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RESUMO

RAMOS, Carlos Henrique. Estudo da Interferéncia de Neolignanas Bioativas Isoladas
e do Extrato Hidroalcodlico de Piper rivinoides Kunth (Piperaceae) na atividade
do CYP1A. 2024. 93 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal ) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A familia Piperaceae, com cerca de 3.600-3.700 espécies, ¢ uma das mais diversas linhagens
vegetais, destacando-se o género Piper L., com aproximadamente 2.000 espécies. Estudos
fitoquimicos nas Piperaceae revelaram diversas classes de metabolitos, incluindo as lignanas e
neolignanas, que sdao conhecidas por sua rica diversidade estrutural e atividades bioldgicas como
antiparasitarias ¢ antitumorais. Neolignanas extraidas das folhas de Piper rivinoides Kunth
exibiram multiplas atividades bioldgicas, tais como leishmanicida, antifiingica, antibacteriana e
antitumoral. As enzimas do citocromo P450 (CYP450) formam uma extensa familia de
hemeproteinas essenciais no metabolismo de xenobioticos e enddgenos. As familias CYPI,
CYP2 e CYP3 sdao predominantes na biotransformagao oxidativa, capazes de catalisar diversas
reacdes em variados substratos. Este trabalho investigou a interferéncia das neolignanas isoladas
de Piper rivinoides e seu extrato hidroalcoolico sobre as enzimas recombinantes humanas
rhCYP1A1 e rhCYP1A2. Nos testes in vitro, o Eupomatenoide-5 destacou-se pela sua potente
atividade inibitoria, com Clso de 39,5 uM. Ensaios in vivo foram realizados em camundongos
das linhagens DBA/2 e Swiss. Andlises in silico foram conduzidas na plataforma SwissADME
e o docking molecular foi realizado usando o programa GOLD® 2022.1 for Windows com o
visualizador Hermes. Os resultados in vitro mostraram que tanto as neolignanas isoladas quanto
o extrato hidroalcodlico inibiram a atividade de 7ACYP1A1 e rhACYP1A2. Os ensaios in vivo
indicaram inducdo do CYP1A nos camundongos submetidos a tratamento crénico com
Eupomatenoide-5. O docking molecular revelou que os fragmentos na cavidade CYP1A1/A2
sdo cruciais para as interacdes das neolignanas, especialmente com eupomatenoide-5 e
eupomatenoide-6, que apresentaram as melhores pontuagdes € o maior nimero de interagdes
com residuos-chave, como Phel23, Phe224 e Phe258 (CYP1A1) e Phel25, Phe226, Gly316,
Ala317, 11e386 e Leud97 (CYP1A2). Essas interagdes favorecem contatos aromaticos m-m,
proporcionando um encaixe superior nos sitios ativos comparado ao conocarpano. Tais
resultados sdo relevantes para entender as interagdes farmacocinéticas entre as neolignanas
benzofuranicas e farmacos comercializados.

Palavras-chave: lignoides; inibi¢ao; citocromo P-450; rACYP1A1/A2; predi¢des in silico;
docking molecular.



ABSTRACT

RAMOS, Carlos Henrique. Interference Study of Bioactive Neolignans Isolated and
Hydroalcoholic Extract of Piper rivinoides (Piperaceae) in CYP1A activity. 2024. 93 f.
Tese (Doutorado em Biologia Vegetal)— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The Piperaceae family, with around 3,600-3,700 species, is one of the most diverse plant
lineages, with emphasis on the genus Piper L., with approximately 2,000 species.
Phytochemical studies in Piperaceae have revealed several classes of metabolites, including
lignans and neolignans, which are known for their rich structural diversity and biological
activities such as antiparasitic and antitumor. Neolignans extracted from the leaves of Piper
rivinoides Kunth exhibited multiple biological activities, such as leishmanicidal, antifungal,
antibacterial and antitumor. Cytochrome P450 (CYP450) enzymes form an extensive family of
hemeproteins essential in the metabolism of xenobiotics and endogenous agents. The CYPI,
CYP2 and CYP3 families are predominant in oxidative biotransformation, capable of catalyzing
different reactions on different substrates. This work investigated the interference of neolignans
isolated from Piper rivinoides and its hydroalcoholic extract on the human recombinant
enzymes rhCYP1A1 and rACYP1A2. In vitro tests, Eupomatenoid-5 stood out for its potent
inhibitory activity, with an ICso0f 39.5 uM. In vivo assays were carried out in mice of the DBA/2
and Swiss strains. In silico analyzes were conducted on the SwissADME platform and molecular
docking was performed using the GOLDO 2022.1 for Windows program with the Hermes
viewer. The in vitro results showed that both the isolated neolignans and the hydroalcoholic
extract inhibited the activity of 7ACYP1Al and rhCYP1A2. In vivo assays indicated induction
of CYPIA in mice subjected to chronic treatment with Eupomatenoid-5. Molecular docking
revealed that the fragments in the CYPIA1/A2 cavity are crucial for the interactions of
neolignans, especially with eupomatenoid-5 and eupomatenoid-6, which presented the best
scores and the highest number of interactions with key residues, such as Phel23, Phe224 and
Phe258 (CYP1A1l) and Phel25, Phe226, Gly316, Ala317, 11e386 and Leu497 (CYP1A2).
These interactions favor aromatic m-mt contacts, providing superior docking at the active sites
compared to conocarpan. Such results are relevant to understand the pharmacokinetic
interactions between benzofuran neolignans and commercialized drugs.

Keywords: lignoids; Inhibition; cytochrome P-450; rhCYP1A1/A2; in silico predictions;
molecular docking.
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INTRODUCAO

O Brasil possui a maior floresta tropical do mundo, que conta com uma enorme riqueza
natural, trazendo consigo uma grande diversidade vegetal que ¢ ambiguo, sendo um topico
atual de discussao na comunidade cientifica internacional (Leal et al., 2019).

A utilizagdo de plantas medicinais em comunidades tradicionais existe hd séculos e
realizam-se pelo preparo, por exemplo, de banhos e chas, utilizando folhas, cascas de caule,
frutas, 6leos, raizes, plantas inteiras, seivas e sementes (Poletto et al., 2020).

Existe uma grande variedade de substancias derivadas de plantas com diferentes atividades
bioldgicas que estdo associadas ao tratamento de diversas doengas. Os efeitos benéficos de
substancias de origem natural ou de semi-sintese representam, aproximadamente, um tergo
dos medicamentos aprovados nas Ultimas duas décadas(DI Nardo & Giliard, 2020). A sintese
total dessas substancias ¢ "economicamente impraticavel" devido a estereocentros multiplos ¢
uma generalizacdo que nao se aplica a todos os casos. Algumas substancias com multiplos
estereocentros sdo sintetizados em larga escala de maneira econdomica. Alguns exemplos
incluem morfina, taxol (semi-sintese) e podofilotoxina (Blakemore et al., 2018).

Esse interesse em produtos naturais tem gerado inimeros resultados, incluindo os avangos
baseados em triagem fenotipica e virtual (quimica computacional), que também favorecem
uma série de descobertas notaveis de produtos, tais como antimicrobianos, anti- inflamatoérios,
anti-helminticos, antidiabéticos e antitumorais (Teponno, Kusari & Spiteller, 2016; Khan,
2018; Chouna et al., 2021).

No entanto, ¢ preciso que estudos rigorosos sejam feitos para que novas substincias
possam estar disponiveis nas prateleiras das farmacias. Esses estudos incluem, dentre outros,
aqueles de interagdo medicamentosa, que estdo dentro da area da toxicologia (Santos et al.,
2019). Especificamente, uma vez que os xenobioticos, incluindo os farmacos, sdo
biotransformados por enzimas do complexo citocromo P-450, determinar a interagdo de
candidatos a farmacos nessas enzimas auxilia na previsdo de possiveis interagdes
medicamentosas. Assim, essa area da toxicologia ¢ de extrema importancia e merece atengao,
o que justifica a abordagem deste tema nesta Tese, que trata das neolignanas bioativas isoladas
de uma planta medicinal brasileira da familia Piperaceae. Essa familia de angiospermas basais
conta com o género Piper L. que tem levado a descoberta se substancias com diferentes
atividades bioldgicas (Koroishi et al., 2008; Santos et al., 2021; Felisberto et al., 2022; Ramos
etal., 2023).
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1-REVISAO DA LITERATURA

1.1 - Familia Piperaceae

A familia Piperaceae ¢ uma linhagem extremamente diversa de angiospermas que
habita regides tropicais em todo o mundo, sendo considerada um modelo para estudar
ecologia, historia evolutiva e diversificagdo. E formada por cinco géneros (Piper L.,
Peperomia Ruiz & Pav., Manekia Trel., Zippelia Blume, Verhuellia Miq.) e cerca de 4.300
espécies. Desses, somente os géneros Piper, Peperomia ¢ Manekia ocorrem no Brasil. O
género Piper L. tem grande relevancia na familia Piperaceae e o segundo maior género das
angiospermas (ca. 2.170 espécies) (Jaramillo & Manos 2001; APGIV, 2016; Perigo et al.,
2016; Simmonds et al., 2021; Valentin-Silva, 2020). Possui espécies de reconhecido uso na
medicina tradicional e como condimento, tais como Piper nigrum L. (pimento-do-reino), Piper
mollicomum Kunth (pimenta-de macaco), Piper aduncum L. (pimenta de macaco), Piper betle
L. (pimenta betel) e Piper methysticum G. Forst. (kava-kava) (Kamboj & Sharma, 2011;
Simmonds et al., 2021; de Luna et al., 2024).

Além de sua importancia para os humanos como condimento ¢ medicamento, inimeras
espécies de Piperaceae neotropicais coevoluiram com insetos, incluindo mariposas, abelhas
e besouros que realizam sua poliniza¢do. Ainda, a coevolugcdo com mamiferos (morcegos) e
aves garante a dispersdo das sementes (de Brito-Machado et al., 2022; Strutzenberger et al.,
2017; Wilson et al., 2012).

Viarias substancias isoladas de espécies de Piper e de Peperomia demonstram
atividades biologicas diversas, incluindo antifingica, antimicrobiana e inseticida (Bernuci et
al., 2016; Gaia et al., 2021; Amorim et al., 2021; Peixoto et al., 2021).

Investigagdes fitoquimicas de espécies de Piperaceae tém apresentado uma gama
enorme de substancias pertencentes a diferentes classes de metabolitos especiais, incluindo
derivados de acidos benzoicos (prenilados, lignanas, neolignanas, flavonoides, alcaloides,

amidas e cromenos (Moreira et al., 2016).
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1.2 — Piper rivinoides Kunth

Espécies do género Piper L. sdo fontes ricas de lignoides, metabolitos especiais
caracteristicos deste género. Em 2022, um total de 275 lignanas foram isoladas de plantas do
género Piper L.. Muitos exibiram uma ampla gama de propriedades farmacologicas e
atividades inibitorias dos CYP1A e CYP3A, por exemplo (Santos et al., 2021; Fan et al.,
2023). A espécie P. rivinoides (Figura 1) € rica em neolignanas que apresentam propriedades
inseticidas, bactericidas e fungicidas (Moreira et al., 2016; Leal et al., 2019).

Dentre as neolignanas isoladas de P. rivinoides destacam-se as benzofuranicas
eupomatenoide-5, eupomatenoide-6 e conocarpano que demonstraram importante atividade
leishmanicida e contra Candida albicans (Moreira et al., 2016). Além disso, essas neolignanas
também apresentaram importante atividade citotoxica (Fonseca et al., 2020). Essas atividades
biologicas relevantes justificam um estudo mais aprofundado das neolignanas benzofuranicas

de P. rivinoides.

Figura 1 - Piper rivinoides Kunth

Fonte: Moreira, 2019.
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1.3 - Lignoides

Lignanas e neolignanas sdo importantes agentes biodindmicos com diversidade
estrutural. S3o metabolitos especializados amplamente distribuidos em quase todas as plantas.
Biossinteticamente, sao derivados da via do &cido chiquimico (via do chiquimato) envolvendo
o acoplamento oxidativo de dois grupos fenilpropanoides (Ce-C3). Existem, também, lignoides
formados pelo acoplamento de mais de duas unidades C¢-C3 (Kumar et al., 2014; Teponno,
Kusari, & Spiteller, 2016; Shao et al., 2018). Lignanas e neolignanas demonstram atividades
bioldgicas, tais como antioxidante, antineoplésica, neuroprotetora, antimaldrica, antitubercular
(anti-TB) e antiviral (Zalesaka, Jean-yves & Pospisil, 2019).

Neolignanas constituem um subgrupo dimérico de fenilpropanoides (Cs-C3) formadas
por uma ligagdo B-B’ entre duas unidades, sendo que essas unidades se originam do
metabolismo da L-fenilalanina e podem diferir no grau de oxidagdo das cadeias laterais (C7-
C9) e na substituicao do anel aromatico (Ci-Cs) (Nagumo et al., 2019). Substancias que contém
dois mondmeros de fenilpropanoides (Ce¢-C3) ligados por carbonos C8 e C8' formam o
subgrupo das lignanas. Sendo assim, a falta dessa ligagao C8-C8' e a substituicao por qualquer
outro tipo de carbono sdo referidos como neolignanas (Figura 2) (Zalesaka, Jean- yves &
Pospisil, 2019). A descricdo das classificacdes de neolignanas e lignanas € um pouco confusa
e ndo segue uma terminologia padrao. Ha mengdo de classificagdes propostas por Gottlieb et
al. (1973), mas ndo fica claro como isso se relaciona com as classificagdes modernas ou se
essas classificagdes ainda sao relevantes.

E comum que as hidroxilas das lignanas/ neolignanas estejam protegidas por metilaciio
e, mais raramente, por glicosilacdo (Macedo et al., 2017). O acoplamento de vérias unidades de
lignanas formam as ligninas. Esses polimeros naturais fornecem sustentacao ao vegetal e, junto
com a celulose favorecem seu crescimento (ZaleSaka, Jean-yves, & Pospisil, 2019; Weng &

Chapple, 2010).
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Figura 2 - Representagdo da formagao de lignanas e neolignanas.

Fenilpropanoide

Fenilpropanoide

Fonte: Adaptado de Zalesak, Jean-yves & Pospisil (2019).

As neolignanas deste estudo (eupomatenoide-5, eupomatenoide-6 e conocarpano)
foram isoladas de folhas de P. rivinoides por Moreira e colaboradores (2016), que apresentam
uma variedade de atividades biologicas, como antifator de ativagdo de plaquetas (PAF),
leishmanicida, antifingica, antibacteriana, inseticida, bem como atividade tripanocida e
citotoxica (Vendrametto et al., 2010; Lazarin-bidoia et al., 2013; Moreira et al., 2016; Fonseca
et al., 2020). Estudos de Longato e colaboradores (2015) também descrevem a atividade
antitumoral in vitro e in vivo do eupomatenoide-5. Os resultados publicados mostraram que
esta substancia apresentou relevante atividade antiproliferativa in vitro para linhagens de
células tumorais de cancer de mama, ovario e prostata. O quadro 1 apresenta as estruturas das

neolignanas investigadas neste estudo.

Quadro 1 - Estruturas quimicas das neolignanas.

Eupomatenoide-6 Conocarpano

Eupomatenoide-5

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Representacdo das estruturas das neolignanas, construidas no programa de estruturagdo molecular
ACD/ChemSketch versao 2015.
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1.4 - Citocromo P450

As enzimas do citocromo P450 (CYPs) representam uma grande familia de
hemeproteinas envolvidas no metabolismo de diversas substancias endogenas e xenobioticas,
sendo a principal fonte de variabilidade na farmacocinética destas substancias (Chhonker et
al., 2018; Mcmillan & Tyndale, 2018). Em geral, o processo de metabolizagdao envolve a
modifica¢do quimica de substancias (por exemplo, medicamentos) em produtos que sejam
mais soliveis em agua para facilitar a excre¢ao renal e/ou hepatica. Esse processo pode ser
dividido em trés fases: fase I (solubilizac¢do), fase II (conjugacdo) e fase III (excrecdo).
Reagoes de fase [ sdo estudadas de forma mais intensiva. A regulacdo dos CYPs pode ocorrer
de varias maneiras, como variagdo genética e inducdo e repressao xenobiotica ¢ enddgena,
visto que a maioria das enzimas ¢ controlada multifatorialmente, incluindo polimorfismos
adicionais em transgenes regulatorios e fatores ndo genéticos do hospedeiro, incluindo sexo,
idade, doenga, influéncias hormonais e outros fatores, por exemplo, as variantes de perda de
funcdo podem levar a reducdo da depuragdo e ao aumento das concentragdes plasmaticas,
enquanto as variantes de ganho de fun¢ao levam a um aumento da depuragio e a concentragdes
mais baixas de determinado fAirmaco (Zanger & Schwab, 2013; David et al., 2013).

As familias CYP1, CYP2 e CYP3 representam o sistema predominante para a
biotransformacao oxidativa, levando a conversao de farmacos em metabdlitos com
caracteristicas mais hidrofilicas, podendo assim ser mais facilmente excretado do corpo
(Figura 3). Tais familias juntas, sd3o capazes de metabolizar quase 75% de todos os
medicamentos no mercado (Toselli et al., 2016), porém alguns CYPs atuam na homeostase de

acidos graxos, vitamina D, esteroides e acidos biliares (Zanger & Schwab, 2013).

Figura 3 - Representacao do metabolismo de xenobidticos apds a administracao.
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Fonte: Adaptado de Leon-Cachon et al.2012.
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O metabolismo de farmacos ocorre predominantemente no figado, sendo que o
metabolismo mediado por CYPs representa uma enorme fonte de variagdo na resposta aos
medicamentos (Miksys & Tyndale, 2013).

A Tabela 1 demonstra substratos tipicos de isoenzimas dos principais CYP no

metabolismo de farmacos e xenobidticos.

Tabela 1 - Substratos tipicos de isoenzimas CYP.

CYPs Substratos

1A2 Closapina, Cafeina, Paracetamol, R-varfarina, Teofilina, Fenacetina
2C9 Diclofenaco, Hexobarbital, Zidovudina, Losartana, Fenitoina, S-
varfarina

2C19 | Omeprazol, Pantoprazol, Fenitoina, S-mefenitoina, Diazepam

3A4 Alprazolam, Testosterona, Atorvastatina, Lidocaina, Eritromicina,

Ciclosporina

Fonte: Adaptado de SYCHEYV et al., 2018.

Os CYPs sdo capazes de catalisar uma série de reagcdes em uma grande variedade de
substratos, sendo que uma série de medicamentos do arsenal terapéutico, usados na atualidade
sao metabolizados por CYPs (Zhou et al., 2020).

Baseado em sua similaridade de sequéncia de aminoacidos, as enzimas sdo
categorizadas em familias que compartilham 40% de identidade, indicadas por um numeral
arabico, enquanto as subfamilias mostram 55% de identidade, indicadas por uma letra. Nos
seres humanos, ha 18 familias CYP, contendo um total de 57 genes funcionais (Machalz et al.,
2021). Além disso, 58 pseudogenes sao codificados por diversos grupos de genes distribuidos
em varios cromossomos autossomicos. Em contraste, os camundongos possuem 108 genes
funcionais e 88 pseudogenes (Nelson et al., 2004). A maioria dos genes humanos, que sdo
agrupados de acordo com sua sequéncia semelhante em 18 familias e 44 subfamilias, tém
funcdes endogenas especificas, incluindo a biossintese de hormodnios esteroidicos,
prostaglandinas e acidos biliares (Zanger & Schwab, 2013).

A especificidade de cada substrato ¢ uma caracteristica inerente de isoenzimas CYP,
assim, eles tém a capacidade de se ligar e transformar substidncias com forma, carga e
caracteristicas hidrofilicas e/ou hidrofobicas especificas (Roy, 2011; Sirim et al.,, 2010).

Algumas das isoenzimas CYP tém estereoespecificidade do substrato como o CYP2C9 que
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metaboliza S-varfarina, enquanto a R-varfarina ¢ metabolizada pelos CYP1A2 e CYP3A4
(Sychev et al., 2018).

A variagdo nos genes CYP resulta em fendtipos classicamente definidos como
metabolizadores ultrarrdpidos, extensos, intermediarios e fracos, que podem levar ao aumento
ou reducdo do risco da resposta de determinado farmaco (Ingelman-sundberg & Sim, 2010).

Os CYPs sdo caracterizados por uma ampla inter- e intra- variabilidade individual em
sua atividade catalitica, em que as principais fontes de diferencas na atividade enzimatica sdo
fatores ambientais, como a inibi¢do ou indu¢do de enzimas por xenobioticos, incluindo
farmacos e substancias presente em alimentos; fatores biologicos que incluem sexo, hormonios
ou estado de doenca e variabilidade genética (Haidukevich et al., 2018).

Os polimorfismos nos CYPs afetam a resposta individual do farmaco, que pode
levar a diferengas na depuracdo, meia-vida ou concentracdo plasmatica maxima que pode
resultar em reagdes adversas graves (Kirchheiner & Seeringer, 2007). O avango do estudo dos
polimorfismos genéticos na personalizacdo da medicina revela que os impactos, em relagao
aos eventos adversos a medicamentos (EAM), podem afetar a farmacocinética e a
farmacodinamica dos medicamentos, por conta das respostas individuais a medicamentos, tais
como ambientais ou fisiologicos, fatores genéticos (por exemplo, etnia e polimorfismo)
(Gummadi & Guddati, 2021).

Sabe-se que a maioria da variabilidade na atividade do CYP-450 ¢ devido ao
polimorfismo de nucleotideo Unico no gene CYP (Martiny & Miteva, 2013). Os CYPs,
portanto, sdo polimorficos, de forma que as mais importantes sao CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4/5 (Figura 4).

Figura 4 - Contribuigao das principais isoformas do CYP-450 para o

metabolismo de xenobidticos em humanos.
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& CYP2E1
CYP3A4
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CYP2D6
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Fonte: Pinto & Dolam, 2011.
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As estruturas de todos os CYPs compartilham véarios elementos, que sdo organizadas
em uma série semelhante de hélices e dobras, onde as dobras sdo predominantemente o-
helicoidais com uma pequena proporcao de B-folhas. Suas doze hélices sdo designadas de A a
L e sdo nomeadas em ordem alfabética a partir do N-terminal (Yasukochi & Satta, 2015; Tietz.
et al., 2017). Sequéncias de reconhecimento de substrato incluem (a) uma I-hélice altamente
conservada com um aminodcido treonina, que desempenha um papel essencial nos processos
cataliticos, (b) alca F/G e as hélices F e G, junto com a al¢ca B/C, que formam uma 'tampa'
sobre a cavidade do sitio ativo. O sitio ativo estd profundamente incluso na estrutura e
acoplado a regido externa por meio de uma rede complexa de canais de acesso e abriga um
cofator protoporfirina IX, que estd conectado ao dominio catalitico CYP por uma ligacao Fe-

S ao grupo tiolato de uma cisteina altamente conservada (Figura 5) (Kuban & Daniel, 2021).

Figura 5 - Estrutura tridimensional do CYP1A2 complexada

com a-naftoflavona.

Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Imagem obtida pelo Pymol Molecular Graphics versao 1.4.1.
Grupo heme em azul, ligante a-naftoflavona em verde.
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1.4.1 - Hemeproteinas

Proteinas heme, ou hemoproteinas, sdo um grupo de proteinas que transportam heme
como o grupo prostético. As proteinas heme sdo onipresentes em sistemas bioldgicos e exibem
diversas atividades bioldgicas. Estes incluem as fungdes classicas de transporte e/ou
armazenamento de gas e transferéncia de elétrons, sendo elemento chave da atividade
catalitica das enzimas (Li, Bonkovsky & Guo, 2011). Estruturalmente, o grupo heme ¢
composto por um atomo de ferro coordenado com 4 anéis pirrdlicos, sistema conhecido como
a porgao protoporfirina (Figura 6). O ferro do grupo heme esta ligado a um residuo de histidina
da cadeia de globina e ao oxigénio que se liga em outra posicdo coordenada de ferro
(Tsiftsoglou, Tsamadou & Papadopoulou, 2006).

O Heme contém Fe*? ou Fe'® protoporfirina IX em seus sitios ativos, e esses grupos
sdo ligados a uma estrutura polipeptidica via residuos de histidina, tirosina, metionina, cisteina
ou lisina, sendo essencial para todas as células, funciona como o grupo prostético de diversas
hemoproteinas, como hemoglobina, mioglobina, citocromos respiratérios, CYPs, catalase,
peroxidase, triptofano pirrolase e 6xido nitrico sintase (Gebicka, 2020).

O grupo heme ¢ sintetizado no figado, sendo necessario, principalmente, para
formacao dos CYPs, que sdo localizados principalmente no reticulo endoplasmatico, onde
rapidamente oxidam a uma variedade de produtos quimicos, incluindo farmacos, esteroides

enddgenos, vitaminas, acidos graxos e prostaglandinas (Phillips, 2019).

Figura 6 - Representagdo tridimensional do grupo HEME.

Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Figura obtida utilizando o Pymol Molecular Graphics versao 1.4.1.



27

1.4.1.1 - CYP1A, CYP1A1l e CYP1A2

A familia CYP1, um membro da superfamilia CYP, inclui trés proteinas: CYP1AI,
CYP1A2 e CYPIBI. O CYP1A1, em humanos, ¢ encontrado principalmente em tecidos extra-
hepaticos: pancreas, timo, utero e intestino delgado. Participa do metabolismo de um grande
nimero de xenobioticos. A sequéncia de aminoacidos do CYP1A1 (40% de identidade), ¢
altamente conservado entre humanos, ratos e camundongos (Bruno & Njar, 2007; Nebert &
Karp, 2008; Go, Hwang & Choi, 2015). As diferengas de atividades das duas isoformas da
CYPI1A (CYP1A1 e CYP1A2) sdo, com base em comparagdes de seus valores de afinidade,
capacidade e depuragdo intrinseca. Notoriamente, CYPIA1l e CYP1A2 humanos sio
considerados facilitadores mais eficientes desta biotransforma¢ao do que suas homoélogas no
rato (modelo animal altamente estudado em farmacocinética). Embora a expressdo de CYP1A2
parega estar limitada ao figado, j4 0 CYP1AL1 ¢ expressado normalmente no pulmao, placenta,
rins e intestino, com a atividade sendo intensificada em resposta aos indutores (Elsherbiny &
Brocks, 2010).

A subfamilia CYP1A expressada nos rins apresenta atividade enzimatica relativamente
baixa. A atividade do CYPIA pode ser induzida por xenobidticos e produtos quimicos
ambientais, tais como fenobarbital, 3-metil-metilcolantreno, piridina, cafeina e nicotina. O
CYPIAIl ¢ um dos CYPs mais ativos no metabolismo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP) (Chandrashekar & Mehvar, 2020), enquanto o CYP1A2 ¢ ativo em aminas
aromaticas e substancias heterociclicas.

O CYPIA ¢ uma das enzimas metabolicas de farmaco de fase I, e participa da
biotransformacao de cerca de 9% dos farmacos clinicos, como analgésicos, antipiréticos,
antipsicoticos, antidepressivos e anti-inflamatorios. Além de medicamentos, o CYP1A
também estd envolvido na ativacdo ou desativacdo bioldgica de muitos poluentes do meio
ambiente. Mais importante ainda, o CYPIA ¢ um importante contribuinte para a
biotransformacao de muitas substancias enddgenas, incluindo melatonina, progesterona e
estradiol (Lu et al., 2020).

Em suma, o CYP1A1l ¢ expressado em baixos ndveis em todas as espécies, ja o
CYPI1A2, ¢ altamente expresso no figado, ¢ mais variavel dependendo da espécie. Em geral,
CYP1A ¢ indutivel em roedores e ndo roedores (Martignoni, Groothuis & Kanter, 2006), porém

existem muitos indutores fracos de CYP1AIl, como algumas vitaminas e flavonoides,
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atenuam a ativagao de 308 genes dependentes de receptor de hidrocarbonetos arila (AhR) por
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) e arilaminas (Perepechaeva et al.; 2017). A
primeira estrutura cristalina do CYP1A1 foi descrita com resolugdo de 2,6 A, complexada
com a a-naftoflavona, fornecendo uma ferramenta util na busca de candidatos a inibidores
potentes para essa enzima nos estudos in silco (Walsh, Szklarz & Scott, 2013). O CYP1A1
desempenha um importante papel no metabolismo de substratos endogenos e exdgenos.
Embora o CYP1A1 desempenhe um papel na biotransformagdo de xenobioticos, ele estd mais
associado a biotransformacao de HAP (Badal & Degola, 2014). A transcri¢ao da familia CYP
1 ¢é regulada pelo receptor de hidrocarbonetos arila (AhR), que é responsavel por regular a
atividade da familia CYP1 como fator de transcri¢do ativado por

ligante ( Nebert & Karp, 2008; Go, Hwang & Choi, 2015).

Em humanos, o CYP1A2 representa aproximadamente 13% do conteudo total do CYPs
no figado, e metaboliza cerca de 20% dos medicamentos em uso clinico, como a fenacetina,
isoniazida, teofilina, clozapina, além de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) e
derivados de imidazoquinolina (Pan et al., 2014; Guo et al., 2021).

A atividade do CYP1A2 pode variar de individuo para individuo e ser afetada por
diversos fatores como o tabagismo, fAirmacos e genéticos (polimorfismos). Sua expressao no
figado € regulada por AhR e outras vias metabdlicas, incluindo a degradagdo do mRNA e da
proteina CYP1A2, ativagdo cis e trans de fatores de transcricdo, fusdes alternativas,
estabilidade do RNA, microRNAs reguladores e epigenética (Djordjevic et al., 2008; Ghotbi
et al., 2009).

Estudos de modelagem, como de Zhou e colaboradores (2009) observaram que a
maioria dos substratos do CYP1A2 sdo hidrofobicos com altos valores de Log P, sugerindo
que as interagdes hidrofobicas desempenham um papel importante em sua ligacdo ao
CYPI1A2. Os substratos CYP1A2 geralmente contém um anel planar que pode se encaixar no
sitio ativo da enzima (Sansen et al.,, 2007). Algumas substancias naturais podem inibir o
CYP1A1/2, como a rutaecarpina, evodiamina e desidroevodiamina que sdo alcaloides
quinazolinocarbolinicos, isolados de FEvodia rutaecarpa, usada na medicina tradicional
chinesa para o tratamento de distirbios gastrointestinais, dores de cabeca e hipertensao (Qiu
et al., 2008). A tabela 2 apresenta as principais familias CYP metabolizadoras de substancias

em humanos, camundongos e ratos.
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Tabela 2 - Principais familias CYP metabolizadoras de substancias em humanos,

camundongos e ratos.

Familia Subfamilia  Humanos Camundongos Ratos
CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2
B 1B1 1B1 1B1
CYP2 A 2A6, 2A7,2A13 | 2A4, 2A5, 2A12, 2A22 2A1, 2A2, 2A3
B 2B6, 2B7 2B9, 2B10 2B1, 2B2, 2B3
C 2C8, 2C9, 2C18, | 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C40, | 2C6, 2C7, 2C11,
2C19 2C44, 2C50, 2C54, 2C55 2C12%, 2C13%, 2C22,
2C23
D 2D6, 2D7, 2D8 209, 2D10, 2D11, 2D12, 2D13, | 2D1, 2D2, 2D3, 2D4,
2D22, 2D26, 2D34, 2D40 205, 2D18
E 2E1 2E1 2E1
CYP3 A 3A4, 3A5, 3A7, 3A11, 3A13, 3A16, 3A25, 3A1/3A23, 3A2, 3A9,
3A43 3A41, 3A44 3A18L 3A62

Fonte: Adaptado de Martignoni et al., 2006.

1.5 - Proteinas Humanas Recombinantes (rhCYP)

Os modelos de uso experimental com CYPs obtidas de microssomos hepaticos de
roedores tem sido empregado com éxito, porém, como mencionado anteriormente, os CYPs
obtidos conservam similaridade parcial com a dos humanos. Para garantir que uma
determinada substancia interfira com um CYP humano, por logica, devem ser usados sistemas
que reproduzem o méaximo possivel o que acontece no organismo humano (Zou, Spencer &
Sun, 2022).

A producdo de proteinas recombinantes ¢ de grande importancia para a pesquisa
terapéutica e biomédica, pois varios sistemas de expressdo, incluindo bactérias, leveduras,
plantas, insetos e células de mamiferos estao disponiveis para esta finalidade (Zou, Spencer &
Sun, 2022).

O uso de sistemas bacterianos na expressdo recombinantes fornece um método
poderoso para a produgdo de proteinas CYPs que contorna a necessidade de obter proteinas
de fontes animais ou humanas (Zelasko, Palaria & Das, 2013). As enzimas CYPs humanas
recombinantes (r2CYP) tém se mostrado uteis para pesquisas sobre o metabolismo de drogas.
Dessa forma, muitos sistemas de expressao de CYP heterologos foram desenvolvidos (Ahn &
Yun, 2004). Os sistemas com expressao em bactérias, sobretudo Escherichia coli, tém sido

utilizados para a producdo de proteinas recombinantes de varias
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CYPs. Nesses sistemas, a expressao e o rendimento chegam a 30%. Proteinas como insulina,
eritropoietina, horménio de crescimento, entre outros, podem ser produzidas por sistema
usando bactérias (Ahn & Yun, 2004; Espejo-mojica. et al., 2015; Quehl et al., 2016).

A expressdao de rhCYP ¢ importante na identificagdo de rotas metabolicas e na
quantificagdo da contribui¢do dos CYPs individuais no metabolismo total de substancias
candidatas a novos farmacos (Kitsati, Mantzaris & Galaris, 2012; Roy. et al., 2013). As rACYP
sao de facil aquisi¢cao no mercado e de grande reprodutibilidade experimental, o que promove
uma alta procura para estudos in vitro. Recentemente, tem havido crescente interesse na
utilizagdo dos ##CYPs, como alternativa aos Microssomos Hepaticos Humanos (MHH) e
cultura de hepatocitos, na extrapolacao in vitro-in vivo (IVIVE), para estimar a dimensao da
depuracao hepatica in vivo de substincias quimicas (Kudugunti et al., 2010; Prasad et al.,
2011). Além disso, para alcancar atividade maxima catalitica, bem como expressdo proteica
sdo empregadas varias estratégias (Ahn & Yun, 2004).

Outra questao a se considerar ¢ a escolha da quantidade de enzima recombinante a ser
utilizada na reagdo, podendo variar de acordo com a estratégia experimental empregada, pois
os supersomos podem produzir atividades, em geral, mais altas que o microssomo hepatico

quando da avaliagdo de uma determinada isoforma de CYP (BD Bioscience, 2009).

1.6 - Interacdes entre metabolitos especiais naturais e farmacos sintéticos

Os medicamentos sdo essenciais no tratamento médico, mas a resposta clinica a eles
pode variar de forma significativa entre os pacientes e levar a eventos adversos causando, em
alguns casos, resultados indesejados. A caracterizacdo das isoenzimas € importante para
prevenir ou evitar efeitos adversos ou falta de resposta do tratamento a um paciente que faz
uso de varios farmacos, devido a capacidade de inibicdo ou indugdo de CYPs por vdrias
substancias (Bohnert et al., 2016).

A inibigdo e a indugdo de CYPs sdo mecanismos centrais que resultam em interagdes
medicamentosas clinicamente significativas (DDIs). As caracteristicas e os fatores reguladores
de varias enzimas CYP ja foram elucidados e os detalhes dos mecanismos de inibi¢do foram
descobertos por estudos em enzimas isoladas ou expressas em fracdes de tecidos. Receptores
nucleares como importantes fatores de transcri¢do de deteccdo de xenobidticos e como

reguladores da indugdo do CYP foram elucidados (Hakkola et al., 2020).
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Alimentos e medicamentos sao freqiientemente de uso concomitante, no entanto, certos
alimentos podem criar uma interagao, alterando a biodisponibilidade de certos medicamentos
(Bailey, 2010). Substancias de origem vegetal podem influenciar a eficacia terapéutica de
medicamentos, alterando suas caracteristicas de absor¢ao por meio de interagdes com sistemas
enzimaticos. As interagcdes entre alimentos e medicamentos podem ser definidas como
modificagdes na farmacocinética ou farmacodindmica de um medicamento (Otles & Senturk,
2014), assim como modificagdes no estado nutricional, causadas pela ingestdo de um
medicamento, ou como resultado de fatores fisicos, quimicos, fisioldgicos ou fisiopatologicos
na relagdo entre um medicamento e um nutriente (Amadi & Mgbahurike, 2017).

Notoriamente, estamos expostos a um grande niumero de substancias quimicas, seja
pela dieta, uso de cosméticos, locais de trabalho, poluentes ambientais, entre outros. Muitos
desses produtos quimicos sdo inibidores ou indutores de enzimas CYP e, por isso, o estudo de

interagdo medicamentosa ¢ tdo importante (Pelkonen et al., 2020).

1.6.1 - Inducdo e inibicdo enzimatica

Interagdes farmacocinéticas (PK) representam um dos principais contribuintes para o
fracasso de determinada terapia medicamentosa, a0 passo que sua compreensao aumentou
muito nas ultimas trés décadas, principalmente, devido a disponibilidade de técnicas
moleculares e analiticas que avangaram no conhecimento da bioquimica do metabolismo e
transporte de substincias. Dessa forma, muitos fdrmacos tém sido identificados como
inibidores ou indutores de enzimas metabolizadoras de xenobiodticos, sobretudo os CYPs
(Polasek, 2011).

A inibicdo e indugdo das enzimas CYP envolvem mecanismos centrais, que pode
resultar em interagdes. Varios estudos de interacdes elucidam caracteristicas e fatores
regulatorios de diversas CYPs em grande extensdo, onde os mecanismos detalhados de
inibicao j& foram evidenciados por estudos sobre enzimas e fracdes teciduais isoladas ou
expressas, relacionando os receptores nucleares como importantes fatores de transcrigdo com
sensibilidade xenobiotica e como reguladores da inducdo (Zanger & Schwab 2013; Hakkola
et al., 2020). Para evitar potenciais interacdes medicamentosas ¢ desejavel farmacos que nao
sejam inibidores ou indutores potentes do CYP. Entretanto, as interagdes medicamentosas

causadas por inibi¢do mutua sdo quase inevitaveis, porque o metabolismo
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mediado pelo CYP representa uma importante via de eliminag¢do de muitos medicamentos e

porque a mesma enzima CYP pode metabolizar uma série de substancias (Lin & Lu, 1998).

1.7 - Descritores fisico-quimicos para a predicdo de pardmetros ADME e SAR

Parametros de Absorc¢ao, Distribui¢do, Metabolismo e Excrecao (ADME) podem ser
avaliados separadamente por métodos dedicados. Tem sido demonstrado que a estimativa
precoce de ADME na fase de descoberta de um novo farmaco reduz drasticamente a fragdo de
falhas relacionadas a farmacocinética nas fases clinicas (Hay et al., 2014). Modelos
computacionais tém sido promovidos como uma alternativa valida aos procedimentos
experimentais para predicdo de ADME, especialmente nas etapas iniciais de estudo, quando
as estruturas quimicas investigadas sdo numerosas, mas a disponibilidade de substancias ¢
escassa (Daina, Michielin & Zoete, 2017).

No inicio dos anos 60s ocorreu um grande avango no planejamento racional de
bioativos, em especial de farmacos, com o inicio dos estudos de QSAR (do inglés, Quantitative
Structure-Activity Relationships, traducao: Relagdes Quantitativas entre Estrutura quimica e
Atividade bioldgica). No entanto, somente em 1964, as relacdes entre estrutura quimica e
atividade bioldgica passaram a ser descritas de forma quantitativa, sendo este considerado o
ano de nascimento do QSAR (Piccirillo & Amaral, 2018).

A rapidez no desenvolvimento da sintese combinatoria e técnicas de triagem de alto
rendimento permitem uma maior capacidade de gerar e avaliar centenas de milhares de
substancias contra alvos biologicos relevantes em um tempo relativamente curto. Dessa forma,
a perspectiva era que o surgimento e a aplicacdo dessas novas técnicas pudessem aumentar
muito a eficiéncia da descoberta de novos farmacos (Daina, Michielin & Zoete, 2017). No
entanto, as altas falhas de transformacdo de candidatos em novos farmacos sao causadas
principalmente por perfis indesejaveis de ADME e falta de eficiéncia (Tian et al., 2015).

Uma grande variedade de métodos in silico compartilham o objetivo de prever
parametros de ADME a partir da estrutura molecular (Daina, Michielin & Zoete, 2017). O
trabalho pioneiro de Lipinski e colaboradores (1997) que examinou substancias ativas por via
oral para definir faixas fisico-quimicas, atualmente, a “Regra dos 5 de Lipinski ¢ amplamente
difundida na area da Quimica Medicinal, sendo usada rotineiramente nos protocolos de

descoberta de farmacos (Piccirillo & Amaral, 2018).
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A maioria das ferramentas ADME in silico estdo disponiveis gratuitamente, de modo
que o SwissADME permite a estimativa de que uma substancia quimica seja substrato da
glicoproteina P (P-gp) ou inibidor de isoenzimas CYP. Célculos de propriedades fisico-
quimicas moleculares sd3o importantes de modo que as classicas disponiveis sdo: o nimero de
aceitadores e doadores de liga¢des de hidrogénio, Log de P, area de superficie topoldgica polar

e peso molecular (Cheng et al., 2012). A figura 7 apresenta a pagina de submissao do

swissADME.

Figura 7 - Pagina de submissao SwissADME.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: (A) Importacao de banco de dados, abrindo um arquivo local ou desenhando

uma estrutura quimica 2D; (B) Introdu¢do de SMILES; (C) Transferéncia
para a lista; (D) Executar.

Como citado anteriormente, ¢ sabido que as substancias naturais apresentam varias
atividades bioldgicas, sobretudo as neolignanas por suas propriedades evidenciadas em
diversos estudos. Em face disso, ¢ de grande relevancia pesquisas de interacdes, tornando-se
fundamental identificar potenciais interferéncias de substincias com atividades bioldgicas
sobre as atividades dos CYPs. Para alcangar essa meta com as neolignanas pode-se realizar
estudos iniciais de predi¢do in silico, além de estudos in vivo e in vitro para assegurar sua

utilizacdo com seguranca como um possivel fitomedicamento.
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1.7.1 - Estudos de docking molecular

A modelagem computacional e os procedimentos de ancoragem fornecem informagdes
adicionais sobre o mecanismo de inibi¢cao da enzima no nivel molecular, tornando possivel a
analise das orientagdes de interacdo de ligantes (p.ex. inibidores) ao sitio ativo da
macromolécula (enzima), ferramenta util no entendimento da relagao estrutura- atividade que
sdo empregados para verificagdo de hipdtese baseada em resultados experimentais (Mikstacka
et al., 2012).

O uso de informagdes estruturais tridimensionais coletadas de alvos biologicos
representam um componente proeminente da quimica medicinal moderna. O docking
molecular, ou triagem virtual baseada em estrutura e dindmica molecular, estdo entre as
estratégias mais frequentemente utilizadas, devido a sua ampla gama de aplica¢des na analise
de eventos de reconhecimento molecular, tais como energia de ligagao, interacdes moleculares
e mudancgas conformacionais induzidas (Ferreira et al., 2015).

O docking molecular ¢ um dos métodos mais frequentemente utilizado, devido a sua
capacidade de prever, com um grau substancial de precisdo, a conformacao de ligantes de
moléculas pequenas dentro do local de ligacao alvo apropriado (Meng et al., 2011). O quadro

2 fornece a representacdo do processo de docking molecular.

A estrutura enovelada de todas as enzimas do CYP-P450 apresentam a mesma
conformacdo, embora a identidade das sequéncias em toda a superfamilia seja inferior a 20%.
A estrutura tridimensional consiste em 12 a-hélices, numeradas de A a L, que formam a maior
parte da proteina, e quatro folhas . O cofator heme ¢ alojado dentro da hélice-L e da altamente
conservada hélice-1, que ¢ perpendicular ao segmento F/G, compreendendo a hélice-F, loop-

F/G e a hélice-G (Sridhar et al., 2017).
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Quadro 2: Representagdo 3D do processo de docking molecular.

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: (A) Ligante; (B) Conformagdes exploradas do ligante; (C) Conformagao de ligagdo de melhor pose e
as interag¢des intermoleculares correspondentes identificadas no receptor.
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JUSTIFICATIVA

As neolignanas benzofuranicas isoladas em grande quantidade de uma espécie
medicinal brasileira, P. rivinoides, t€m sido estudadas pelo grupo ha quase 15 anos. Essas
neolignanas tém demonstrado interessantes atividades, tais como antitumoral (Fonseca et al.,
2020), leishmanicida e fungicida (Moreira et al., 2016) e, por isso, vimos envidando esforgos
significativos para explorar o potencial dessas substancias, inclusive, desenvolvemos e
validamos um método de quantificagdo para analise do eupomatenoide-5, eupomatenoide-6 e
do conocarpano por CLAE-DAD-UV (Felisberto et al., 2021). No sentido de acompanhar a
producdo dessas neolignanas, vislumbramos a possibilidade de transforma-las em
fitofarmacos (isoladas) ou fitocomplexo (em combinacdo) para seguir em testes in vivo. Ao
pensar em um novo fitofirmaco ou fitocomplexo ¢ de fundamental importancia o
conhecimento das interferéncias em CYPs dessas neolignanas, em especial o eupomatenoide-
5 que ¢ biossintetizado em maior quantidade por P. rivinoides, tais interferéncias podem levar
a desfechos ndo benéficos, como reacdes adversas importantes. Esses testes iniciais in vitro
em preparagdes microssomais hepaticas de roedores sdo de extrema importancia pela
homologia na sequencia de aminoacidos permitem resultados robustos, seguido por testes em
enzimas recombinantes humanas, testes em modelo in vivo em roedores e, por fim, estudos de
docking molecular permitem o conhecimento das interagdes entre essas neolignanas
benzofuranicas e as subfamilias de CYPs. Assim, serd possivel a previsdo de interagdes

medicamentosas que sdo fundamentais para ajustes de doses.
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2— OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

Investigar as interferéncias entre sistemas de expressio de CYP humana
recombinante (#2CYP) com neolignanas bioativas isoladas e do extrato hidroalcodlico de

Piper rivinoides Kunth.

2.2- Objetivos Especificos

v" Investigar as eventuais diferengas cinéticas, in vivo, entre microssomos hepaticos de
camundongos tratados com eupomatenoide-5 e o extrato hidroalcodlico de Piper
rivinoides:;

v’ Investigar as interferéncias, in vitro, entre sistemas de expressio de rACYP com
neolignanas isoladas e o extrato hidroalcodlico de P. rivinoides, utilizando a reacdo de
EROD como marcador da atividade da sub-familia CYP1A ¢ a reacdo de MROD como
marcador da atividade da isoforma CYP1A2;

v Investigar as interagdes, in silico, entre isoenzimas CYP (CYP1A2, CYP2C9 e
CYP3A4) e neolignanas isoladas P. rivinoides por estudos de predicdo no programa
Swiss ADME;

v’ Realizar estudos de docking molecular, entre isoenzimas CYP1A1l ¢ CYP1A2 com

neolignanas isoladas de P. rivinoides, bem como os tipos de intera¢ao in silico.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Determinacdo das atividades enzimaticas em microssomos hepéaticos de

camundongos

As reacgdes para avaliagdo das atividades dos CYPs 1A, 2B, 2C, 2E e 3A foram
padronizadas no Laboratorio de Toxicologia Ambiental (LTA) da Escola Nacional de Satde
Publica da Fundagao Oswaldo Cruz (ENSP/ FIOCRUZ): Para o CYP1A foram realizadas por
reagdes de 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e 7-metoxiresorufina-O-desmetilase
(MROD). A especificidade das reagdes ¢ maior quando os animais sdo previamente tratados
com indutores de CYP1A, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Lubet et al.,
1985; Burke et al., 1995). Para os CYPs 2B, 2C, 2E e 3A, foram realizadas reagdes
Benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) e Pentoxiresorufina-O-despentilase;
Hidroxilacdo do diclofenaco (DCFh); p-nitrofenol-hidroxilase (PNPh, marcador do CYP2E1)
e N-eritromicina-desmetilase (ERMd), respectivamente. O Comite de Etica co Uso de

Animais (CEUA) da FIOCRUZ autorizou esses estudos e tem o niimero LW-12/19.

3.1.2- Preparo da fracdo microssomal hepatica

A fracdo microssomal dos tecidos hepaticos de ratas previamente tratados com os
indutores encontram-se criopreservadas em nitrogénio liquido. A fracdo microssomal foi

preparada segundo De-Oliveira e colaboradores (1997).

3.1.3- Quantificacdo de proteinas na fracdo microssomal e superssomos

A concentragdo total de proteinas nas amostras de fragdo microssomal dos ratos e dos
superssomas (r2CYP) foi determinada por espectrofometria pelo método de Bradford (1976),

que se baseia na ligagcdo do corante azul de Coomassie (Reagente de Bradford) a proteina.

3.2- Determinacéo de atividade em rhCYP

As atividades de »ACYP foram padronizadas no LTA durante a presente Tese. Para tal

foram utilizados os ¥ACYP1A1 e rhCYP1A2 expressas em células de inseto infectadas com
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baculovirus contendo inser¢des de cDNA para o CYP450 redutase, seguindo o protocolo do
fabricante (Sigma®), com algumas modifica¢des. Cada kit adquirido continha 0,5 nmol de
isoenzima CYP450 e foram diluidos em 0,5 ml de potassio 100 mM fosfato, pH 7,4 (em banho
de gelo) e distribuidas para tubos de criogenia contendo 40 ulL por tubo, preservados em
nitrogénio liquido (NL) até o momento do uso. De maneira resumida, as reagdes com os kits
foram feitas em triplicatas, ocorreram em tempo real em cubeta de quartzo e foram medidas
em espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC, adaptado a banho-maria com termostatizagao

para manter a temperatura estavel em 37 °C.

3.2.1- Atividade de neolignanas isoladas de Piper rivinoides em CYPs

As neolignanas foram isoladas de P. rivinoides segundo Moreira et al., 2016, pelo
pesquisador Dr. Andre Mesquita Marques de Farmanguinhos/ FIOCRUZ. Essas substancias
foram avaliadas, inicialmente, na concentracdo de 100 puM frente os diferentes CYPs
recombinantes e o perfil de inibicdo foi realizado com concentragdes decrescentes das
neolignanas e usadas para compor a curva de inibicdo e obten¢do da concentragdo inibitoria

média (Clso).

3.3- Determinacdo dos descritores fisico-quimicos para a predicdo de parémetros
ADMETox e SAR

Os descritores  fisico-quimicos, toxicoldgicos e de biodisponibilidade foram

realizados para as estruturas quimicas das neolignanas usando os servidores e programas
Molinsiration Cheminformatics version 2016.10 server, SwissADME (Swiss Institute of
Bioinformatics) e Osiris Data Warrior (Actelion Pharmaceuticals Ltd), OSIRIS DataWarrior.
Os célculos foram realizados para a determinacdao dos descritores fisico-quimicos,

tais como lipofilicidade, solubilidade, aceptor e doador de hidrogénio, topologia da area de
superficie polar, Druglikness, Drug-score, riscos para efeitos toxicoldgicos, potencial para
atravessar barreira hematoencefilica (BHE) e placentaria, absor¢do no trato gastrintestinal
(GI), inibi¢ao das CYPs 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4, além do estudo de inibicdo da P-gp e

predicao da bioatividade como modulator de canal de ions e inibidor de protease.
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3.4- Estudos das interagdes in Silico: estudos por modelagem molecular

As interagoes das neolignanas com CYP1A1 e CYP1A2 foram analisadas por estudos
de docking molecular. Para tal, foi utilizada a estrutura de raios-X do cristal de CYP1A1
humano (cédigo PDB: 4I18V) e CYP1A2 humano (cédigo PDB: 2HI4), adquiridas no Banco
de Dados de Proteinas (PDB, The Protein Data Bank) (Berman et al., 2002).

As estruturas tridimensionais (3D) das neolignanas isoladas foram construidas durante
a Tese de Rafael de Oliveira Santos (2021) no programa Spartan’ 10 (Wavefunctin Inc. Invine,
CA), e as geometrias foram otimizadas pelo método de mecanica molecular com o campo de forga
MMFF, utilizando o estado fundamental (ground state). Em seguida, foi utilizada a funcao de
busca conformer distribution para as analises conformacionais. Finalmente, foi utilizado o
método semiempirico RM1 para realizar a otimiza¢do das conformagdes obtidas com a
finalidade de encontrar as estruturas com menor energia (Santos et al., 2021). Para o docking
molecular, foi utilizado o programa GOLD® 2022.1 (Genetic Optimization for Ligand
Docking) para Windows e o visualizador Hermes©, que ¢ parte integrante da interface
GOLDO.

Para a analise das interacdes entre as neolignanas, CYP1A1l e CYP1A2, foi utilizado o
programa Discorevy Studio 2021 (BIOVIA, 2021). Este programa oferece ao usudrio quatro
funcdes de pontuacdo distintas, como GoldScore, ChemScore, ASP e ChemPLP
(Liebeschuetz, Cole & Korb, 2012). Fun¢des de pontuagdo pelos algoritmos genéricos (GA),
atribuem scores para as posi¢des dos ligantes no sitio ativo e as possiveis interagcdes que podem
acontecer entre ligante-receptor. Assim, a busca por candidatos a ligantes dos alvos estudados
ocorre de forma mais rapida e facil (Neudert & Klebe, 2011).

O GA ¢ um programa de computador que simula o processo da evolugdo, manipulando
uma cole¢do de estruturas de dados estruturas chamadas cromossomos. Cada uma dessas
estruturas codifica uma possivel solu¢@o, ou seja, uma possivel orientagdo do ligante dentro
do sitio de ligacdo de determinada proteina. Assim pode ser atribuida uma pontuagdo de
aptidao com base sobre o mérito relativo dessa solugdo (Jones et al., 1997).

A capacidade de reproduzir a orientacdo experimental de ligantes em relagdo aos
modos de ligagcdo observados em complexos com estrutura resolvida (validacdo do método) ¢
a parte mais importante do calculo de docagem. E estabelecida bem-sucedida, quando o desvio

médio quadratico (“Root Mean Square Deviation”, RMSD) obtido for <2,0 A entre a
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orientacdo cristalografica (experimental) e a orientagdo obtida durante o calculo (Rodrigues
etal., 2012).

Na definicao da regido de ligacdo foram utilizadas coordenadas X, y, z, onde para o
CYPI1Al (x = -16,713571; y = 36,600762; z = -28, 736762) ¢ para o CYP1A2 (x =
2,487286; y = 17,834048; z = 20,154810) para especificar o espago de busca (20 A). As
simulagdes de docking foram realizadas usando algoritmo genético, onde o GoldScore foi
selecionado para determinagdo da funcdo fitness. O arquivo de parametros da funcdo de
pontuacdo heme (chemscore.p450 csd.params), foi utilizado por demonstrar melhor
desempenho no acoplamento de ligantes a proteinas que contém grupo heme.

Durante o estudo de docking, as estruturas das enzimas foram mantidas rigidas, enquanto

os ligantes foram deixados totalmente flexiveis.

3.5- Substéncias e reagentes utilizados nos ensaios

Solventes:

Foram utilizadas os seguintes solventes nos testes: dimetilsulféxido (DMSO, 802912,
Merck), tris(hidroximetil)aminometano (TRIS, 83827012709, Merck), sacarose (040291,
Isofar), fosfato de potassio monobasico (KH2PO4, A0185473030, Merck), fosfato de potéassio
dibasico (K2HPO4, A0114401049, Merck), cloreto de potassio (KCl, K41042236032,
Merck), glicerol (K37512592727, Merck), acido etilenodiamino tetra- acético (EDTA,
040M0046V, Sigma-Aldrich), formaldeido (K46701403, Merck), fluconazol (Fluco,
BP1174, Sigma-Aldrich).

Substancias:

Foram utilizadas as seguintes substancias nos testes: [-nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (B-NADP, 051M7000V, Sigma-Aldrich), glicose-6-fosfato (097KS167,
Sigma-Aldrich), glicose-6-fosfato-desidrogenase (SLBC6437V, Sigma- Aldrich), cloreto de
magnésio (MgCl2, 1058331000, Merck), resorufina (2301545, Sigma- Aldrich),
etoxiresorufina (1004611, Boehringer Mannheim),B-naftoflavona (N182, Ega- Chemie) a-
naftoflavona (N180, Ega-Chemie). As neolignanas conocarpano, eupamotenoide- 5 e
eupamotenoide-6 foram obtidas a partir de isolamento da fracdo em n-hexano do extrato de
P. rivinoides, de acordo com Moreira e colaboradores (2016). A pureza cromatografica

dessas neolignanas foi
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determinada por CLAE-UV, e demonstrou ser > 98%. Também foi utilizada a-naftoflavona
(086K 1428, Sigma-Aldrich) como controle positivo, enquanto inibidor conhecido da CYP1A.
3.5.1- Extrato e parti¢des de P. rivinoides Kunth

Folhas de P. rivinoides foram secas a temperatura ambiente ¢ fragmentadas em
moinho de facas rendendo 230 g. O extrato foi preparado por maceragdo estatica com uma
mistura de etanol: 4gua (9:1, v/v) em temperatura ambiente, filtrado e concentrado sob vacuo
a 40 °C. O extrato hidroalcoolico obtido foi entdo liofilizado rendendo 20 g de um residuo
solido verde amorfo. O procedimento de extracdo foi realizado em Farmanguinhos/
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. O extrato etanolico obtido das folhas por maceragao estatica
foi particionado com n-hexano, diclorometano (DCM) e acetato de etila. O extrato etanolico
foi avaliado em preparacdes microssomais contendo CYP1A. O extrato foi diluido em DMSO
1% (p/v), tampao Tris 20mM (pH 7,5) e tampao KoHPO4 100 mM (pH 7,8). Esse estudo foi
cadastrado no SisGen sob o codigo AE4E953.

3.6- Ensaios Enzimaticos:

3.6.1 — Inducdo da expressao in vivo do CYP1A

3.6.1.1- Tratamento 1— camundongos DBA/2

Ap0s sete dias de aclimatizagdo, o tratamento dos animais foi iniciado, de acordo com
Rodrigues e Prough (1991), com adaptagdes. Os animais, separados por grupos (n=3), foram
tratados por 4 dias consecutivos por via intraperitoneal (i.p.), em dose Unica diaria da seguinte
forma: Grupo 1 Controle (6leo de milho) recebeu doses de 6leo de milho (i.p.) (MKBF2096V,
Sigma-Aldrich) por 4 dias consecutivos, caracterizado como grupo controle para comparar o
potencial de indu¢do do CYP1A nos roedores. O grupo 2 (n=3) tratado com B-naftoflavona
em suspensao de 6leo de milho (MKBF2096V, Sigma-Aldrich) 50 mg/kg/i.p de peso corporal;
Grupo 3 (n=3) tratado por 4 dias consecutivos com eupomatenoide-5 50 mg/kg de peso

corporal em suspensao de 6leo de milho (MKBF2096V, Sigma-Aldrich).

3.6.1.2 - Tratamento 2 — Camundongos Swiss
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O tratamento dos animais seguiu conforme a metodologia de Rodrigues e Prough
(1991), da seguinte forma: Grupo 1 (n=3) tratado com B-naftoflavona em suspensao de 6leo
de milho (MKBF2096V, Sigma-Aldrich) por 4 dias consecutivos € por via intraperitoneal
(i.p.). Foram administradas diariamente dose tnica de 80 mg/kg de peso corporal, no periodo
da manha. O Grupo 2 (n=3) recebeu doses de 6leo de milho i.p. pelo mesmo periodo,
caracterizado como grupo controle para comparar o potencial de indu¢do do CYPIA nos
roedores. Grupo 3 (n=3) foi tratado com eupomatenoide-5 em suspensao de o6leo de milho,
diariamente, por 4 dias, dose unica de 80 mg/kg de peso corporal i.p. Grupo 4 (n=3) foi tratado
com extrato hidroalcodlico de P. rivinoides 80 mg/kg de peso corporal i.p. O tratamento foi
realizado para verificar seu comportamento na atividade in vivo do CYP1A. 24 h ap6s a tltima
dose, todos os grupos receberam uma solucdo aquosa de cafeina 20 mg/kg de peso corporal
(i.p.) A cafeina foi utilizada nesse tratamento por ser metabolizada pela isoforma CYP1A2.
Durante a Dissertagdo de Mestrado de Rafael Santos Oliveira (2017), os resultados
demosntraram que a concentracdo méaxima da cafeina no plasma de camundongos ¢ atingida
em 30 min. A partir dessa informacdo, nossa investigacdo na atividade do CYP1A in vivo

determinaria um aumento ou diminuicao da concentracdo de cafeina durante o tratamento.

3.7- Eutanasia e remocio dos Orgaos

Todos os animais de ambos os tratamentos foram mortos por deslocamento cervical no
quinto dia apds jejum de 24 h a contar da ultima dose. Imediatamente apds a eutanasia, foi
feita uma ampla incisdo longitudinal e outra transversal no abdomen do animal, sendo o figado
rapidamente retirado, resfriado em banho de gelo e pesado. Os figados foram embalados
individualmente em papel aluminio, congelados e armazenados em nitrogénio liquido até o

momento da preparagio da fragdo microssomal.

3.7.1- Preparacio das fracGes microssomais hepatica para avaliacdo da atividade CYP1A1/A2

As fracdes microssomais hepaticas das ratas (item 2.2) e controles foram obtidas
segundo De-Oliveira e colaboradores (1997). Os figados foram retirados do nitrogénio liquido

e imediatamente transferidos para o banho de gelo para descongelar. A partir de
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entdo, todo o procedimento e suas etapas subsequentes se seguiram em temperatura igual ou
inferior a 4 °C. Os figados foram pesados, lavados com solugdo de sacarose 250 mM e secos
com papel de filtro. Em seguida, os 6rgaos foram homogeneizados em solug¢ao tampao Tris 100
mM com KCI 150 mM (pH 7,4), usando homogeneizador de vidro (capacidade de 50 mL) e
pistilo de teflon, a uma velocidade aproximada de 1.200 x g. O volume da solugdo tampao
correspondeu a quatro vezes o peso do 6rgao. Em seguida, o homogeneizado hepatico foi
levado a centrifugagdo em ultracentrifuga Beckman® XL-90 (rotor 70.1 Ti, gentilmente
autorizado pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde — INCQS/ FIOCRUZ)
a4 °C e a9.000 x g por 30 min. Apos centrifugacdo, o sedimento contendo nucleo,
mitocondrias e restos celulares foi desprezado. O sobrenadante obtido foi filtrado em gaze e
centrifugado a 100.000 x g a 4 °C por 1 h na ultracentrifuga Beckman®. Apos a segunda
ultracentrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo as enzimas ligadas ao
reticulo endoplasmatico liso (microssomos) foi homogeneizado em tampao fosfato de potéssio
dibasico 100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM (pH 7.,4), a uma velocidade de
aproximadamente 250 x g. Os microssomos, obtidos foram distribuidos em tubos para
criogenia e congelados em nitrogénio liquido, até o momento de uso. O motor do
homogeneizador usado para a preparagdo microssomal foi da Novatécnica® (Agitador

Mecénico 110v modelo NT136 50W —0,5A 60Hz).

3.7.2 - Quantificacdo de proteinas na fracdo microssomal

A concentracdo total de proteinas nas amostras de fracdo microssomal das ratas
controles e tratadas foi determinada, separadamente, usando o método de Bradford (1976),
que se baseia na ligagdo do corante azul de Coomassie (Reagente de Bradford, SLBP3810V,
Sigma-Aldrich) a proteina, sendo a intensidade da cor do corante proporcional a concentragao
de proteinas da amostra.

Para a obtencdo da curva padrdo para quantificagdo, foram adicionados 250 pL do
Reagente de Bradford aos pogos contendo 5 pL das diferentes concentragdes de albumina sérica
bovina (SLBK9549V, Sigma-Aldrich): 0,28, 0,56, 0,84 ¢ 1,4 mg/mL. A formac¢ao do complexo
proteina-corante € rapida e estavel no periodo de 5 a 60 min e, por tal, foi adotado um intervalo
constante de 30 min entre a adi¢do do reagente as proteinas diluidas e a leitura de absorvancia,
realizada por espectrofotometria a 595 nm, em leitora de microplacas EZ Read 2000

Biochrom®. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.
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A concentracdo total de proteinas nas amostras foi expressa em mg/ mL. Os resultados

representam a média de trés leituras das concentragdes do padrao e das amostras.

3.7.3- Determinacdo da atividade da CYP1A na fracdo microssomal hepéatica

3.7.3.1 - Determinagao da curva padrao de resorufina

A curva padrio de resorufina foi constituida de diferentes quantidades de resorufina

obtidas a partir de uma solug¢do-mae de resorufina 1 uM em tampao KoHPO4 100 mM (pH 7,8).

Volumes diferentes da solugéo estoque de resorufina foram levadas a cubeta de quartzo € 0 volume
final de 2 mL foi obtido com solugao de tampao K;HPO4 100 mM (pH 7,8), de acordo com a

tabela 3. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata para cada ponto da curva.

Tabela 3 - Concentragdes de resorufina e volume de tampao adicionado a cubeta para

obten¢ao da curva padrao.
Volume de Resorufina 1 uM Volume de Solugao Tampao K2HPO4
ML (pmoles) 100 mM (pH 7,8) pL
0 (0) 2000
10(10) 1990
20 (20) 1980
50 (50) 1950
100 (100) 1900

Fonte: O autor, 2022.

3.7.1.2 - Determinacdo das atividades de 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e 7-

metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD)

A etoxiresorufina e a metoxiresorufina sdo metabolizadas preferencialmente por
isoenzimas CYP1A1 e CYP1A2, respectivamente. Esta reacdo leva a formacao da resorufina,
cujo acumulo pode ser medido pela intensidade da fluorescéncia avaliada por um

espectrofluorimetro (Nerurkar et al., 1993; Parkinson, 2001).
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A determinagdo da atividade EROD e MROD na fragdo microssomal hepatica foi
realizada como descrito por Burke e colaboradores (1985), exceto pela substituicdo do
NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) por um sistema regenerador
de NADPH que funciona como co-fator para varias reagdes de biotransformacdo (DE Oliveira et al.,
1999). A reacdes ocorreram em tempo real em cubeta de quartzo e foram medidas em
espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC, adaptado a banho-maria com termostatiza¢ao para
manter a temperatura estavel em 37 °C, cuja leitura foi realizada com excitacdo de 550 nm e
emissdo de 582 nm. Os dados foram manipulados no programa RF- 530 XPC. Inicialmente
foram adicionados a cubeta de quartzo solu¢do tampdo de KHPO4 100 mM (pH 7,8) em
quantidade necessaria para completar o volume final de 2000 pL e pré- incubagdo por 3 min a
37 °C. Apds o tempo de pré-incubacao, foram adicionados 1 mg/mL (preparagdo microssomal)
0,042 mg/ mL (rthCYP1A1) ou 0,020 mg/ mL (thCYP1A2) em solu¢do tampdo KxHPO4 100
mM pH (7,8) para fornecer 0,5 mg de proteina na cubeta; substrato especifico (EROD =
etoxiresorufina ImM em DMSO 1% p/v ou MROD = metoxiresorufina ImM em DMSO 1%
p/v) parauma concentragao final de 5 pM na cubeta. Apds 2 min, a reagdo teve inicio com a adigdo
de sistema regenerador de NADPH (glicose- 6- fosfato 5 mM; B-NADP 0,25 mM; solugdo de
MgCl: 2,5 mM; glicose- 6-fosfato- desidrogenase 0,5 U/mL). A reagdo ocorreu durante 60 s € o
produto resorufina, substancia fluorescente, foi quantificado em tempo real.

Os valores de fluorescéncia obtidos foram convertidos para quantidade de resorufina
produzida pela curva padrdo e expresso em picomoles (pmol) de resorufina/ mg de proteina/

min da reagdo. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata.

3.8— Analise estatistica

Para testar os dados paramétricos e a distribuicdo normal das varidveis, a comparagao
estatistica das médias foi realizada pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido de
pos teste de Bonferroni, quando aplicavel. As diferengas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. O programa usado para construir os graficos e fazer as analises estatisticas

foi o Graphpad prism9®.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Quantificacdo de proteinas na fracdo microssomal de camundongos e dos
rhCYP1Al erhCYP1A2

A curva padrido para quantificacdo de proteinas na fragdo microssomal de
camundongos ¢ em rACYP1A1/A2 apresentou um coeficiente de correlagdo maior que 0,98
(r? = 0,9839) e, portanto, foi utilizada para quantificagdo de proteinas. Os resultados sio
fornecidos em mg/mL, onde y = absorbancia; x = concentragdo em mg/mL equivalente a BSA

(Figura 8).

Figura 8 - Curva padrdo para quantificacao de proteinas.
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Legenda: A leitura de absorbancia das diferentes concentragcdes do
padrao BSA(0,28, 0,56, 0,84 ¢ 1,4 mg/mL) foi realizada
por espectrofotometria a 595 nm na leitora de
microplacas EZ Read 2000 Biochrom®, expressados em
mg/ mL.

4.2 - Curva padrao de resorufina

Para a determinacdo da atividade do CYP1A foi construida uma curva padrao de
resorufina a partir de uma solu¢do-mae de resorufina 1 uM em tampédo KoHPO4 100 mM (pH
7,8) para obtencao da equagao de calculo da fluorescéncia em diferentes concentracdes. A

curva padrdo (r2 = 0,9936) para quantificacdo de resorufina é representada na figura 9.
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Figura 9 - Curva padrao de resorufina para quantificagdo da atividade do

CYPIA.
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Legenda: Realizada em espectrofluorimetro de cubeta
(Shimadzu RF-5301PC) acoplado ao banho-
maria FANEM®.

4.3 - Descritores fisico-quimicos para a predicdo de parametros ADME

Os descritores fisico-quimicos, toxicologicos e de biodisponibilidade foram realizados
para as neolignanas usando o SwissADME (Swiss Institute of Bioinformatics) que necessita
apenas da estrutura quimica otimizada ou seu SMILES. A estrutura quimica otimizada, ou
seja, na conformacdo de menor energia foi obtida no  Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Os calculos realizados para a determinacdo desses
descritores fisico-quimicos, tais como lipofilicidade, solubilidade, aceptor e doador de
hidrogénio, topologia da area de superficie polar, Druglikness, Drug-score, riscos para efeitos
toxicoldgicos, potencial para atravessar barreira hematoencefalica (BHE) e placentaria,
absor¢do no trato gastrintestinal (GI), inibicao das CYPs 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4, além

de inibi¢do da glicoproteina- P (P-gp) estdo representados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Representacao da predi¢do de parametros ADME para as neolignanas.

Neolignanas GI BHE Pgp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

Eupomatenoide-5 Alto  Sim Nio Sim Sim Sim Nio Nio
Eupomatenoide-6 Alto  Sim Nio Sim Sim Nio Nio Nio
Conocarpano Alto  Sim Nio Sim Sim Sim Sim Nio

Legenda: Predicdo de parametros fisico-quimicos executados no swiss ADME das neolignanas, demonstrando
absor¢ao gastrointestinal (GI), permeabilidade pela barreira hemato-enceféalica (BHE), ligagcdo com
a protéina P-gp (P-gp) e interacdo com os CYPs 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 ¢ 3A4.

4.4 - Determinacdo do tempo para puncao cardiaca pds-tratamento

Foram testadas administragdes de solugdo de cafeina (i.p.) em diferentes tempos para
determinar o melhor tempo de coleta via pungdo cardiaca apos o tratamento. Como resultado,
optou-se pelo tempo de 15 min por nao haver diferenga estatistica da concentragao plasmatica

da cafeina quanto ao regime de doses (Figura 10).

Figura 10 - Determinagdo do tempo para a pun¢ado cardiaca

pOs-tratamento.
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Legenda: Concentragdo plasmatica em pg/mL de cafeina apds
administragdo via intra-peritonial, (média + DP,
triplicata).
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4.5 - Resultados do tratamento in vivo com g-naftoflavona e com eupomatenoide-5

Os camundongos DBA-2 (n = 3) foram tratados com administragdes de - naftoflavona
50 mg/kg de peso animal (grupo 1) ou eupomatenoide-5 50 mg/kg de peso animal (grupo 2)
durante 4 dias. O grupo controle (n=3) recebeu apenas 6leo de milho. O resultado demonstrou
que o tratamento in vivo com [-naftoflavona aumentou a expressio do CYP1A em,
aproximadamente, 3,0 vezes quando comparado ao controle. O tratamento com
eupomatenoide-5 demonstrou uma indu¢do com cerca de 1,2 vezes, quando comparado ao

controle, ndo sendo significativo (p > 0,05) (Figura 11).

Figura 11 - Atividade do CYP1A in vivo na

fracdo microssomal de camundongos DBA/2
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Legenda: Camundongos controle vs. tratados (média + DP,
triplicata). Os dados foram analisados por
ANOVA, seguidos de po6s teste de Bonferroni. Os
valores que diferiram estatisticamente do controle
estdo assinalados *** para p < 0,0003, e
assinalados ns, sem diferenga estatistica (p > 0,05).

4.6 - Resultados do tratamento in vivo com B-naftoflavona, eupomatenoide-5 e com

extrato hidroalcéolico de Piper rivinoides concomitante a administracéo de cafeina

Os camundongos Swiss foram tratados durante quatro dias com 6leo de milho via por

via i.p. (grupo controle, n=3), ou B-naftoflavona 80 mg/kg/ 1.p. de peso corporal (grupo 1)



51

em suspensdao em Oleo de milho ou eupomatenoide-5 80 mg/kg/ i.p. (grupo 2) e o extrato
hidroalcoodlico de P. rivinoides 80 mg/kg de peso animal/ i.p. (grupo 3), concomitante a
administracao de suspensdo de cafeina em 6leo de milho 20 mg/ kg i.p. 16 h. A eutanasia foi
realizada 15 min apds a administracdo da cafeina. O resultado demonstrou uma indugao
significativa, quando comparado ao grupo controle, de 3,8 vezes (377%) para a - naftoflavona
(p < 0,03) e de aproximadamente 1,49 vezes (cerca de 47%) para o eupomatenoide-5 (p <

0,03) e o extrato hidroalcodlico de P. rivinoides (p < 0,03) (Figura 12).

Figura 12 - Atividade do CYP1A in vivo na fragdo

microssomal de camundongos Swiss.
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Legenda: Camundongos controle vs. tratados (média+DP, triplicata). Os
dados foram analisados por ANOVA, seguidos de pos teste de
Bonferroni, os valores que diferiram estatisticamente do
controle (p < 0,05) sdo assinalados com *, para (p < 0,0003)
sdo assinalados com (***).
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4.7 — Resultados com rhCYP

Concentragdes de proteina (mg/mL) variando de 0,014 a 0,056 mg/ 2 mL foram
testadas para investigagdes com rACYP1A1, e 0,042 mg de proteina (correspondente a 21 ug
de rhCYP1A1/ mL) foi selecionado para a reacdo EROD. Esta reacdo ¢ usada para
investigacoes da atividade CYP1A1 (Figura 13).

Figura 13 - Determinacdo da quantidade de 7ACYP1A1

(mg) a ser usada nos ensaios EROD.

c 07 vy=1233*x+6355
€ r2 = 0.9537

g

o 60 =

o

£

3

S 40+

5

S

g

S 204 u

3

S

£

e O-mlm

0.00 0.02 0.04 0.06
rhCYP1Al (mg)

Legenda: Atividades EROD (pmoles resorufina/ mg ptn/ min) com
diferentes quantidades de »ACYP1A1l: 0,014; 0,028; 0,042 e
0,056 mg (Média de determinagdo em duplicata)

Para rhCYP1A2 também foram testadas as concentragdes de proteina (mg/mL),
variando de 0,010 a 0,040 mg/ 2 mL, e 0,020 mg de proteina (correspondente a 10 pg de
rhCYP1A2/mL) foi selecionado para a reagdo MROD. Esta reacdo ¢ usada para investigagoes

da atividade CYP1A2 (Figura 14).
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Figura 14 - Determinagdo da quantidade de 7ACYP1A2

(mg) a ser usada nos ensaios MROD
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Legenda: Atividades de MROD (pmoles resorufina/ mg ptn/
min) com diferentes quantidades de rACYP1A2:
0,010; 0,020; 0,030 e 0,040 mg (média de
determinag@o em duplicata).

A atividade das neolignanas isoladas (100 pM) e extrato hidroalcdolico de P. rivinoides
(100 pg/mL) em rhCYP1A1 demonstrou que tanto as substancias puras quanto o extrato foram
capazes de inibir a atividade de 7ACYP1A1. A inibicdo da atividade enzimética foi de cerca
de 81% para o eupomatenoide-5; 73% o eupomatenoide-6; 14% para o conocarpano ¢ 73%
para extrato de P. rivinoides. A substancia a-naftoflavona (100 pM), conhecido como um
potente inibidor de CYP1A, utilizada como controle positivo, inibiu cerca de 85% da atividade
(Figura 4). Esses resultados confirmam a potente interagdo dessas neolignanas com o CYPIA

previamente demonstrados por nosso grupo em fragdo microssomal hepatica de ratos (Santos

etal., 2021) (Figura 15).
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Figura 15 - Atividade inibitoria de neolignanas

isoladas, a-naftoflavona e extrato de Piper

rivinoides em rhCYP1AL.
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Legenda: Atividade EROD (pmoles de resorufina/mg ptn/min,
média + DP, triplicata) com solugdes de 0,042 mg ptn/
2 mL e 100 puM das neolignanas isoladas e a-
naftoflavona. A concentragdo do extrato de P.
rivinoides foi de 100 pg/mL. Os dados foram analisados
por ANOVA, seguido do teste de comparagdes de
Bonferroni e valores que diferiram estatisticamente do
controle (p < 0,05) marcados (*), para (p < 0,0003)
marcados (***) e para (p < 0,0001), verificadas (*¥***).

Na investigacao utilizando a reagdo MROD, as neolignanas isoladas (100 uM) e o
extrato de P. rivinoides (100 pg/mL) também foram capazes de inibir a atividade de
rhCYP1A2, em 45,6% para o eupomatenoide-5; 26,4% para o eupomatenoide-6, 11,0% para
o conocarpano ¢ 49,7% para o extrato de P. rivinoides. Além disso, a-naftoflavona (100 puM)
(controle positivo) inibiu a atividade enzimatica em 95,5%. Portanto, dentre as neolignanas

testadas, eupomatenoide-5 foi a mais ativa (Figura 16).
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Figura 16 - Atividade inibitéria de neolignanas
isoladas, a-naftoflavona e extrato de

Piper rivinoides em rhCYP1A2.
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Legenda: Atividade MROD (pmoles de resorufina/mg
ptn/min, média £ DP, triplicata) com solugdes de
0,042 mg ptn/ 2 mL e 100 uM das neolignanas
isoladas e a-naftoflavona. A concentragdo do extrato
de P. rivinoides foi de 100 pg/mL. Os dados foram
analisados por ANOVA, seguido do teste de
comparagdes de Bonferroni e valores que diferiram
estatisticamente do controle (p < 0,05) marcados (*),
para (p <0,0003) marcados (***) e para (p < 0,0001),
verificadas (****).

A partir dos resultados demonstrados na figura 16, testou-se diferentes concentragdes
das substancias mais ativas para determinagdo do Clso. A a-naftoflavona demonstrou menor

valor de Clso (5,5 uM), seguido por eupomatenoide-5 (39,5 uM) (Figura 17).
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Figura 17 - Determinagdo dos valores Clso para a-naftoflavona e eupomatenoide-5.
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Legenda: Inverso da porcentagem de atividade de inibi¢do da »ACYP1A2 marcada pela atividade MROD
versus concentragdes da substancia teste em pM. A esquerda a-naftoflavona nas concentragdes
de 100 pM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1 pM e 0 uM e a direita o eupomatenoide-5 nas
mesmas concentragdes.

4.8 - Resultados de docking molecular

Para melhor compreensdo das interagdes entre as neolignanas benzofuranicas e CYPs
foi realizado um estudo de interacdo com CYP1A1 e CYP1A2 por docking molecular. Apos
uma etapa de validagdo do método de redocking, foi registrada a sobreposicdo da melhor
posi¢do da a-naftoflavona (4), controle positivo, em cada estrutura cristalografica. Os valores
de RMSD obtidos foram 0,27 € 0,21 A para CYP1A1 e CYP1A2, respectivamente (Figura
18).

Figura 18 - Sobreposi¢des da melhor pose (verde e laranja) versus cristal (branco)

nos CYPs 1A1 (A) e 1A2 (B).

A B

Legenda: As sobreposigdes foram visualizadas com o programa BIOVIA® Discovery Studio 2021
para determinacdo de RMSD. As simulagdes de redocking foram realizadas usando o
algoritmo genético GoldScore como fungio de pontuacdo, modelo chemscore p450 cds.
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No presente estudo sao demonstrados os residuos de aminoécidos € o tipo de interagao
entre a melhor pose determinada no docking molecular dos ligantes com CYP1A1 e CYP1A2.

O quadro 3 apresenta as melhores interagdes das substancias analisadas com os CYP1A1/ 2.

Quadro 3 - Interagdes do ligante com residuos de aminoacidos nos sitios ativos do

CYP1Al e CYP1A2.

Ligantes

Residuos de aminoacidos/ Interacao

CYP1A1

CYP1A2

o-naftoflavona

Phel23 (empilhamento 7-m em formg
de T) — Phe224 (empilhamento n-7) -
Gly316, Ala317 (empilhamento -
Amida) — Ala317 (n-Sigma) — Heme

(empilhamento em forma de T n-7)

Phe226 (empilhamento 7m-m) - Phel2f
(empilhamento n-m em forma de T) -
Thr124 (ligagdo de hidrogénio) - Gly316
Ala317 (empilhamento =n- Amida)
11386, Leud97 (n-Alquil) —

Heme (n-Cation)

eupomatenoide-5

Phe224 (empilhamento n-1t) — Phe25§
(empilhamento em forma de T n-m)
Phe224, Ala3l7 (n-Sigma) — 1lel15
Leu312, Val382, Leud496 (Alquil) -
Gly316, Ala317 (empilhamento -
Amida) — Ala317 (n-Alquil) - Heme
(n-Sigma; mt-Alquil; Alquil)

Phe226 (empilhamento =n-m) - llell7
Val227, Leu382, 11e386 e Leud97
(Alquil) - Phel25 (empilhamento -7 en|
forma de T) - Gly316 (empilhamento =
Amida) - Ala31l7 (n-Sigma) - Asn257
(Carbono -hidrogénio) - Heme (n-Sigma;
Alquil)

eupomatenoide-6

Phel23, Phe258 (empilhamento 77
em forma de T) - Phe224
(empilhamento 7-m e =w-Sigma)
Ala3l7 (n-Sigma e =w-Alquil) -
Gly316, Ala317 (empilhamento de
Amida) — Val382, Leud96 (Alquil) -

Heme (empilhamento de forma T wt-m;

n-Sigma; n-Alquil; Alquil)

| Gly3ie

Phe226 (empilhamento n-m) - Phel2t
(empilhamento em forma de T =-m) |
n-Amida)

Val227, Ala3l7 (n-Alkyl) - Phe256
Leud97 (Alkyl) — Phe260 (n-Sigma) -

(empilhamento

Heme (m-Cation; empilhamento m-m en

forma de T)

conocarpano

lle115, Leu312 (m-Alquil) — Phe224
Phe258 (n-n Stacking) — Leu49¢
(Alquil)

Phe226, Phe260 (empilhamento 7w-m) -
lle117, Ala3l7 (mn-Alquil) - Leu382
11e386, Leud497 (Alquil) - Thrll§
(ligagdo de hidrogénio) - Heme (z-

Sigma; Alquil)

Legenda: As interac¢des proteina-ligante foram visualizadas com o programa BIOVIA® Discovery Studio
2021. As simulagdes de docking foram realizadas usando o algoritmo genético GoldScore
como uma fung¢do de pontuagdo, modelo chemscore p450 cds.
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As pontuagdes obtidas pelos estudos de docking sao apresentadas na tabela 5, de acordo
com o grau de interagdo dos ligantes com os residuos de aminoacidos no sitio ativo das
enzimas. Tais pontuagdes representam a afinidade teorica de cada ligante nos respectivos

sitios ativos dos CYPs (Tabela 5).

Tabela 5 - Pontuagdes obtidos para cada ligante em CYP1A1 e CYP1A2.

Ligantes Pontuacéo
CYP1Al CYP1A2
o-naftoflavona 71,87 69,37
eupomatenoide-5 69,58 62,07
eupomatenoide-6 64,97 61,98
conocarpano 64,30 56,12

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Simulagdes de docking molecular foram realizadas usando o algoritmo genético
GoldScore como uma fungao de pontuagdo, modelo chemscore p450 cds.

Foi possivel observar que as interagdes m-n no sitio ativo da CYP1A1 envolvendo os
residuos Phel23, Phe224 e Phe258 foram fundamentais, permitindo que as moléculas se
encaixem na regido do sitio ativo, tanto para o-naftoflavona quanto para as neolignanas

investigadas (Quadro 4).

Quadro 4 - Esquema das principais interagdes intermoleculares observadas no

sitio ativo do CYP1A1.

3 A
F, @ : @ ohs
0

Gly316A
Phe224A /
(o).
/
Phe2S8A G
N
z‘ol Phe258A

Asn255A

a-naftoflavona Conocarpano
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Ala317A
Phe224A

=0 S
7 Phel123A
Phe224A Gly316A

(.. " Gly316A

Phe258A Phe224A

Eupomatenoide-5 Eupomatenoide-6

onte: O autor, 2023.
Legenda: As interagoes ligante-residuos de aminoacidos foram visualizadas com o sistema
PoseView-Center for Bioinformatics (ZBH) da Universidade de Hamburgo.

Em relacdo ao CYP1A2, o quadro 5 apresenta os residuos de aminoacidos envolvidos
nas interagdes no sitio ativo, principalmente os residuos Phel25, Phe226, Gly316, Ala317,
[1e386 e Leud497, que favorecem a estabilidade da intera¢do, conforme descrito na literatura
(Sridhar et al., 2017).

Quadro 5 - Esquema das principais interagdes intermoleculares observadas

no sitio ativo do CYP1A2.

o-naftoflavona
Conocarpano

Thr124A -
Thr321A /

lle386A

Ala317A
Thr124A

—~
&)

o . Phe226A Phe226A

=20
O Ala317A Z&A
OH

Phe226A

Eupomatenoide-5 Eupomatenoide-6

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: As interagdes ligante-residuos de aminoacidos foram visualizadas com o sistema PoseView-
Center for Bioinformatics (ZBH) da Universidade de Hamburgo.
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As interagdes observadas entre o eupomatenoide-5 (1) e CYPIAl envolveram
principalmente os sistemas 7 da enzima ou do ligante (Figura 19). O anel benzofurano realizou
interacdes de empilhamento m-mt com o anel fenila da cadeia lateral de Phe224 e interagdes mt-
alquil envolvendo o grupo 3-metil. Além disso, o Ala317 também realizou intera¢des n-alquil
envolvendo sua cadeia lateral de hidrocarboneto e o anel benzofurano, enquanto o Gly316
interagiu via empilhamento © de amida. O anel 2-fenil do eupomatenoide-5 esta relacionado
com interacdes em forma de n-n T com a cadeia lateral fenil de Phe258, que também interagiu

com o atomo de oxigénio do grupo 5'-metoxila pela interessante interacao de pares m-solitarios.

O grupo HEME interagiu com o grupo propenila por interacdes m-alquil, envolvendo
seus anéis pirrdlicos. Ile115, Ser116 e Leu312 cercaram a metila do grupo 5'-metoxila do anel
fenila do eupomatenoide-5, realizando interagdes do tipo alquil, assim como Val382, Leud97
e grupo HEME, que interagiram por suas cadeias de hidrocarbonetos com o grupo 5-propenila
do eupomatenoide-5. Finalmente, o Asn255 interagiu por uma ligagdo carbono- hidrogénio
fraca entre o oxigénio carbonilico de sua cadeia lateral e um atomo de hidrogénio do metil no
grupo 5'-metoxila. Interagdes de Van der Waals com outros residuos de aminoacidos também

estavam presentes, incluindo Phe123 (Figura 19).

As interagoes dos ligantes investigados no sitio ativo do CYP1A1. Observamos que
os residuos Phe123, Phe224 e Phe258 foram considerados essenciais para a interagao no sitio
ativo do CYP1A1 com o eupomatenoide-5 (1), eupomatenoide-6 (2), conocarpano (3) e a-

naftoflavona (4) (Figs. 19-22).
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Figura 19 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e

interacdes do eupomatenoide-5 no sitio ativo

do CYPI1AL.
ALA GLY
LEU A3LT A6

A496

WAL
A3B2

HEMNI
Ab0L

LEU
A312

PHE
A258

PHE

A229 ILE

All5

Interactions

|:| Pi-Sigma |:| Amide-Pi Stacked
I:I Pi-Lone Pair I:I Alkeyl
|:| Pi-Pi Stacked |:| Fi-Alkyl

|:| Pi-Pi T-shaped

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021.

O Eupomatenoide-6 (2) apresentou quase todas as interagdes que foram observadas
para o eupomatenoide-5 (1) com o CYP1AI, exceto aquelas com Leu312, Ser116 e Asn255 e
a interacao do par m-lone com Phe258. No entanto, estavam presentes interacdes em forma de
n-nt T entre a cadeia lateral fenila de Phel23 e a por¢do benzila do anel benzofurano do
eupomatenoide-6, bem como entre Phe258 e o anel 2-fenol. Finalmente, como foi observado
para o eupomatenoide-5 (1), também estavam presentes interacoes de Van der waals com

outros residuos de aminoécidos (Figura 20).
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Figura 20 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e
interacdes do eupomatenoide-6 no sitio ativo

do CYP1AL.

FHE
Al2z

ALA
A:3L7

LEU
A496

WAL "o\

A:382 —0

HETN/
AeDl

Gy PHE
; PHE
ZF 8224 A258

Interactions

D Pi-Sigma |:| Amide-Pi Stacked
|:| Pi-Pi Stacked |:| Alkyl
|:| Pi-Pi T-shaped |:| Pi-Alkyl

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021.

A analise do conocarpano (3) e CYP1A1 também mostrou interagdes de empilhamento
n- envolvendo o anel benzofurano e o anel 2-fenol e as cadeias laterais aromdticas de Phe224
(ambas as interacdes) e Phe258 (apenas com o anel fenilico). As cadeias laterais de
hidrocarbonetos de Ile115 e Leu312 interagiram via m-alquil com o anel 2-fenol, enquanto
Leu496 realizou interagdes alquila envolvendo sua cadeia lateral de hidrocarboneto e o grupo
S-propenila do conocarpano. Além disso, foi observada ligacao de hidrogénio convencional
entre 0 atomo de oxigénio da carbonila da estrutura principal do Asn255 e o 4tomo de
hidrogénio da hidroxila fendlica do conocarpano, além de uma ligagdo carbono-hidrogénio
fraca envolvendo o atomo de hidrogénio do carbono a e o atomo de oxigénio de o grupo

hidroxila do ligante. Diante desta andlise, pode-se levantar a hipotese de
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que a auséncia de planaridade do conocarpano (3) a estrutura do grupo HEME coloca essa
neolignana mais perto do fundo do sitio ativo, o que pode estar relacionado a sua menor
atividade demonstrada por célculos e por dados experimentais apresentados nessa Tese. Além
disso, hd menos interagcdes com o sitio ativo em comparagdo com as outras duas lignanas
(Santos et al., 2021). Finalmente, também estavam presentes interagdes adicionais de Van der

waals com outros residuos de aminoacidos (Figura 21).

Figura 21 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e

interacdes do conocarpano no sitio ativo do

CYP1ALl.
ILE
A115
PHE
Ar258
_ LEU
0 A312
LEU
A d96 Y
P
H
PHE ASN
Ai224 -
Interactions
I:I Conventional Hydrogen Bond I:I alkyl
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl
I I Pi-Fi Stacked

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021.

No geral, em comparagdo com a a-naftoflavona (4), o eupomatenoide-5 (1) possui 4
aminoacidos conservados interagindo, enquanto o eupomatenoide-6 (2) possui 5 e o
conocarpano (3) apenas um (Tabela 5). Esta observagdo pode estar relacionada a uma maior

estabilidade de (1) e (2) no sitio ativo do CYP1A1 em comparacdo com (3) (Figura 22).
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Figura 22 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligagdo proposto e

interagdes da a-naftoflavona no sitio ativo do

CYPI1AL.
PHE
Iy = A224
A60L

PHE
A123

ALA
A:317

Interactions

|:| Pi-Pi Stacked |:| Amide-Pi Stacked
|:| Pi-Pi T-shaped |:| Pi-Alkyl

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA®
Discovery Studio 2021.

As interacdes dos ligantes testados com o sitio ativo do CYP1A1 foram examinadas.
Como o eupomatenoide-5 (1) foi o inibidor mais potente, suas supostas interagdes 3D sdo
representadas no quadro 6, assim como as principais interacdes do eupomatenoide-6 (2),

conocarpano (3) e a-naftoflavona (4) com o CYPIAL.



Quadro 6 - Melhores poses 3D obtidas por docking molecular demonstrando

o modo de ligacao e interagdes no sitio ativo do CYP1AL.

Phe2s8A

Eupomatenoide-5

Phe258

A p— N —— N . e
%i \{' CYP141
y 1382 o o 2
“ f Val382
|
= n ( |
Leu496 CYN ¥
i ‘/()\ &=
% Phel23

y £ !
\ \ CYPIAL
X ’ & '

Leud496

; )
p) JA
A Phe224

’ (4

b

Conocarpano

2 - \

N N

Fonte: O autor, 2023.

Legenda: As interagdes proteina-ligante foram visualizadas com o programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021. As simula¢des de docking foram realizadas usando o algoritmo genético
GoldScore como uma fungdo de pontuacdo, modelo chemscore p450 cds. Imagens: a-
naftoflavona (cobre), Eupomatenoide-5 (azul), Eupomatenoide-6 (verde) e Conocarpano
(violeta) em relacdo ao grupo heme (cinza).
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Na andlise dos ligantes testados ¢ do CYP1A2, o eupomatenoide-5 (1), escolhido
novamente para representacdo 3D no sitio ativo, apresentou mais interagdes putativas em
comparac¢ao com as outras neolignanas. O anel benzofurano interagiu via empilhamento n-nt
com a cadeia lateral aromatica de Phe226, além de Phel25, via empilhamento em forma de n-
n T. O residuo Phe226 faz interagdes adicionais de empilhamento n-n com o anel 2-fenila e via
n-alquila com o metil do grupo 5'-metoxila, bem como com o 3-metil do anel benzofurano.

Além disso, o nucleo pirrol HEME interage com o anel benzila do benzofurano por do
empilhamento n-n. Interagdes do tipo m-alquila ocorreram entre Ala317 e o anel benzofurano.
O grupo HEME pirroélico e o grupo S-propenila, Phe260 com o grupo 5'metoxila e também do
tipo m-par solitario com o oxigénio desta ultima fung@o. Phe260 também apresentou interacao
desfavordvel com o atomo de oxigénio da 4'-hidroxila. Intera¢des do tipo alquila também
foram observadas entre as cadeias laterais de hidrocarbonetos de Val227, Leu497 e 3-metil.
Leu382, 11e386, Leud97 e Thrd498 circundam o grupo 2-propenila, realizando também
interagdes do tipo alquila. Além disso, Ile117 interage da mesma forma, mas com o metil do
grupo 5'-metoxila do anel fenilico, bem como Gly316 interage pelo empilhamento de m-amida
com a porg¢ao furanila do anel benzofurano. Finalmente, Asn257 realiza uma ligagao carbono-
hidrogénio entre o atomo de oxigénio da estrutura carbonila e um hidrogénio do metil no

substituinte metoxila. Foram observadas interagdes adicionais de Van der Waals (Figura 23).
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Figura 23 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e
interacdes do eupomatenoide-5 no sitio ativo

do CYP1A2.
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D Pi-Lone Pair D Alkyl
|:| Pi-Pi Stacked |:| Pi-Alkyl

Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021.

A anélise visual do eupomatenoide-6 (2) e do CYPIA2 mostra uma conformagao
preferida invertida em comparagao com o que foi observado para o eupomatenoide-5 (1). Aqui,
o anel 2-fenilico estd orientado para o grupo HEME enquanto a cadeia 5-propenila estd na
parte inferior do sitio ativo. Interagdes do tipo m-cation envolvendo o ion Fe** do grupo HEME
e o0 anel 4'-fenilico foram observadas juntamente com o empilhamento em forma de n-n T entre
um dos anéis pirrélicos e o anel 4'-fenol do eupomatenoide-6, como também foi observado
com Phel25. Além disso, foi observado empilhamento n-n entre a cadeia lateral aromatica de
Phe226 e a por¢ao benzila do anel benzofurano. Phe226 também contribuiu para duas
interacdes do tipo alquila entre sua cadeia lateral aromatica, 3-metila (0 mesmo com Val227)
e o substituinte 2-propenila. Além disso, interagdes m-alquila envolvendo a cadeia lateral de
hidrocarboneto de Ala317, os anéis 2-fenilico e benzofurano do eupomatenoide-6 estavam
presentes, enquanto Phe256, Phe260 e Leud497 (mais uma interacdo do tipo alquila)

interagiram da mesma forma com o 2-propenila. Finalmente, o
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Gly316 interagiu por empilhamento de m-amida com o anel benzofurano. E importante notar
também que foi observada uma interacao desfavoravel entre um dos carbonos do grupo HEME
e o oxigénio da 4'-hidroxila. Interagdes adicionais de van der waals estavam presentes (Figura

24).

Figura 24 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e
interacdes do eupomatenoide-6 no sitio ativo

do CYP1A2.
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Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA® Discovery
Studio 2021.

Finalmente, na posi¢ao de acoplamento superior do conocarpano (3) e CYP1A2, o anel
benzofurano interagiu via empilhamento n-n com a cadeia lateral aromatica de Phe226, que
também interagiu da mesma forma com o 2-fenol. Esta ultima interagdo também foi
compartilhada por Phe260. Interagdes do tipo m-alquila foram observadas entre a cadeia lateral
hidrocarbonada de Ile117 e o anel 2-fenol, enquanto Ala317 realizou a mesma interagdo, mas
com a parte benzila do anel benzofurano e por interagdes do tipo alquila com 3-metila. Leu382,

[1e386 e Leud97 interagiram por interagdes do tipo alquila com a porgao
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2-propenila do conocarpano. Além disso, o hidrogénio Thr118 ligou-se ao conocarpan pelo
atomo de hidrogénio da estrutura -NH e do atomo de oxigénio da 4'-hidroxila do anel 2- fenol.
Finalmente, foi observada uma intera¢ao desfavoravel envolvendo o oxigénio da carbonila da
cadeia lateral do Asn255 e o 4tomo de oxigénio da hidroxila fendlica do conocarpano.

Interagdes adicionais de van der waals estavam presentes (Figura 25).

Figura 25 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligacdo proposto e
interacdes do conocarpano no sitio ativo do

CYPIA2.
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Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA®
Discovery Studio 2021.

No geral, em comparagcdo com a a-naftoflavona, o eupomatenoide-5 (1), o melhor
inibidor experimental, possui 7 aminoacidos conservados de intera¢do, o eupomatenoide-6
(2) 6 e 0 conocarpan (3) tinha 5 (Tabela 5). Embora todas as trés neolignanas apresente um
tipo de interagdo desfavoravel no sitio ativo do CYP1A2, se considerarmos um ambiente
molecular dindmico, essas saliéncias provavelmente seriam aliviadas apos a ligacao (Figura

26).
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Figura 26 - Melhor pose obtida por docking molecular
mostrando o modo de ligagdo proposto e

interagdes da a-naftoflavona no sitio ativo do
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Fonte: O autor, 2023.
Legenda: Pose 2D gerado com programa BIOVIA®

Discovery Studio 2021.

Em nossa analise, comentamos que as conformacdes dos ligantes no sitio ativo sao
proximas ao grupo HEME do CYP1A2. Observamos que os residuos Phel25, Phe226,
Gly316, Ala317, I1e386 e Leud97 foram considerados importantes para a interagdo do
eupomatenoide-5 (1), eupomatenoide-6 (2), conocarpano (3) e a- naftoflavona (4) (Figs. 23-
26) no sitio ativo do CYP1A2.

Também ¢ demonstrado em nossa investigacdo que as conformacgdes dos ligantes
dentro do sitio ativo estdo proximos ao grupo HEME do CYP1A2. O quadro 9 demonstra as
interagdes e o modo de ligacdo em 3D da a-naftoflavona e neolignanas com os residuos

Phel25, Phe226, Gly316, Ala317, [1e386 e Leu497 no sitio ativo do CYP1A2.



Quadro 7 - Melhores poses 3D obtidas por docking molecular demonstrando o modo de

ligagdo e interagdes no sitio ativo do CYP1A2.
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Fonte: O autor, 2023.

Legenda: As interagdes proteina-ligante foram visualizadas com o programa BIOVIA® Discovery Studio
2021. As simulagdes de docking foram realizadas usando o algoritmo genético GoldScore como
uma fun¢do de pontuacdo, modelo chemscore p450 cds. Imagens: o-naftoflavona (cobre),
Eupomatenoide-5 (azul), Eupomatenoide-6(verde) e Conocarpano (violeta) em relagdo ao grupo

heme (cinza).
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5- DISCUSSAO

A natureza fornece um numero extraordinario de substancias bioativas e a afirmagao
"esses produtos sao considerados mais seguros, pois sdo consumidos ha séculos" ¢ uma
generalizagdo que pode ser enganosa, pois a longa historia de uso nao necessariamente implica
seguranca sem estudos cientificos rigorosos para confirmar tal afirmac¢do (Di Nardo & Giliard,
2020). Entretanto, o uso extensivo somado a diferentes formas de preparagao, podem trazer a
falta de critérios elegiveis para a seguranca e eficicia destas preparacdes, assim como a
deficiéncia de estudos toxicoldgicos para uma quantidade consideravel de substancias naturais
levantam questdes sobre a segurancga dessas substancias (Tugcu,Kirmizibekmez & Aydin,
2020).

As predigdes dos parametros fisico-quimicos mostraram que eupomatenoide-5,
eupomatenoide-6 e conocarpano possuem alta absor¢do gastrointestinal, permeabilidade para
atravessar a barreira hematoencefalica, além de demonstrar que sdo capazes de inibir o
CYP1A2. Além disso, nenhuma violagao das regras de Lipinsk e nenhuma interacao P-gp para
essas substancias foram previstas. Assim, considerando a previsao de PK in silico, o
eupomatenoide-5 pode ser um grande alvo para o desenvolvimento de um novo fitoterapico.
Mesmo assim, esses parametros fornecidos pela Swiss ADME precisam de confirmagao.

No presente trabalho, os resultados alcancados in vivo demonstraram uma discreta
indugdo do CYPI1A durante o tratamento com o eupomatenoide-5. Os experimentos realizados
in vivo apresentam os primeiros resultados com neolignanas benzofuranicas vs. CYPIA, no
entanto, no estudo de Pelkonen e colaboradores (1998) ¢ descrito o processo de sintese de
novas moléculas enzimaticas pelo resultado do aumento da transcrigdo do gene CYP1A, de
forma que os indutores desse gene interagem com receptor AhR. Portanto, ap6s a interagao
com o ligante € ativado e translocado para o nticleo como um complexo que inclui a proteina
AhNT. Esse complexo se liga a regides especificas nas areas reguladoras dos genes do CYPI1A
levando ao aumento da transcrigdo e, consequente produ¢do de uma nova proteina CYP1A.
Portanto, os resultados obtidos nesta investigacdo apontam para uma sugestao de como se da
o mecanismo de acdo desta neolignana in vivo, porém existe a necessidade de maiores
investigacdes devido a alta complexidade de sistemas in vivo.

Perepechaeva e colaboradores (2017) realizam um experimento in vivo para estudar os
efeitos da quercetina (um flavonoide) na atividade e nivel de mRNA de CYP1A, nivel de
mRNA de alguns componentes da via de sinalizagdo dependente de receptor AhR e na
atividade de ligacdo ao DNA de reguladores negativos de AhR e CYP1A em figado de rato

ndo tratados
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e tratados com benzo(a)pireno (BaP). Ratos Wistar com 12 semanas receberam quercetina (80
mg/kg i.p.) ou BaP (5 mg/kg i.p.) ou BaP + quercetina. O grupo controle recebeu 6leo vegetal.
Os ratos receberam esses agentes uma vez ao dia por 1-3 dias. As amostras foram coletadas 3,
6, 12 ¢ 24 h (administragdo unica) ou 72 h (administragdo de 3 dias), ap6és o primeiro
tratamento. Em animais ndo tratados, a quercetina ndo conseguiu influenciar a atividade de
CYPIA1 e os niveis de mRNA de CYP1Al e CYPIA2, mas aumentou a atividade de
CYPI1A2. O ultimo efeito parece ser mediado por mecanismos poOs- transcricionais porque o
nivel de mRNA de CYP1A2 permaneceu inalterado. Os autores indicam que, possivelmente,
0 CYP1A2 tenha sido induzido pela quercetina transcricionalmente, mas no 3° dia, o nivel de
mRNA voltou ao normal, enquanto o nivel de proteina permaneceu elevado.

Xie e colaboradores (2020) investigaram o perfil de CYP induzido porschisandrin B e
schisandrol B (componentes ativos e identificados em Schisandra chinensis) e o papel dos
fatores nucleares receptor X de pregnano (PXR) e receptor de androstano constitutivo (CAR).
Camundongos receberam schisandrin B e schisandrol B (200 mg/kg/dia para ambos)
dissolvidos em 6leo de milho (v.0.), duas vezes ao dia durante 5 dias. O schisandrin B induziu
o CYP3A11 em 7 vezes, enquanto 112 vezes o CYP2B10, quando comparado ao controle. O
schisandrol B induziu o CYP3A1l em 5 vezes ¢ o CYP2B10 em 25 vezes, comparado ao
controle.

Liu e colaboradores (2015) investigaram, in vivo, o aumento da atividade catalitica dos
CYP3A e CYP2C em camundongos tratados com carbamazepina na concentracdo de 200
mg/kg em suspensdo de 6leo de milho em dose tnica didria, via intragastrica (i.g.) por 5 dias
e demonstraram que os CYP3A e CYP2C tiveram sua atividade aumentadas de 5 a 10 vezes.

Samuhasaneeto e Yusakul (2021) investigaram os efeitos, in vivo, do extrato de
Benjakul (formulacdo tradicional tailandesa que consiste em quantidades iguais de cinco
plantas: os frutos de Piper chaba Hunter, as raizes de Piper sarmentosum Roxb., caules de
Piper interruptum Opiz., raizes de Plumbago indica Linn., além de rizomas de Zingiber
officinale Roscoe) nas atividades e niveis de expressio mRNA hepatico do CYP2C11 e
CYP3AI1 em ratos Wistar. Os grupos tratados receberam extrato de Benjakul diariamente em
doses de 200, 400 ou 600 mg/kg (v.0.) por 28 dias. O tratamento com 400 e 600 mg/kg de
Benjakul aumentou significativamente a atividade hepatica do CYP2C11 e do CYP3A e

aumentou a expressao de CYP3A1 no figado dos animais.
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Huang e colegas (2014) investigaram se a escina (uma saponina) influencia o efeito
nas enzimas do CYP-P450 de rato (CYP1A2, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4) usando mistura
de farmacos in vivo, contendo fenacetina para CYP1A2, tolbutamida para CYP2C9, de
clorzoxazona para CYP2E1 e midazolam para CYP3A4. As doses utilizadas para ratos foram
de 0,45 a 1,8 mg/kg/dia (i.v.), ap6és 5 min, uma solu¢cdo em mistura na dose de 5 mL/kg,
contendo fenacetina (20 mg/kg), tolbutamida (5 mg/kg), clorzoxazona (20 mg/kg) e
midazolam (10 mg/kg) foi administrada por sonda géstrica. A escina teve o potencial de
induzir significativamente a atividade hepatica dos CYP1A2, CYP2C9 e CYP3A4 de rato.

Shi e colaboradores (2020) avaliaram o perfil de inibi¢do do CYP2EI e CYP3A4,
utilizando Ratos Sprague Dawley, divididos aleatoriamente em onze grupos tratados com
psoralidina (10, 5 e 1 mg/kg), com neobavaisoflavona (10, 5 e 1 mg/kg de peso corporal) e
daidzeina (8, 4 ¢ 1 mg/kg), o grupo controle foi tratado com rifanpcina (25 mg/kg de peso
corporal) por veia caudal por 7 dias consecutivos. Psoralidina, neobavaisoflavona e daidzeina
(isoflavonas) inibiram o CYP2E1 e induziram o CYP3A4. Além disso, a isobavachalcona
inibiu 0 CYP2EI e 0 CYP3A4.

No caso desse trabalho de Tese observou-se indugao relativamente baixa do CYP1A
durante o tratamento com o eupomatenoide-5 em camundongos DBA-2 e Swiss. Esses
resultados precisam ser confirmados com mais experimentos, uma vez que, como sera
discutido a seguir, essa neolignana benzofuranica ¢ um potente inibidor do CYP1A1/2 in vitro.
Porém, considerando que nosso grupo demonstrou que essas neolignanas benzofuranicas sao
potentes agentes citotoxicos (Fonseca ef al., 2020) contra tumor de cavidade oral, ha de se
especular uma agdo em receptores nucleares que pode levar ao aumento in vivo da sintese de
CYPIA.

Santos e colaboradores (2021) investigaram o efeito inibitdrio de neolignanas bioativas
eupomatenoide-5, eupomatenoide-6 e conocarpano, além de extratos e parti¢cdes de
P. rivinoides em CYP1A1l e CYP1A2, usando 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e 7-
metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD) como marcadores para a atividade,
respectivamente. O estudo in vitro com fragdo microssomal hepatica demonstrou que o extrato
bruto hidroalcoolico de P. rivinoides e suas partigoes sao fortes inibidores da atividade do
CYPIAL, particularmente a particdo hexanica, da qual as neolignanas foram isoladas. Os
achados também confirmam que a-naftoflavona (controle positivo), quercetina e as
neolignanas eupomatenoide-5, eupomatenoide-6 e conocarpano sdo potentes inibidores da
atividade do CYP1AI. Para a isoforma CYP1A2 (teste MROD), apenas o eupomatenoide-5

e o eupomateoide-6 foram ativos na concentragdo mais alta testada (100
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uM). No entanto, esse estudo com fragao microssomal hepatica de roedores ¢ considerado um
screening de atividade, pois mesmo realizando a indu¢ao de determinados CYPs (por exemplo
CYPIA), trata-se de uma mistura que pode conter outros CYPs além dos desejados. Ainda,
0os CYPS de roedores conservam caracteristicas com o dos humanos, mas nao sdo totalmente
idénticos. Por isso tem-se a necessidade de realizar os mesmos testes com CYPs
recombinantes humanos (7%), o que foi feito nesta Tese de Doutorado.

No presente estudo foi avaliado a atividade de #ACYP1A1 para as mesmas neolignanas
isoladas (100 pM) e para o extrato hidroalcéolico de P. rivinoides (100 pg/mL), tendo sido
demonstrado que tanto as substancias isoladas quanto o extrato foram capazes de inibir a
atividade de »ACYP1A1, com 81,4%, 73,0%, 14,5% ¢ 73,6% para o eupomotenoide- 5,
eupomatenoide-6, conocarpano e extrato, respectivamente. A a-naftoflavona inibiu cerca de
85% da atividade da enzima, fato que condiz com a literatura por conhecido e potente inibidor
do CYPIA (Park et al., 2022). Ainda, investigagdo com o rACYP1A2 com as mesmas
substancias e extrato de P. rivinoides nas mesmas concentragdes, foi demonstrado que tanto
as neolignanas quanto o extrato também foram capazes de inibir a atividade desse CYP
recombinante humano. A inibicao da atividade enzimatica foi de 45,6% para eupomatenoide-
5, 26,4% para eupomatenoide-6, 11,0% para conocarpano ¢ 49,7% para o extrato de P.
rivinoides. A a-naftoflavona inibiu a atividade enzimatica em 95,5%. Dentre as neolignanas
testadas, o eupomatenoide-5 foi a mais ativa frente o #ACYP1A2. Os valores de ICso em
rhCYPIA1 para eupomatenoide-5 e para a a-naftofavona foram 39,5 pM e 5,5 uM,
respectivamente.

Dessa forma, os resultados de inibicao in vitro com enzimas recombinantes humanas
usadas nessa Tese s@o satisfatorios e concordam com os achados de Santos e colegas (2021),
além das respostas in silico, assim pode-se considerar que neolignanas benzofuranicas
iseoladas de P. rivinoides se apresentaram-se como inibidores de CYP1A, fato descrito pela
primeira vez na literatura.

Diversas substancias naturais sdo inibidoras de CYPIA, incluindo flavonoides e
lignanas, presentes em alimentos e chds medicinais (Kumar et al., 2014; Lakhera et al., 2021).
Porém, como demonstrado por Santos e cols. essas substancias precisam ter estrutura planar
(Santos et al., 2021). Naquele trabalho especulou-se o motivo da planaridade das estruturas
para se ligarem ao sitio de acdo dos CYP1A1l e CYP1AZ2, pois foram feitas sobreposi¢des entre
as neolignanas e a a-naftoflavona. As estruturas que apresentaram melhor sobreposi¢do a a-
naftoflavona foram as mais ativas experimentalmente. Dados da literatura com lignoides nao

planares demonstram ndo ser capazes de inibir a CYP1A, como
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os de Zhao e colaboradores (2017). Os autores apresentaram resultados de inibicao das
lignanas nao planares gomisina C e gomisina G (isoladas de Schisandra chinensis) que
inibiram os ¥ACYP3A4 e rhCYP3AS e ndo a rhCYPIA.

Sridhar e colaboradores (2017) descrevem que as interagdes e orientacdes de
flavonoides diferiram entre CYP1A1 e CYP1A2. No caso de inibidores potentes, anéis B de
flavonoides foram ancorados perto do centro de ferro do grupo HEME de CYP1A2, ¢ o
empilhamento n-n do grupo hidroxila do flavonoide orientado favoravelmente para Phe226
foi evidenciado. E ainda destacado que os inibidores menos potentes favoreceram uma
orientacao diferente dos inibidores potentes para CYP1A2, em que o empilhamento n-n com
Phe226 estava ausente. Estudos indicaram que a presenga de um grupo 5,7-diidroxila no anel
A e um grupo 3-hidroxila no anel C da flavona aumenta o poder de inibicdo dessas enzimas.
Esses estudos também mostraram que a presenga de um grupo 3',4'-diidroxila no anel B da
flavona pode aumentar a poténcia de inibicao.

Santos e colaboradores (2021) investigaram, ainda, a interferéncia de flavonoides na
atividade do CYP1A de microssomos de ratos. A quercetina apresentou-se como um potente
inibidor desta enzima. Esse flavonoide possui grupos hidroxila e oxigénio nas posicdes 3, 5,
7,3"e4', confirmando que sua quantidade e posi¢do na estrutura sdo importantes para interagao
no sitio ativo enzimatico. Observou-se, também, no estudo de Zandarashvili e colaboradores
(2011) que a planaridade da estrutura parece ser critica para as interacdes € que grupos
hidroxila na estrutura do flavonoide nas posigdes 5 e 7 do nlcleo benzopiran-4- ona também
sdo importantes para a capacidade de inibi¢do da enzima.

Nessa Tese aprofundamos os estudos para verificar como se da a interagdo entre as
neolignanas benzofuranicas de P. rivinoides e os CYP1A1/A2 por estudos de modelagem
molecular. Os resultados demonstram que, de modo geral, as interagdes dos residuos Phel23,
Phe224 e Phe258 sdo importantes para a ligagdo com o sitio ativo do CYP1Al e que os
residuos Phel25, Phe226, Gly316, Ala317, 11e386 e Leud497 sao fundamentais para a ligagao
com o sitio ativo do CYP1A2, em empilhamento n-mt, pois conferem maior estabilidade aos
inibidores.

Nossos resultados sdo consistentes com os achados de Lim et al. (2022), que notaram
interacdes de empilhamento n-m formadas entre catinona e grupos aromaticos de residuos de
aminoacidos Phe226 e Phe260. Além disso, Sousa et al. (2013) observaram que ligacdes de
protecdo solidas e interacdes de empilhamento mn-m com moléculas de flavonoides e os
principais residuos de aminoacidos das enzimas CYP1A2 e CYP2C9 foram meios para as

ligacdes desses ao sitio ativo.
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Mena-Ulecia e MacLeod-Carey (2018) realizaram simulagdes usando docking
molecular para determinar a interagdo de derivados de 2-fenil benzotriazole (PBTA) com o
centro ativo de CYP1A1. A orientagdo obtida nos experimentos de docking revelou a presenca
de interagdes de empilhamento m-w entre o grupo triazol e Phe224, bem como ligagdes de
hidrogénio do terminal NH, de PBTAs com os residuos Asn255 e Ser116.

Wauchope e colaboradores (2021) estabeleceram o modo preferencial de ligagao do
trissulfeto de benzila (DTS; principal ativo da planta Petiveria alliacea) com CYP1A1 (codigo
PDB: 4I8V; Walsh et al., 2013), realizando estudos de docking com o programa Auto Dock
Vina. A caixa da grade foi centralizada no grupo HEME com dimensdes de 20 A nos planos
X, y € z ¢ apenas a melhor pose de ajuste foi selecionada para CYP1A1. Os resultados
demonstraram que, na melhor pose de ligagdo tedrica alcangada, o DTS estava situado dentro
do bolso de ligagio 4,3 A de distancia do grupo HEME. O grupo benzila mais proximo exibiu
uma interacdo de empilhamento m-n de ponta a face com o residuo Phel23, bem como
interagdes de empilhamento n-n deslocadas com Phe224 e Phe258, representando caracteristicas
comuns de muitos inibidores de CYP1A.

Gonzales e colaboradores (2012) realizaram estudos de docking e QSAR comparativos
de hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos com CYP1A1 e CYP1BI1, onde as estruturas dos
CYPs 1Al e 1BI foram construidas com principios de modelagem de homologia, usando a
estrutura cristalografica de CYP1A2 (codigo PDB: 2HI4; Sansen et al., 2007). A sequéncia
primaria de CYPIA1 apresentou 73% de identidade com CYP1A2, enquanto CYP1B1
apresentou 39% de identidade de sequéncia. A analise de ambas as estruturas 3D revelou sitios
ativos muito estreitos, compostos por residuos hidrofébicos (principalmente com residuos
Phe) e potenciais residuos doadores de ligagdes de hidrogénio, todos incluidos em um dos seis
sitios de reconhecimento de substrato das enzimas. O estudo de docking revelou que os 32
ligantes mostraram posi¢des semelhantes no sitio de ligacao, alinhando seus anéis aromaticos
para interagir por empilhamento n-n com residuos de Phe, mostrando interagdes face a face
com Phel23 em CYPIAI ou com Phel34 em CYPIBI, e deslocados por interacdes
empilhadas com Phe224 ou Phe258 em CYP1A1 ou Phe231 ou Phe268 em CYP1BI1.

Raunio e colaboradores (2015) descrevem que as interacdes de empilhamento n-mt s3o os
determinantes mais essenciais da poténcia de inibi¢do do CYPIA2 e que sua cavidade de
ligagdo tem um volume estimado de 375 A. Além disso, concluiu-se que sua cavidade de

ligacdo se ajusta perfeitamente a substancias planares, como a a-naftoflavona (4).
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Zhao e colaboradores (2015) descrevem que interagdes m-m, ou interagdes aromaticas,
representam forgas intermoleculares ndo covalentes que sdo importantes para a estabilidade da
proteina, pois desempenham um papel fundamental na estabilizagdo do DNA, onde as
conformagdes sdo representadas por geometrias face a face (5), face a face em forma de T

(6) e de conformagao empilhada (7).

H
<~ <> &
5
Fonte: Adaptado de Zhao et al., 2015.

No presente estudo foi observado que as interagdes de empilhamento m-m entre
neolignanas e residuos de aminoacidos de CYP1A1 e CYP1A2 determinam o encaixe dessas
no sitio ativo, sendo considerados, portanto, residuos fundamentais para tais interagdes. Esse
achado estd de acordo com estudos anteriores descritos na literatura para substancias naturais
e sdo inéditos para as neolignanas, bem como corroboram os resultados obtidos nos

experimentos in vitro.
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CONCLUSOES

v Os resultados obtidos no estudo in vivo sugerem que tanto o eupomatenoide-5 quanto
o extrato hidroalcoolico de P. rivinoides podem levar a um aumento da expressao de
CYPIA em camundongos. Este aumento na expressao pode estar relacionado a
interacdo destas substancias com receptor AhR, que desencadeia todo o processo do
aumento da expressao desta enzima.

v' Quanto as investigagdes in vitro, nossos resultados obtidos para as neolignanas
benzofuranicas eupomatenoide-5, eupomatenoide-6, conocarpano, bem como para o
extrato hidroalcodlico das folhas de P. rivinoides nos ensaios de inibi¢ao de
rhCYP1A1 e rhCYP1A2 s3o novos e relevantes, uma vez que nosso grupo tem
estudado as propriedades biodindmicas de espécies de Piperaceae e de neolignanas.
Essas neolignanas demonstraram ser inibidoras dessas CYPs, exceto o conocarpano
(atividade baixa) que ndo tem estrutura planar. Esses resultados representam um passo
importante no conhecimento da PK dessas neolignanas para inferéncia sobre possiveis
interagdes medicamentosas. Além disso, os scores observados pelo estudo de docking
molecular corroboram os resultados obtidos in vitro nos CYP1A1l e CYP1A2, e que
foram previstos pelos estudos in silico ADME.

v Os estudos de docking molecular, utilizando o algoritmo genético Goldscore como
fungdo de pontuagio, modelo chemscore p450 cds, com um raio de busca de 20 A
foram satisfatorias. Assim, foi possivel validar o método por redocking dos cristais de
CYPIAl e CYP1A2, com valores de RMSD < 2.0 A, o que favorece futuras
investigacoes em CYP-P450.

v Os residuos de aminoacidos presentes na cavidade CYP1A1/A2 desempenham papéis-
chave nas interagdes de neolignanas descritas neste estudo, especialmente interagdes
com eupomatenoide-5 e eupomatenoide-6, pois apresentaram as melhores pontuacdes
e 0 maior numero de interagdes com residuos-chave, principalmente, interagdes com
os residuos Phe123, Phe224 e Phe258 no sitio ativo do CYPIALI e interagdes com os
residuos Phel23, Phe224, Phe258, Phe260, Gly316 e Ala317 no sitio ativo do
CYPI1A2. Ficou demonstrado que as interagdes tipo empilhamento - proporcionam
maior estabilidade de ligacao.

v’ Diante do exposto, nossas investigagdes in vivo, in vitro € in silico representam um
grande achado em se tratando de neolignanas benzofuranicas que apresentam elevado

potencial biologico e, portanto, devem ser estudas.
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