinto, pele

Flavonas Apigenina, luteolina, rutina do tomate
Flavonois Quercetina, kaempferol Cebola, macd, chas
Flavanois Catequina, epicatequina Chés
Flavanonas Hesperitina, naringenina, Frutas citricasgrapefruit

naringina

Antocianinas OO Cianidina Cerejas

Isoflavonas Genisteina, daidzeina Soja

As enzimas CYP1Al e CYP1B1 tém mostrado expresgéessiva em tumores e
metabolizacdo de pré-carcindgenos epoOxido interamiedi, que sédo ativados para diol-
epoxidos pela enzima epéxido hidrolase (MURRAY let1895;. MURRAY et al, 1997.;
SHIMADA e FUJII-KURIYAMA, 2004). O produto quimiconais comum, extensivamente
estudado por sua carcinogenicidade, é o Benzog®ifou B[a]P)A formacgdo de B[a]P-
7,8-diol-9,10-epdxidos, conhecido como regido di like epoxidos, causa aceleracdo nas
mutacdes do DNA, devido a alta reatividade destedytos quimicos (Figura 8). Qualquer

composto capaz de interferir neste processo, btoglee a formacéo de intermediérios
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reativos, pode potencialme prevenir a iniciagdo da carcinogénese. A capacicdos
flavondides em inibir aatividade enzimata de CYP1, e como resultada formagédo de
produtos carcinogénicomediados por CYF, tem sido defendidgor varios grupos d
pesquisa CIOLINO, WANG e YEF, 1998; CIOLINO, DASCHNER e YE} 1999;
CIOLINO e YEH, 1999\WEN e WALLE, 2005). Alémdisso, é cada vez m aceito que 0s
flavonéides podem sepor si mesmo substratos para enzim&yYP1, podendo causar a
inibicdo do crescimento de céluldtumorais pelaformacdo de produtos de conver
farmacologicamente mais ativos (ARROO et al., 2008,ARROC et al., 2009;
ANDROUTSOPOULOS:t a., 2009).

o Y
o:o - &

Benzo[a]Pireno Bla]P-7.8-di0]-9.10-epoxidos

Figura 8 —Reagao de transformacédoBenzo[a]Pireno (ou B[a]P) em B[aJR&-diol-9,10-ep6xidos.

Estudos recenteonfirmaram que o metabolismo oxidatide flavondide por CYPs
ocorre emmicrossomas ¢ figado humano, enzimas humamesombinante e Aroclor 1254-
induzida de microssomate figado de rato (BREINHOLT et al200z; BREINHOLT et al.,
2003). O envolvimento deYP1AZ como um dos principais contribuiis no metabolismo de
flavanonas (naringening hesperitina), flavonois (tamarixetin) #avona: (kaempferol,
apigenina e tangeretinagyrificadc por estudos de inibicapptencializadc por fluvoxamina,
um inibidor seletivo do CYP1A. resultou em formacdaeduzida ds metabdlitos
correspondentesidroxilado:. CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6ambém foram capazes
catalisar anetabolismo oxidativ de alguns dos flavonoides testadembora enquantidades
consiceravelmente menores do « CYP1A2. As principaisvias metabdlice envolvidas no
processo de oxidagacatalisad por CYP1A2, sdo a 3hidroxilacédo ' 4'-O-desmetilagdo do
anel B. No entantogssas reacd tambémforam observadas apenas quando os flavon
sofreram metabolismo p@YP3A4(BREINHOLT et al., 2002BREINHOLT et al., 2003).

Os flavondides gercetina naringina também demongtaan caracteristica inibitor

de CYP3A4, o queontribui para a supressdo dessa enziM&TO et al, 2001; HO e
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SAVILLE, 2001) CYP3AZ é a enzima mais abundante derdeeisoformas de C\ no

figado, e metabolizam numero significativo ¢ agentes cancerigeno: medicamentos.

Estudos em animaigJém de estudain vitro, ttm mostrado que astequinagpresentes em

chas e extratosdésintoxicante” aumentam a atividade de variamzimas antioxidante

como a glutationaedutase glutationa peroxidase, glutationar&®iutasecatalase, e quinona
reductase (KHAN et al.1992; VALERIO JR et al.,, 2001BORRADAILE et al, 2003;

EDENHARDER et al.2005).

Os flavonoéidesjuercetinarutina, naringina @aringenina (Figur9) sdo representantes

bastante estudados por apresent-se abundantementea dieta da maioria dos individuos

se destacam ndo apenas pelas propriedades tecapéatitioxidantes e redutoras

colesterol, mas também por modular o metabolismalidersos xenobidticos, tornar-se

foco de diversas pesquisas
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Figura 9 - Estrutura dos flavondides quercetina, rutina, rmgma e naringenin
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2. OBJETIVOS

Face ao exposto, o objetivo geral deste trabalbhaestudo do metabolismo de alguns
dos flavonoides mais abundantes na alimentacaocefire, rutina, naringenina e naringina,

através do emprego de ferramentas de modelagencutale

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Prever os principais sitios de metabolismo dosofidides em estudo, utilizando

ferramentas baseada no ligante, como o Metaprint2D;

* Realizar estudos ddocking entre quercetina, rutina, naringina e naringengtan as
isoformas CYP1A2 e CYP2C9;

» Propor os principais sitios de metabolismo destasdidatos a novos farmacos via

citocromo P450;

» Comparar os metabdlitos obtidos para os flavonéigiesrcetina, rutina, naringina e

naringenina.
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3. METODOLOGIA

Os estudosn silico do metabolismo de flavon6ides foram realizados estacdes
computacionais disponiveis no LabMol (LaboratémoRlanejamento de Farmacos e Estudos
de Metabolismo utilizando Modelagem Molecular) dacidade de Farméacia da

Universidade Federal de Goias, operando em sidtéma Ubuntu.

3.1. PREVISAO DO METABOLISMO UTILIZANDO METAPRINT2D

Para previsdo dos sitios de metabolismo (SOM)senuetabélitos dos flavonéides em
estudo, foi utilizado o programa MetaPrint2D. O &&tnt2D é uma nova ferramenta, que
implementa uma abordagem de cruzamento de dadas gaprevisdo dos sitios de
metabolismo dos xenobibticos presentes na litexatDralgoritmo é baseado em uma analise
estatistica das ocorréncias do atomo central,amggi a correlagdo em ambos os substratos e
metabdlitos, como impressdes digitais circularesa Bbordagem foi avaliada exaustivamente
e apresentada com uma precisdo comparavel as &masnexperimentais atuais. Além disso,
0 MetaPrint2D é capaz de fazer previsdes muito méguglas, permitindo que 0s quimicos
medicinais explorem os efeitos das modificacdesiestis no metabolismo de um composto
de uma maneira altamente responsiva e interativisle@Print2D é capaz de atribuir uma
pontuagdo de confianga para as previsées que garabase na disponibilidade de dados
relevantes e no grau em que um composto € modekdoalgoritmo (CARLSSON et al.,
2010).

O software Metaprint2D foi utilizado na plataformaveb (http://www-

metaprint2d.ch.cam.ac.uk/metaprint2d/), inserindddigoSMILESde cada flavondide.

3.2. PREPARO DAS PROTEINAS E DOS LIGANTES PARA OS BTUDOS DE
DOCKING

Para a previsdo de metabolisnmo silico utilizando as ferramentas de SBDD, foi
necessaria a busca das estruturas tridimensiorsgsistbformas de CYP determinadas

experimentalmente. As estruturas cristalograficas $oformas CYP2C9 e CYP1A2, de
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melhor resolucédo, foram obtidas no banco de daB& (Protein Data Bank sob os cédigos
1R90 (CYP2C9 cocristalizada com flurbiprofeno, 2Aale resolucdo) (WESTER et al.,
2004)e 2HI4 (CYP1A2 complexada com alfa-naftoflavon&51A de resolucéo) (SANSEN
et al., 2007).

Para os estudos decking as estruturas obtidas no PDB de CYP2C9 e CY Parsrf
preparadas: (i) a molécula do ligante foi remowdasitio ativo da proteina; (ii) as moléculas
de agua foram removidas, exceto as moléculas da @gsentes no sitio ativo - wat600,
wat819 e wat842 para CYP2C9 e wat733 para CYPLANEEN et al., 2007); (iii)) o
programaMolecular Operating Environmer{tMOE), versdo 2008.10 (Chemical Computing
Group Inc., Montreal, Canada), foi utilizado pardiceonar os hidrogénios e realizar
minimizacdo de energia, utilizando o campo de fT&BER99 (CORNELL et al., 1995) e
cargas atdbmicas AMBER99 (ODA, YAMAOTSU e HIRONO03) até que 0 RMS atingisse
valores inferiores a 0,01 kcal moA™, com o método truncado de Newton. O atomo de ferro
do grupo heme foi modificado para apresentar cdega3 (F&"). Os estados de protonacéo
foram calculados em pH=7, com o auxilio do progran@E, com a ferramenta "Protonate
3D". Os estados de protonacado das histidinas faedoulados de acordo com a presenca de
ligacbes de H.

As estruturas cristalograficas dos ligantes tamli@éram obtidas no PDB, sendo a
quercetina (cédigo PDB: 3NVY), rutina (c6digo PDBRY8) e naringenina (cédigo PDB:
2UXU), e tiveram suas cargas parciais calculadaszando o método semi-empirico AM1.

A estrutura da naringina ndo foi encontrada no RDBortanto, foi desenhada a partir
da combinagdo da molécula de naringenina e a frdgdgpicose da rutina, com suas devidas
modificagBes, na posi¢do 7 do anel A, no progran@EMApGs o desenho, a estrutura da
naringina foi minimizada utilizando o campo de ®@ryIMFF94x e suas cargas foram

calculadas utilizando o método AML1.

3.3. ESTUDOS DE DOCKING

Os estudos ddockingforam realizados com o programa AutoDock 1.5.4sae 4.2,
para previsdo do metabolismo de flavonoéides baseadstrutura (SBDD), com aplicacéo do
Algoritmo Genético Lamarckiano (GA).

As macromoléculas foram adicionadas de hidrogépalares e as cargas Kollman

foram atribuidas. Qlockingfoi realizado com a estrutura da proteina rigidas digantes
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flexiveis. A caixa de interacagrid) foi definida no Autogrid, com dimensées de 54 &
A x50 A (eixos x, y e z) para CYP2C9 e 58 A x 5& &0 A (x, y e z) para CYP1A2. Para
determinar a eficiéncia dgrid e os parametros diocking os protocolos de docking para
cada uma das macromoléculas foram validadedotking, utilizando o receptor (citocromo
P450) e o ligante original na estrutura do PDB. éirar pontuacéo deockingfoi aquela que
apresentou valor de RMSIR¢ot Mean Deviation Squgreual ou inferior a 2,0 A entre as
posicdes da estrutura cristalografica com as esasitobtidas do docking (WANG, LAl e
WANG, 2002).

3.4. MINIMIZAGAO DE ENERGIA

Para um refinamento dos resultadosldeking foram aplicadas novas abordagens nos
calculos de energia de diferentes poses. A anf@lisgmplificada através da selecao de uma
conformacédo/pose de cadaster, baseada no fato de que poses com posi¢des seteslda
pontuagdo tém um padrédo de interacdo similar. Abames complexos (conformacgdes ou
poses) de cada flavonéide foram selecionados e efidoe a minimizacdo de energia no
programa Desmond verséo 2.2, com campo de for¢cé5@HI5, algoritmasteepest descent
critério de convergéncia poragliente critério de gradiente de 0,05 A. A fim de detean
0os SOM do substrato, as distancias entre o ferragrdpo heme (CYP1A2, CYP2C9,
CYP3A4 e CYP2D6) e o possivel SOM dos flavonéiges\istos pelo Metaprint2D) foram
medidas, e selecionadas conformagbes que apresanthistancias cataliticamente ativas,

com valor igual ou inferior a 5 A.



4. ANEXO

ARTIGO SUBMETIDO EM REVISTA
(Journal of Molecular Graphics and Modelling)
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com os métodos computasiontlizados elucidaram as

estudo com os residuos de aminoacidos presentedtiossativos de CYP2C9 e CYP1A2.

As interagBes encontradas sugerem que a presancaddia de aclUcar exerce grande
influéncia no posicionamento estérico, ao interagm o sitio ativo da enzima, modificando
as interagdes realizadas pela molécula. As enZB&sséo responsaveis por mediar reaces
que exibem régio- e estereosselectividade. A reglestividade das transformacdes de
catélise por CYP450 - o0 atomo ou dtomos em queagioeocorre - € determinada por um
certo numero de fatores, incluindo a energia néciespara remover um atomo de hidrogénio
a partir do substrato (energia abstracdo do hidioyéa estabilidade do radical de carbono
resultante, e também da estrutura e da forma dp aitvo de CYP450, com especifica
variacdo do processo de catalise. As interacOesnileoacidos podem explicar a orientagéo
do substrato dentro do sitio ativo de CYP450.

Os estudos realizados apresentaram importantragdes de residuos de aminoéacidos
no metabolismo. Para a isoforma CYP2C9 foi possdixervar interacdes dos residuos
Asn474, Ser209, Thr304 e Argl08 com participacdo @umase todos 0S processos
metabolicamente ativos, sugerindo que estes reside@o importantes para a
regiosselectividade e posicionamento do subst@tmesmo foi observado para os residuos
Asp313, Phe226, Phe256 e Phe260 da isoforma CYPPRABEmM, para 0s aminoacidos
Phe226, Phe256 e Phe260 ocorreram também interagfes empilhamentoz,; sugerindo
que o empilhamento dos anéis ocorre quando o anleédzeno e o anel de pirano estdo em
conformacgdo estavel e favoravel ao metabolismordd &ndlico livre com o grupamento
ferro do heme.

As moléculas de 4gua estruturais apresentaranh gsgencial nas cavidades de ligacéo
dos citocromos P450, proporcionando alta mobilidpdea o substrato, o que facilita a

entrada e saida do ligante no sitio ativo e rederzeagia necesséria para esse deslocamento.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados aqui apresentados oferecem novaduoidades para otimizar a
aplicacao de flavondides como candidatos a novosaféos, capazes de serem metabolizados
pela familia do citocromo P450.

Como perspectivas deste trabalho, estudos conymeraom métodos vitro ein vivo

devem ser feitos para verificar a correspondérmmia @s estudos de metabolismailico.
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