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INTRODUCAO

A descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos consistem em um processo
complexo, em que é necessaria a integracdo de varias areas estratégicas como
inovacdo, conhecimento, tecnologia, gerenciamento e altos investimentos em
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D). O estudo do metabolismo de farmacos constitui
uma etapa importante durante o seu desenvolvimento, sendo necessario para a
aprovacao de seu uso em humanos®.

Nos ultimos anos, investigacbes sobre a atividade de flavondides demonstraram sua
capacidade de prevencdo potencial de diversas patologias, dentre elas doencas
cardiovasculares, desordens inflamatérias, infeccbes virais, diabetes e desordens
neurolégicas, além de sua conhecida acdo antioxidante. A elucidacdo do
metabolismo de flavonéides é ponto primordial para avaliacdo e classificacdo da sua
seguranca e eficacia como candidatos a farmacos.

As principais enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos na fase |
possuem como principais representantes a superfamilia do citocromo P450 (CYP).
As principais isoformas de CYP envolvidas no processo metabdlico in vivo de
flavonoides sdo: CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6%

Neste trabalho a modelagem molecular foi aplicada através de estratégias baseadas
no ligante e no receptor para a previsao in silico dos sitios de metabolismo dos
flavondides naringenina, naringina, quercetina e rutina (Figura 1), com as principais
isoformas da superfamilia do citocromo P450 (CYP2C9 e CYP1A2).

MATERIAL E METODOS
Neste trabalho, empregou-se o programa MetaPrint2D, um algoritimo para a
previsdo dos sitios de metabolismo baseado na estrutura de ligantes conhecidos®.

Assim, foi possivel a previsdo de metabdlitos de fase | para as moléculas da
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Figura 1. Estrutura dos flavonéides estudados.

guercetina, naringenina, naringina e rutina. Em uma segunda etapa, utilizou-se a
estrutura cristalografica do citocromo 2C9 complexada com o flurbiprofeno (cédigo
PDB: 1R90) e 1A2 complexada com alfa-naftoflafona (codigo PDB: 2HI4) para os
estudos de docking. Os calculos de docking foram realizados empregando-se o
programa AUTODOCK 4.2, utilizando o Algoritmo Genético Lamarckiano. Para a
macromolécula os hidrogénios polares foram adicionados e as cargas Kollman
calculadas. A caixa de interacao foi definida no programa AUTOGRID, sendo de 54A
x 60A x 50A (direcbes x, y e z) para CYP2C9 e 58A x 56A x 70A para CYP1A2. As
estruturas de quercetina (codigo PDB: 3NVY), rutina (cédigo PDB: 1RYS8) e
naringenina (codigo PDB: 2UXU) foram isoladas e otimizadas utilizando o campo
deforca MMFF94, no programa MOE 2009 (Chemical Computing Group,Inc.), até
atingir um gradiente inferior a 0,05 kcal.mol.A. Foram selecionadas as melhores
poses/conformacfes para cada flavondide e submetidas a procedimentos de
minimizagdo de energia utilizando o campo de forca OPLS2005. Posteriormente,
foram realizadas simulacdes de dindmica molecular (DM) de 10 ps no programa
Desmond v. 2.2. Os atomos que apresentaram uma distancia cataliticamente reativa

do heme, ou seja, de até 5 A, foram selecionados como possiveis sitios metabdlicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 100 conformacdes obtidas de cada flavonoide, apOs os estudos de docking de
CYP2C9 e CYP1A2, foram classificadas de acordo com sua capacidade de
reatividade com o Heme, e definidos seus principais sitios de metabolismo (Tabela 1
e 2).

As poses selecionadas apresentaram valores de distancia inferiores a 5 A, entre os
diversos sitios de metabolismo possiveis e o0 grupamento Heme. As principais
reacdes apresentadas para os flavondides em estudo foram as de hidroxilacéo,

desalquilagao e o-desalquilacéo.



Tabela 1 — Distancias e energias de ligacdo entre as poses selecionadas e o Ferro

do grupamento Heme de CYP2C9.

. Pose Sitios de : = AGca”
Flavonéide 4 Metabolismo d (A) Tipo de reacéo Jaslial)
C3-hidroxilagio | 3.26 hidroxilagao
aromatica
1 — -5.98
. . . I idroxilagéo
Naringenina C5'’-hidroxilacao 3.98 aromatica
2 C3-hidroxilacio | 4.35 hidroxilagdo 5.83
aromatica
1 C9'-o-desalquilagao 4.96 o0 - desalquilacéo -2.92
O7'-0-desalquilagéo 3.92 o0 - desalquilacéo -2.07
. S hidroxilagao
C5'-hidroxilacédo 3.71 aromatica
3 T -1.7
N i I idroxilagéo
Naringina C3'-hidroxilacédo 3.22 aromatica
4 C3-hidroxilago 3.17 hidroxilagdo 1.72
aromatica
5 C8'-desalquilagéo 3.93 desalquilacéo 5.42
6 C10'-desalquilagéo 4.97 desalquilagéo 7.64
_ S hidroxilagao
- 1 C5'’-hidroxilagao 2.85 aromatica -2.39
utina 5 O7’-o-desalquilacéo 3.91 o0 - desalquilacéo 11.68
C8'-desalquilagdo 4.40 desalquilagdo '
Quercetina 1 C2' - hidroxilagéo 4.34 h|dr0X|!za_ga0 -6.77
aromatica

Tabela 2 — Distancias e energias de ligacdo entre as poses selecionadas e o Ferro

do grupamento Heme de CYP1A2.

. Pose Sitios de . o AGcac’
Flavonoide 4 Metabolismo d (A) Tipo de reacéo (kcal/mol)
011" - desalquilacdo 4.04 desalquilagéo
1 . 45.92
Rutina Cl12'-0- 3.67 o - desalquilacdo
desalquilacéo
2 o7'-0- 4.64 0 - desalquilac&o 30.03
desalquilacéo
Quercetina 1 C2' - hidroxilac&o 4.51 hidroxilagao 7.42
aromatica

CONCLUSOES

As baixas energias de ligacdo apresentadas pela interagdo de CYP2C9 com
guercetina, rutina, naringina e naringenina, corroboram a participacdo dessa
isoforma no metabolismo de xenobidticos em geral. O mesmo é observado para a
interacdo entre CYP1A2 e quercetina, porém quando o flavondide metabolizado é a
rutina, altas energias de ligacdo foram identificadas, sugerindo a seletividade dessa

isoforma em relacdo a moléculas especificas.



Os estudos de modelagem molecular através de estratégias baseadas no ligante e
no receptor para a previsao in silico dos sitios de metabolismo para os flavondides
quercetina, rutina, naringina e naringenina tem apresentado-se satisfatérios no que
se refere & capacidade reativa observada. Para todos os flavonoides estudados
foram obtidas poses passiveis de metabolismo, com baixas energias de ligacéo.

Os estudos de CYP1A2 com naringina e naringenina também devem ser realizados
para que possamos estabelecer um estudo comparativo mais complexo em relagao
a seletividade e reatividade dos flavondides com algumas das isoformas da

superfamilia do citocromo P450.
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