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RESUMO

A piperina é o principal alcaléide da Piper nigrum Linn. usado como condimento
e na medicina popular. Nos apresentamos um estudo de ancoramento molecular de
suporte aos dados experimentais sobre o aumento na biodisponibilidade dos
farmacos: propranolol, teofilina, fenitoina, nevirapina, rifampicina, nimesulida,
pirazinamida, carbamazepina, e esparteina na presenca de piperina. O complexo
formado entre a piperina e CYP3A4 se mostrou o mais estavel de todos, com a energia
de ligagéo de -8,60 kcal / mol. Isto explica 0 mecanismo relacionado a interagdes
descritas do tipo farmaco-erva, uma vez que a melhor ancoragem de piperina no sitio
ativo do CYP3A4 pode impedir a interacdo da formacédo dos complexos droga-enzima,

aumentando a biodisponibilidade dos farmacos considerados.

Palavras-chave: Piperina, inibicdo enzimética, Docking Molecular, CYP3A4.



ABSTRACT

Piperine is the major alkaloid of Piper nigrum Linn., used as spice and in popular
medicine. We present a molecular docking study supporting experimental data about
the enhance in bioavailability of propranolol, theophylline, phenytoin, nevirapine,
rifampicin, nimesulide, pyrazinamide, carbamazepine, and spartein in the presence of
piperine. The complex formed with piperine and CYP3A4 was shown to be the most
stable of all, with the binding energy of -8.60 kcal/mol. This explain the related
mechanism of interaction drug-herb, since the better anchoring of piperine in the active
site of CYP3A4 can hinder the drug-enzyme interaction, increasing the bioavailability

of the considered drugs.

Keywords: Piperine, Enzymatic Inhibition, Molecular Docking, CYP3A4.
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1. Revisao da Literatura

1.1. Metabolismo de Farmacos

Medicamentos sdo extremamente necessarios para 0s tratamentos de
enfermidades, mas ao passo que curam sao também compostos estranhos ao
organismo, sendo denominados de xenobibticos (do grego xenos significa estranho e
bidtico relacionado a vida). Um farmaco ideal é considerado aquele que atua de forma
seletiva em seu alvo, no caso dos estruturalmente especificos, e que seja eliminado
evitando assim possivel acumulo no organismo. Quanto mais tempo o farmaco
permanece no organismo, maiores sdo 0s possiveis efeitos colaterais. Como uma via
importante para a eliminacdo desses compostos exdgenos, através de reacdes
quimicas, temos 0s processos que em conjunto sdo chamados metabolismo (TAXAK,
BARATHAM, 2014).

O processo de metabolismo dos farmacos geralmente objetiva transformar uma
espécie lipofilica em uma outra mais hidrofilica, através de reacdes catalisadas por
sistemas enziméticos (F) facilitando o processo de eliminacdo renal. Moléculas
organicas lipofilicas sofrem um processo de reabsorcéo passiva a nivel renal, voltando
a circulacao sistémica ou acumulando-se nos adipécitos podendo levar a reacdes
toxicas (BRUNTON, et.al., 2011). As espécies formadas a partir das reacdes
catalisadas por essas enzimas denominam-se metabdlitos e podem ser divididos em

dois grandes grupos: Metabdlitos de fase 1 e metabdlitos de fase 2.
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Figura 1: Metabolismo normal dos farmacos.
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Fonte: Adaptado de: https://elcaminogmi.dnadirect.com

Os metabdlitos de fase 1 sao produtos de funcionalizacdo, ou seja, ocorre a
incorporacdo ou interconversao de grupos funcionais, geralmente dando origem
espécies quimicas mais polares, com o intuito de eliminar a molécula em questao,
deixar pontos de ancoragem para as reacdes de fase 2, ou até mesmo ativar
moléculas inativas como é o caso dos pro-farmacos. Os metabdlitos de fase 2 séo
produtos de conjugacédo, havendo a formacdo de adutos organicos geralmente mais
polares que o metabdlito inicial e € a forma final de eliminacdo dos xenobidticos pela
via renal. O principal local de transformacédo desses metabdlitos é no figado, embora
outros tecidos como pulmdes, trato digestivo e rins contribuem de maneira menos.
(FOYE, 2008).

1.2.Sistema Microssomal-Citocromo P450

As vias de producdo dos metabdlitos do corpo humano sdo bastante
complexas, sendo 0s maiores representantes as enzimas que constituem o sistema
conhecido como citocromo P450, as quais sdo um conjunto de monooxigenases
ligadas a membrana no reticulo endoplasmatico liso do figado e outros tecidos extra-
hepéticos. O sistema microssomal P450 € constituido basicamente por dois
componentes: Uma Heme proteina denominada P450 e uma flavoproteina NADPH-
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P450 redutase. A fracdo P450 serve de sitio de ligagédo para oxigénio ao passo que a
redutase serve como transferidor de elétrons do NADPH para P450. Vale salientar
que o fosfolipidio Fostatidilcolina, facilita o transporte de elétrons criando um ambiente
carregado negativamente em um pH neutro. O mecanismo pelo qual tais enzimas
geram espécies oxigenadas € por meio de uma complexa cadeia de transporte de
elétrons. O composto de coordenacao formado entre a protoporfirina e o enxofre da
cisteina forma um complexo com o monoxido de carbono resultando em um complexo
gue absorve energia radiante no comprimento de onda de 450 nm, dai a denominacéo
P450. Outras moléculas como o NADPH e oxigénio molecular sdo necessarias para
geracdo dos compostos oxigenados catalisados por esse sistema (FOYE, 2008).

Varios fatores estédo envolvidos na taxa de transformacéo de metabdlitos pelas
enzimas do citocromo, dentre eles podemos citar: estado nutricional, idade, raga, tipo
de tecido etc. Como exemplos de reacles catalisadas por esse sistema enzimatico
podemos citar as oxidacbes de alcanos e compostos aromaticos, epoxidacdo de
alcenos e hidrocarbonetos halogenados, dealquilacdo de aminas secundarias e
terciarias. A introducdo de um grupamento hidroxila em uma espécie lipofilica, por
exemplo, resulta em um ponto de ancoramento para formacao de outros conjugados
mais polares (acido glicurénico, sulfato, aminoacidos e glutationa) também conhecidos
como metabdlitos de fase Il (FOYE, 2008).

As hemeproteinas que denominam o grupo de enzimas do citocromo sao
compostas por quatro anéis pirrélicos unidos por ligacgdes —CH= que resulta na
formacao de um complexo de coordenagdao com o ferro planar, que varia entre 0s
estados oxidado (Fe?*) e reduzido (Fe3*) (JONES; POOLE, 1985). Tal grupamento
prostético Heme pode variar em termos estruturais, dando origem aos grupos: a, b, ¢
e d; os quais diferem apenas nos substituintes das cadeiras porfirinicas (Erro! Fonte
e referéncia ndo encontrada.) (KAPPELLI, 1986).

% Heme a: Tém uma cadeia lateral de formil na posicéo 3, e cadeias de acido
propidnico nas posicdes 13 e 17,

% Heme b: A porfirina que o constitui € um proto-heme IX, tem substituintes vinilo
nas posicoes 3 e 8;

% Heme c: Apresenta ligacdes nas posicOes 3 e 8 com a cisteina da proteina, no

lugar dos grupos vinilas do heme b;
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% Heme d: Apresenta uma dihidro-porfirina.

Figura 2: Grupamentos HEME do citocromo.
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No que compreende o grupo b, encontramos o sistema do citocromo P450, o
qual apresenta mais de 2700 isoformas identificadas. Tal variedade de entidades
cataliticas gerou a necessidade de uma divisdo em familias, tendo como base o tipo
de reacdo que promoviam a catélise, seus respectivos substratos e propriedades
espectrais (COON et al., 1992). Dentro da classificacdo temos 74 familias das quais
14 sédo identificadas em mamiferos, as quais se subdividem em 26 subfamilias
(SAKAKI; INOUYE, 2000).

O mecanismo proposto para o ciclo catalitico (Erro! Fonte de referéncia néao
ncontrada.) de tal sistema inicialmente consiste na ligacdo reversivel do Fe*® a
molécula do substrato, resultando em um complexo analogo ao complexo enzima

substrato onde a ligacdo do substrato facilita a primeira transferéncia de elétrons (1).
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O complexo entdo formado entre o substrato-Fe*3-P450 é reduzido a Fe*2-P450-RH
por um elétron proveniente do NADPH e transferido pela flavoproteina (NADPH-P450
redutase) (2). O complexo Fe*2-P450-Substrato ja reduzido, prontamente se liga ao
oxigénio molecular como um sexto ligante do ferro para formar o complexo Fe*2-P450-
Substrato-O2 (3). O Complexo entéo sofre rearranjo por ressonancia como resultado
da forte eletronegatividade do oxigénio dando origem ao complexo Fe*3-P450-
superéxido o qual sofre uma reducédo pelo segundo elétron da flavoproteina (ou
possivelmente o citocromo b5) (4). Ocorre a clivagem da ligacdo O-O e a liberacao de
uma molécula de 4gua (5). Retirada do a&tomo de hidrogénio do substrato e adi¢cdo do
grupo hidroxila (6). Liberacdo do produto resultante e reestabelecimento do ciclo
catalitico (7). (SAKAKI; INOUYE, 2000).

Figura 3: Ciclo catalitico do Citocromo P450.
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1.3.Inibicdo e Inducdo enzimatica do citocromo.

As enzimas responsaveis pelos processos metabdlicos geralmente podem

sofrer regulacdo (indugdo ou inibicdo). Ambos os processos afetam o perfil
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farmacocinético dos xenobioticos e as vezes podem levar a graves consequéncias. A
administracéo de um farmaco ou uma substancia especifica por um tempo prolongado
e dose dependente pode aumentar seu proprio metabolismo. Este efeito fisioldgico
gue é responsavel para a desintoxicacdo da maioria dos compostos é conhecido como

a inducéo enzimatica.

O aumento no metabolismo de farmacos ocorre por um aumento na transcricdo
génica em resposta de um processo adaptativo do organismo logo ap0s exposi¢ao
prolongada a um agente indutor. Diante do tempo necessario para tal exposicao, tais
efeitos demoram a ser pronunciados, porém podendo durar de uma a trés semanas.
A inducdo enzimética vem sendo estudada extensivamente, porém com énfase na
toxicidade crbnica, mutagénese, carcinogénese e interacdes medicamentosas. Como
consequéncias temos um aumento na taxa de metabolismo, aumento no metabolismo
de primeira passagem, e reducdo da biodisponibilidade, com maior formacdo de
metabdlitos (FOYE, 2008). Vale salientar que o xenobidtico ndo necessariamente ira
induzir a expressdo da mesma isoformas que o metaboliza. Um exemplo desse
fendbmeno ocorre com a fenitoina, a qual € metabolizada pela CYP2C9 e induz o
CYP3A4. Entretanto pode ser um problema no tocante aos pro-farmacos, pois seu
excessivo metabolismo gera suas espécies ativas com atividade farmacologica
podendo levar a intoxicacdes. Alimentos também constituem uma possivel fonte de
inducdo enzimética. Recentemente foi descrito que brdcolis, couve-flor, repolho e
couve de Bruxelas tem a capacidade de induzir a expressao das isoformas de
citocromos devido a presenca de tiocianatos. (JUGE et al., 2007; VILLA-CRUZ et al.,
2009).

Por outro lado, a inibicdo destas enzimas do citocromo é normalmente referida
na literatura para as intera¢des de drogas e problemas clinicos. Devido ao carater poli-
substrato dessas enzimas, algumas dessas interagcdes geralmente ocorrem com
frequéncia. Os inibidores do citocromo podem ser classificados em trés categorias
baseadas em seu mecanismo de acao: Inibidores reversiveis, complexacdo por
metabdlito intermediario e mecanismo de inativagao de “suicida” (BARRY, 1990). Os
inibidores reversiveis podem ser descritos como uma interacdo entre uma molécula
dentro do anel protoporfirinico e/ou os residuos da apoproteina. Este tipo de inibicéo
tem um impacto importante no papel do metabolismo oxidativo e dos xenobidticos que

seguem por esta via metabodlica, porém seus efeitos cessam quando ocorre a
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dissociacdo do ligante no sitio catalitico do citocromo (SHUGARTS, et al.,2010).
Alguns farmacos como a cimetidina, antifiingicos azdlicos, fluorquinolonas e quinidina
podem promover tal inibicdo. A complexacdo por metabolito intermediario pode ser
definido como a formacédo de um complexo estavel entre o grupo heme, contendo
ferro, e alguns grupos funcionais que gquando metabolizados geram metabdlitos que
posteriormente formam complexos estaveis com o citocromo. Um exemplo sdo as
nitrosaminas, que podem ser formadas por oxidacdo de aminas. Ja a inativacao
suicida provém da formacdo de ligacbes covalentes entre metabdlito e citocromo
necessitando que seja sintetizada uma nova proteina para restaurar a atividade
funcional do ciclo. (FOYE, 2008)

1.4.Produtos Naturais e Sintéticos como Biomoduladores

Por definicdo, um biomodulador € um agente capaz de aumentar ou
diminuir a biodisponibilidade e eficacia de um medicamento ou outra substancia
bioativa, com o qual é coadministrado, ausente de qualquer atividade farmacoldgica
na dose terapéutica usada. Este conceito foi primeiramente descrito por Bose em
1929, onde observou-se que o uso das folhas de Vasaka (Adhatodavasica)
concomitante com pimenta longa aumentava o efeito antiasmatico da planta em
guestdo (RANDHAWA, 2011). Nesse contexto dos produtos naturais, diversas plantas
ou combinacdo de ervas sdo usadas para fins terapéuticos ha muito tempo, onde
podemos destacar o sistema terapéutico Ayurveda o qual data de mais de 7000 anos
com criacdo na india. Estas formulagdes fitoterapicas sdo muitas vezes utilizadas para
aumentar a biodisponibilidade, distribuicdo nos tecidos, e a eficacia de drogas,
especialmente com fraca biodisponibilidade oral e diminuindo os efeitos adversos no

processo.

A piperina (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) € um produto natural
resente em algumas formulagbes, sendo o alcaloide biomodulador mais antigo ja
isolado e purificado, presente na pimenta-preta (Piper nigrum Linn.) onde é
comumente usada como especiaria € em varios sistemas tradicionais de medicina
popular, incluindo Ayurveda (FERREIRA, 2012). Frutos secos de pimenta-longa (Piper
longum), pimenta-preta (Piper nigrum) e rizomas secos de gengibre
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(Zingiberofficinalis) sdo usados na Ayurveda com o nome de “Trikatu” os quais sdo
relatados em muitas preparagdes. Os mecanismos responsaveis pelas propriedades
biomoduladoras da piperina sao a inibicdo das enzimas do sistema microssomal do
citocromo P450 e da glicoproteina de permeabilidade (P-gp) (ATAL, 1985). Foi
observado na clinica que a piperina aumenta a area sob a curva (AUC) da fenitoina,
propranolol, e teofilina em voluntarios saudaveis, bem como as concentragcfes
plasmaticas de rifampicina em pacientes com tuberculose pulmonar e muitas outras
drogas (HU, 2005). Em novembro de 2009, uma formulacdo contendo piperina e
Rifampicina foi desenvolvido pelo Instituto Indiano de Medicina Integrativa, e o
resultado desta nova composicao farmacéutica é uma diminuicdo da dose usual de
rifampicina de 400 mg para 200 mg, mantendo a mesma eficacia (CHAWLA, 2010).
Além disso, os componentes do gengibre presente e utilizados na Ayurveda sdo: 10-
gingerol, 8-gingerol e 6-gingerol (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), 0os
uais demonstraram propriedades de inibicdo em varias isoformas de CYP, tais como
CYP2C9, inibicdo moderada exercida sobre CYP2C19 e CYP3AA4, e inibicdo fraco do
CYP2D6 (LI, 2013).

Figura 4: 10-gingerol (1), 8-gingerol (2), 6-gingerol (3) e Piperina (4)
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Muitas ervas e produtos alimenticios que sdo atualmente enriquecidos com
flavonoides naturais, tém se mostrado significativos em alterar a concentracéo de

alguns farmacos em seres humanos. Os flavonoides s&o constituintes de alimentos
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consumidos frequentemente, tais como vegetais, frutos, cereais ou bebidas derivadas
de plantas, bem como componentes de formulagc6es a base de plantas. Mais de 6.500
flavonoides tém sido descobertos até agora. Além de seus efeitos antioxidantes bem
conhecidos, flavonoides também tém grandes impactos sobre o metabolismo de
drogas. Estes produtos naturais sado reconhecidos por serem capazes de inibir as
enzimas do citocromo P450 (WANG, 2014). Em 2007, Rajnarayana e colaboradores
relataram um pré-tratamento de voluntarios saudaveis com a diosmina, flavonoide
glicosilado e sob a forma aglicona diosmetina (Erro! Fonte de referéncia néo
ncontrada.), onde se observou um aumento da area sob a curva (AUC) do diclofenaco
(RAIJNARAYANA, 2007).

Figura 5: Flavondides Diosmina (! e Diosmetina.
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As interacbes do tipo erva-farmaco devem ser consideradas como fonte
importante de alteracdes dos efeitos de medicamentos, visto que produtos vegetais
séo utilizados comumente como condimento na culinaria ou na medicina popular. Um
exemplo dessas interagcfes é o caso com o suco de toranja (um hibrido, resultante do
cruzamento do pomelo com a laranja), que acarreta em acentuadas interacdes erva—
farmaco principalmente devido a inibicdo do CYP3A4 intestinal, resultando no
aumento da concentracdo plasmatica de felodipina, nitrendipina, saquinavir,
ciclosporina, terfenadina e outros compostos (BAILEY, 1998; KANE, 2000). A
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explicagéo para este fenbmeno se baseia principalmente na inibicdo de ambas as
enzimas CYP e proteina P-gp pelos compostos polifendlicos, como representante
principal a naringina (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) no trato
astrointestinal. A quercetina e genisteina (Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada.) sdo responsaveis pelo aumento na biodisponibilidade de diltiazem,
paclitaxel, digoxina, doxorubicina, tamoxifeno pelo mesmo mecanismo (RANDHAWA,
2011). O resultado desta melhor afinidade com o sitio catalitico do CYP450 é que os
farmacos/xenobidticos em geral sdo metabolizados em menor quantidade pelo carater
competitivo que ocorre, mantendo concentragdes plasmaticas relativamente mais
altas dos compostos ndo metabolizados. Um fator preocupante € que farmacos que
possuem baixa biodisponibilidade podem ter suas concentracfes plasmaticas bem

mais elevadas que os valores usuais com uso concomitante desses produtos.

Figura 6: Bioflavonoides Quercetina (1), Genisteina (2), e Naringina (3).

Do mesmo modo que os produtos naturais, alguns compostos sintéticos, mais
especificamente farmacos, sdo capazes de aumentar a biodisponibilidade de alguns

compostos. O exemplo mais comum de produtos sintéticos que foram descobertos
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como inibidores potentes de CYP sdo os antimicoticos azolicos (Erro! Fonte de
eferéncia ndo encontrada.). Esta classe de drogas é geralmente utilizada para o
tratamento de infec¢des fangicas primarias e também como tratamento profilatico ou
de suporte de pacientes imunossuprimidos. Uma grande variedade de interacdes
medicamentosas do tipo farmaco-farmaco foi relatada na literatura, e o principal
mecanismo envolvido é a inibicdo do CYP3A4 pelo imidazdis, triazdis e tiazois (Erro!
onte de referéncia ndo encontrada.) (DVORAK, 2011).

Figura 7: Triazola Cetoconazol (1), tiazola fluconazol (2) e imidazol abafungina (3).
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Outra classe de compostos potentes inibidores de CYP s&o os inibidores de
protease (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Suas propriedades inibitorias
as vias usuais de metabolismo vieram como fruto de um efeito adverso. Porém, a partir
do caso do ritonavir se observou uma oportunidade Unica: melhorar a
biodisponibilidade de outros farmacos que possuiam elevado metabolismo de primeira
passagem bem como baixa biodisponibilidade (JAYAKANTHAN, et al., 2010). Vérios
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estudos foram relacionados nas doses terapéuticas sub de ritonavir, a fim de aumentar
a biodisponibilidade de alguns medicamentos que s&o extensivamente metabolizados
por enzimas CYP que levam a uma fraca biodisponibilidade. O principal problema
dessa abordagem é a possibilidade de resisténcia cruzada utilizando pequenas doses
de Ritonavir e também os efeitos colaterais que sao disturbios lipidicos e como indutor
de enzimas que metabolizam drogas (LIU, et al.,, 2013). Nesse sentido recentes
esforcos tém sido feitos para desenvolver varios inibidores de CYP baseados na
estrutura do nucleo do ritonavir (Figura 8), mas mantendo o efeito inibidor de CYP
(XU, et al., 2013). Recentemente a estratégia adotada foi planejar inibidores
provenientes da remocgdo do grupo hidroxila chave, o qual confere a atividade anti

protease.

Figura 8: Ritonavir (1) e modificagBes chave para inibicdo do CYP (2).
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1.5.“Docking” molecular

Interacbes moleculares incluindo proteina-proteina, enzima- substrato,
proteina-acidos nucléicos, e farmacos-acidos nucleicos desempenham papel
essencial em diversos processos biologicos, tais como: transducdo de sinal,
transporte, regulacdo celular, controle da expressdo génica, inibicdo enzimética,
reconhecimento antigeno anticorpo e até formacéao de multidominios proteicos. Tais

interacOes geralmente levam a formacédo de complexos de estabilizacdo os quais sao
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essenciais para desenvolver suas respostas bioldgicas (HERNANDEZ-SANTOYO, et
al., 2006). A estrutura terciéria de tais proteinas € necesséria para compreensao do
processo de interacdo, podendo ser determinada através de técnicas de ressonancia

magneética nuclear e cristalografia de raios-x.

Nesse sentido o “docking molecular’, também chamado de atracagem
molecular, € um procedimento computacional bastante utilizado atualmente, o qual
visa estabelecer as caracteristicas de interacdo entre um ligante (micromolécula) e
um alvo biolégico (biomacromolécula) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.)
KITCHEN, 2004; GOHLKE, 2002). O processo de atracagem envolve basicamente
duas etapas: a predicdo de conformacdes e orientacdes de ligantes nos sitios de
ligacdo dos biorreceptores, bem como a atribuicdo de valores de energia de interacao
dos complexos, baseados no calculo de potenciais classicos, também chamadas de
escores (MENG, et al., 2004).

Figura 9: Docking molecular.

Ligand Molecular Docking

O grau de afinidade de um ligante em relagdo ao sitio ativo da
biomacromolécula é formalmente estimada pela energia livre de ligacdo de Gibbs
(AGL). Na cadeia de pesquisa e desenvolvimento de farmacos as induastrias
farmacéuticas realizam triagem de milhares de moléculas em um determinado alvo, e
consequentemente avaliagdo do grau de interagdo entre cada molécula e seu receptor
alvo. Dessa forma para se determinar com precisao um valor de energia de ligacao, a
demanda computacional seria altissima para as estacdes de trabalho. Por essa razao
se faz necessario o desenvolvimento de novos métodos de avaliacdo mais rapidos,
que, incluido nos algoritmos de “docking”, fossem capazes de ordenar com boa
eficiéncia um conjunto de inibidores de acordo com sua afinidade. (KITCHEN, 2004).

A grande limitagcdo da técnica de “docking” talvez seja ndo esgotar as todas as
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nuances das interacdes do meio bioldgico. Tais limitacbes podem estar relacionadas
a falta de flexibilidade da proteina, como muitas vezes é considerada, e o tratamento
bastante aproximado da solvatacdo. Além disso alguns autores consideram as
funcdes de energia empregadas de natureza simplista. Estes problemas tem sido alvo
de melhoramentos nos algoritmos de docking e do uso de abordagens mais refinadas
e computacionalmente custosas como a dinamica molecular (GANI, 2007; KITCHEN
et al., 2004; TERAMOTO & FUKUNISHI, 2007).

Em geral, boa parte dos programas de docking utilizam como aproximacéao
fundamental em seus calculos o modelo de chave flexivel e fechadura rigida (semi-
flexivel) (YURIEVA; AGOSTINO; RAMSLAND, 2001). Isto &, os graus de liberdade do
alvo molecular ndo sao considerados quando se minimiza a fungao-escore.
Entretanto, sabe-se que a interacdo entre duas moléculas é um processo que afeta
ambas as moléculas (YURIEVA; AGOSTINO; RAMSLAND, 2001) e que
desconsiderar isto nas aproximacdes faz com que as conformacdes geradas pelo

docking néo tenham o peso que realmente deveriam ter na otimizacao das interagdes.

A flexibilidade é incluida apenas nos algoritmos mais sofisticados, dos quais o
maior exemplo é o Rosetta (DAVIES et al, 2009; DAVIS; BAKER, 2009;). Isso porque
a adicao da flexibilidade do alvo molecular ao calculo aumenta exponencialmente o
tempo de calculo e torna o docking impraticavel (YURIEVA; AGOSTINO; RAMSLAND,
2001). Dessa forma, o procedimento mais usual aplicado no processo de docking €
manter relativa flexibilidade do ligante e rigidez do alvo molecular. Ainda, como
alternativa, alguns programas permitem manter alguns residuos de aminoacidos no
sitio de ligagcéo flexiveis, como é o caso do programa Autodock. Independente da
abordagem, um aspecto importante é a avaliacdo do tratamento de um ligante nativo
ao complexo enzimatico, originalmente obtido, e calculo do erro de superposicao

(RMS). Esta técnica é conhecida como “re-docking”. (Esquema 1).
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Esquema 1: Esquema geral do processo de docking molecular.

Docking Molecular

Fungdo de busca Funcdo de escore
l
]
- Campo de forga
- - Empirico
Flexibilidade do ahm Amostragem dos ligantes| | _ Baslr-!adn no conhecimento
- Escore consensual

- Busca sistémica
- Algoritmo estocastico
- Complementacdo por forma

- Flexibilidade das cadeias
laterais

- Relaxamento molecular
- Docking flexivel

- Docking por conjuntos S

Critério de avaliaggo : RMSD
(root mean square deviation)

O software Autodock 4.2 (MORRIS et.al., 2010) utiliza um campo de for¢ca semi-
empirico, parametrizado, para calculo da energia livre utilizando um grande nimero

de complexos macromolécula-inibidor (Figura 10).
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Figura 10: Esquema do processo das conformagfes do Autodock 4.2.
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Fonte: Adaptado do manual do Autodock.

O campo de forca avalia ligacdo em dois passos. O ligante e a proteina
comecam em conformacgdes ndo ligadas e a energia intramolecular € estimada para a
transicdo dos estados ligados e nao ligados. Em seguida, avalia a energia
intermolecular do ligante e da proteina em suas conformacgdes ligadas (MORRIS,
2010). O campo de forca inclui seis pares de avaliagbes (V) e uma estimativa da
entropia conformacional perdida durante o processo de ligacdo (ASconf), em que L se
refere ao "ligante" e P refere-se a "proteina" no processo de docking entre ligante e

biomacromolécula de acordo com a Equacéo 1.

a6 = ( lgado ao llgado) + ( lgado ao llgado) + ( lgado ao llgado + ASConf)

(EQ. 1)

Cada um dos termos energéticos dos pares inclui avaliagbes de disperséao /
repulséo, ligacdo de hidrogénio, eletrostatica e dessolvatacdo conforme descrito na

Equacéo 2.
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Para busca das confirmacdes no processo de atracagem molecular, existem
diversos algoritmos descritos. O método foi implementado na quimica computacional
em meados dos anos 70, e utiliza os conceitos da genética: sele¢cdo natural e
evolucéo. No decorrer do procedimento de “docking” molecular, o receptor € mantido
rigido/flexivel e a translacdo, orientacdo e conformacéo dos ligantes sao explorados.
Cada conformacéo do ligante no sitio ativo corresponde a um “cromossomo” o que se
traduz em seu genétipo. Ja a maneira como 0s atomos se distribuem no espago, mais
precisamente, a organizagao molecular do ligante é seu “fendtipo”. A selecao natural
do processo pode ser descrita como a aptidao do ligante baseado em uma pontuacao
(escore) gerada pelo algoritmo do Autodock. A partir disso, os individuos mais aptos
da geragao atual s&do selecionados formando uma nova populagao por “cruzamento”.
O processo de “crossover” ha a troca de caracteristicas genotipicas que se traduzem
em geometria das conformacdes, por exemplo o angulo. Em contrapartida a mutacao
ocorre uma alteracdo de um parametro geométrico por um fator aleatorio, dessa forma
evitando que o algoritmo convirja para os minimos locais (Esquema 2) (ARMELLIN,
2010).
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Esquema 2: Esquema geral do algoritmo genético.
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Fonte: Adaptado de (ARMELIN, 2010)

Atualmente o docking molecular pode ser visto como uma ferramenta
extremamente Util na predicdo teodrica conformacional de ligantes em determinados
sitios ativos. Cada vez mais se avanca no processo de descoberta de novos
algoritmos de busca e pontuacdo, o que demonstra 0 quanto a técnica esta em
desenvolvimento continuo. No contexto do metabolismo, o docking molecular pode
ser utilizado por indUstrias e centros de pesquisa como uma ferramenta extremamente
valiosa para predicdo de tais afinidades e aprimorar o processo da cadeia de

desenvolvimento de farmacos.
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Artigo

THE INFLUENCE OF PIPERINE ON THE BIOAVAILABILITY OF DRUGS: A MOLECULAR APPROACH. Piperine is the major
alkaloid of Piper nigrum Linn., used as a spice and in folk medicine. We present a molecular docking study supporting experimental

data on the enhancement in bioavailability of propranolol, theophylline, phenytoin, nevirapine, nimesulide, pyrazinamide,
carbamazepine, and spartein in the presence of piperine. The complex formed with piperine and CYP3A4 was shown to be the most
stable of all, with a binding energy of -8.60 kcal/mol. This explains the related mechanism of drug-herb interaction, since the better

anchoring of piperine in the active site of CYP3A4 can hinder the drug-enzyme interaction, thereby increasing the bioavailability

of the drugs studied.

Keywords: piperine; enzymatic inhibition; molecular docking.

INTRODUCAO

Piperina (1-piperoil-piperidina, 1) ¢ o alcaléide principal da
pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum Linn.), a qual é
comumente usada como condimento e também em vdrios preparos
tradicionais da medicina popular.' Frutos secos de Piper longum
(pimenta longa), Piper nigrum e rizomas secos de Zingiber offici-
nalis (gengibre) sdo usados na medicina popular indiana Ayurveda
(conhecimento médico desenvolvido na India hd cerca de 7 mil
anos), pelo nome de “Trikatu™.? Entre as suas atividades biolégicas,
a piperina apresenta atividade antimicrobiana,® anti-inflamatéria,*
antiparasitdria (doenga de Chagas e leishmaniose),”® propriedades
antioxidantes, entre outros.'

Considerando outros aspectos farmacolégicos, a literatura descre-
ve o aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos, tais como
o propranolol (2),” fenitoina (3),* nevirapina (4),° esparteina (5),'"
nimesulida (6),'" pirazinamida (7), carbamazepina (8)" e teofilina
(9),” quando co-administrados com a piperina (1) (Figura 1). Em
adigdo, alguns trabalhos relatam que a utilizagio de espécies de Piper
spp. em geral, seja na dieta tradicional bem como em formulacdes
a base de plantas, pode ser responsével pelo aumento da biodispo-
nibilidade de firmacos, modulando seus metabolismos ao nivel do
complexo enzimdtico citocromo P450 (CYP450)."*'* Outros estudos
tém demonstrado que a piperina (1) inibe a atividade constitutiva e
induzida do CYP 450 in vitro e in vivo." O citocromo P450 (CYP450)
corresponde a um conjunto de enzimas da superfamilia do heme-
-tiolato, responsdveis pelo metabolismo oxidativo de xenobi6ticos."®
Em geral, os firmacos sdo metabolizados para evitar efeitos toxicos de
acumulagio. As proteinas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
¢ CYP3A4 do CYP450 humano sao as isoformas principais, as quais
desempenham um papel importante no metabolismo oxidativo de 90%
dos principios ativos de medicamentos atualmente em uso clinico.
Dentre essas isoformas, o CYP3A4 estd envolvida no metabolismo
de mais de 50% dos farmacos e outros xenobidticos.'

As interagdes do tipo erva-firmaco devem ser consideradas como
fonte importante de alteragdes dos efeitos de medicamentos, visto que
produtos vegetais sdo utilizados comumente como condimento na culi-
ndria ou na medicina popular. Um exemplo dessas interagdes € o caso

*e-mail: mlaav@gquimica.ufpb.br
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Figura 1. Moléculas estudadas neste trabalho: (1) piperina, (2) propranolol,
(3) fenitoina, (4) nevirapina, (5) esparteina, (6) nimesulida, (7) pirazinamida,
(8) carbamazepina e (9) teofilina

com o suco de toranja (um hibrido, resultante do cruzamento do pomelo
com a laranja), que acarreta em acentuadas interagoes erva—farmaco
principalmente devido & inibicao do CYP3A4 intestinal, resultando
no aumento da concentragio plasmdtica de felodipina, nitrendipina,
saquinavir, ciclosporina, terfenadina e outros compostos.'”'

Mecanismos farmacocinéticos e/ou farmacodiniamicos t&m sido
considerados para explicar essas interagdes. As interagoes farmaco-
dindmicas sdo causadas ao nivel da interacdo molécula-alvo de duas
ou mais substincias com efeitos similares ou opostos. Nesse caso, hd
uma alterag@o da resposta por parte do usudrio sem afetar os processos
farmacocinéticos de absorcdo. distribuigio, metabolismo e excrecao
(ADME). As interagdes farmacocinéticas ocorrem quando um farma-
co consegue alterar a velocidade ou extensio de processos de ADME
de outro farmaco. No que concerne as alteragoes farmacocinéticas
relacionadas ao metabolismo, o sistema microssomal hepdtico € uma
via de inibi¢do constante por xenobi6ticos, os quais podem alterar a
biodisponibilidade dos firmacos no organismo."”

O docking molecular, também chamado de ancoramento molecu-
lar, ¢ um procedimento computacional utilizado no desenvolvimento
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de novos firmacos, o qual visa estabelecer as caracteristicas de
intera¢@o entre um ligante (micromolécula) e um alvo biolégico (bio-
macromolécula).’*?' O processo de ancoramento envolve basicamente
duas etapas: a predigdo de conformagoes e orientagoes de ligantes
no sitios de ligagio dos biorreceptores, bem como a atribuicao de
valores de energia de interagdo dos complexos, baseados no cdlculo
de potenciais cldssicos. > Deste modo, a técnica pode ser usada no
entendimento do metabolismo de farmacos, o qual envolve interagdes
do tipo ligante-proteina.

No melhor dos nossos conhecimentos, ndo existe até o momento
um estudo tedrico via ancoramento molecular que coadune para uma
proposta mecanistica sobre a interagao seletiva entre piperina e outros
farmacos, ao nivel da CYP3A4. Assim, no presente trabalho, descre-
vemos um estudo de ancoramento molecular entre vdrios firmacos e a
piperina nesta enzima, objetivando corroborar os dados experimentais
amplamente descritos na literatura sobre o aumento na biodisponibi-
lidade destes compostos (2-9, Figura 1) em presenga da piperina (1).

METODOLOGIA COMPUTACIONAL

A estrutura cristalogrifica do alvo enzimdtico citocromo P450-
3A4 (CYP3A4) foi obtida da base de dados Protein Data Bank [PDB
ID: ITQN].> Esta estrutura foi utilizada previamente em um outro
estudo de ancoragem, portanto, foi escolhida para a abordagem aqui
apresentada.'® A enzima foi elucidada por cristalografia de raios—X,
com resolugdo de 2,05 A.>* Um conjunto de nove moléculas (1-9,
Figura 1) foram escolhidas para o estudo, de acordo com relatos
na literatura sobre o aumento de suas biodisponibilidades quando
co-administradas com a piperina. As moléculas foram: propranolol
[DrugBank: DB00571], fenitoina [DrugBank: DB00252], teofilina
[DrugBank: DB00277], nimesulida [DrugBank: DB04743], nevi-
rapina [DrugBank: DB00238], esparteina [DrugBank: DB06727],
pirazinamida [DrugBank: DB00339], carbamazepina [DrugBank:
DB00564] e a prépria piperina. Os ligantes foram desenhados e
passaram por uma otimizagdo de geometria inicial usando o software
Avogadro® com método MMFF94 (gradiente de RMS 0.100). O
software AutoDock 4.0 * foi utilizado como escolha para conduzir os
estudos no alvo CYP3A4. O médulo AutoDock Tools foi utilizado para
preparar e analisar as simula¢des computacionais. Cargas Gasteiger
e hidrogénios polares necessérios aos cdlculos de potencias foram
adicionados considerando a estrutura do alvo, sendo as moléculas
de dgua retiradas. As cargas Gasteiger foram atribuidas também aos
ligantes, sendo os hidrogénios nao polares suprimidos. As ligagoes
rotaciondveis de cada ligante foram definidas automaticamente e
as ligacoes amidicas foram mantidas rigidas (devido a sua barreira
conformacional relativamente alta). O AutoDock necessita de mapas
de tridimensionais pré-calculados, dispostos em uma caixa composta
por uma grade tridimensional de pontos (grid maps), em uma regiao
definida na macromolécula (sitio alvo). O programa AutoGrid 4.0 foi
utilizado para gerar os mapas para os ligantes. A caixa foi posicionada
na regido catalitica da enzima entre o grupamento o grupo prostético
heme e a serina-119 do CYP3A4."° As dimensdes da caixa no eixo
X-, Y- e Z- foram, respectivamente, 58 A 72 A 70 A com espaga-
mento de 0,375 A. Essas defini¢oes foram feitas com base em artigo
prévio usando mesma enzima.'® O algoritmo Genético Lamarckiano
(GA-LS) foi escolhido para busca das melhores conformagoes com
100 corridas para cada ligante (algoritmo genético com busca local).
Durante o processo de busca, a enzima foi mantida rigida, ao passo
que os ligantes foram mantidos flexiveis. A populagdo inicial foi
definida como 150 e o processo de busca se deu através de confor-
magoes iniciais aleatérias. O valor médximo de avaliagdes de energia
escolhido foi 25.000.000. O mimero maximo de geragoes foi 27.000.
O nimero de elitismo escolhido foi 1. As taxas de mutagio de gene
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e crossover foram definidas respectivamente como 0,02 e 0,80. Ao
fim dos cdlculos, 100 diferentes poses foram obtidas e agrupadas em
diferentes clusters, definidos por proximidade energética e valores
de RMS (“Root Mean Square deviation”), de acordo com o default
do AutoDock.*® A validagio da metodologia utilizada foi feita através
da técnica de reancoramento (redocking), utilizando outro PDB do
mesmo alvo proteico contendo um ligante complexado (“nativo”): o
farmaco bromocriptina [PDB ID: 3UA1].”” Todos os cdlculos foram
efetuados em desktop Intel Xeon, 16 GB DDR3 RAM com Ubuntu
linux 10.04. As andlises moleculares e representagdes dos complexos
foram obtidas com o pacote UCSF Chimera*e a representacio das
interacdes hidrofébicas com o software Ligplot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos 1-9 (Figura 1) foram estudados via ancoramento
molecular no sitio de ativo do CYP3A4 para comparar seus padroes
de interag@o com este alvo, avaliando as suas energias de ligagdo em
comparagio com a piperina. A conformacéo farmacoférica para cada
molécula (energia mais baixa) foi determinada a partir do cluster mais
populoso. Os complexos podem ser visualizados na Figura 2, e na
Figura 3 podem-se observar os diversos ligantes sobrepostos no sitio
ativo. Na Tabela | estdo listados os farmacos e tipos de interacdo com
os residuos envolvidos. Na coluna dos doadores e aceptores de ligagio
de hidrogénio, o padrio utilizado para representagéo foi: molécula
(CYP3A4 ou fiarmaco): dominio protéico: niimero do residuo: tipo
de dtomo que participa da ligagdo. As energias de ligagdo (afinidade)
para cada ligante estdo apresentadas na iltima coluna.

O reancoramento apresentou valor de RMS = 1,63 Ae energia
de ligagdo = -13,69 kcal/mol, considerando a pose mais estivel do
cluster mais populoso. Esse procedimento € considerado satisfat6-
rio quando o RMS (o qual mede o desvio) entre a melhor pose e o
ligante cristalogréfico complexado ¢ menor que 2,0 A.* Deste modo,
o valor apresentado nesta etapa valida as condi¢des utilizadas para
os ancoramentos investigados. A Figura 4 apresenta a pose cristalo-
grifica original (azul) e apds o reancoramento (verde) do farmaco
bromocriptina no sitio e ligacdo.

Dentre todas as moléculas submetidas ao cdlculo de ancora-
mento molecular comparativo, o complexo formado entre piperina e
CYP3A4 foi o mais estdvel, com a energia de ligagao de -8,60 kcal/
mol. Isso indica uma seletividade enzima-piperina em relagio aos far-
macos avaliados, o que corrobora a hipdtese de inibi¢do competitiva.
Para o célculo desse parametro (energia de Gibbs de ligacdo, AG) o
Autodock utiliza um campo de forga especifico, parametrizado para
reproduzir energias de Gibbs derivadas de constantes de equilibrio
experimentais, o qual inclui pardmetros tipicos de dispersdo/repul-
sdo, ligagoes de hidrogénios, fatores eletrostiticos, dessolvatacio e
entropia torsional 2

Considerando aspectos moleculares intrinsecos, a estrutura da
piperina pode ser dividida em trés fragmentos: o anel metilenodioxi-
fenila (MDP), a cadeia lateral conjugada, e o grupamento carbonila
acoplado ao anel piperidinico, Figura 5.

Como podemos observar nos resultados, a por¢ao da molécula
correspondente ao anel metilenodioxifenila apresentou uma ligagdao
de hidrogénio com a Serina-312, com comprimento de ligagio de
1,613 A, bem como interagdes de Van der Walls importantes com os
residuos dos aminodcidos LEU-482, LEU-483, GLN-484 ¢ GLU-308.
Jd a cadeia lateral conjugada apresenta interagdes lipofilicas com os
residuos de ILE-369, ARG-212, ALA-370 e THR-309. Para o anel
piperidinico foram observadas interagdes lipofilicas envolvendo o
arcabougo pirrélico que compde o grupo heme, bem como os re-
siduos SER-119 e ARG-105. Essas interacoes estdo representadas
na Figura 6.
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Figura 2. llustracées dos complexos do CYP3A4 com: (A) carbamazepina, (B) fenitoina, (C) nevirapina, (D) nimesulida, (E) piperina, (F) pirazinamida, (G)

propranolol, (H) esparteina e (1) teofilina. Cadeia proteica: Bastoes em azul. Ligantes: Bastoes em verde com hete

coloridos (oxigé em vermelho,

nitrogénios em azul escuro e hidrogénios em branco). Grupo heme: Bastées em cinza. Ligagoes de hidrogénios: Tracejados verdes

Figura 3. Sobreposi¢ao das moléculas ligantes no sitio ativo do CYP3A4

A inibi¢ao do metabolismo de firmacos pode ser um processo
desejdvel, visto que promove aumento da biodisponibilidade de
compostos susceptiveis as isoformas de CYP do sistema microsso-
mal hepitico e/ou intestino. Contudo, pode trazer severa toxicidade
considerando farmacos que possuem uma pequena janela terapéutica
(razdo entre a dose toxica e a dose eficaz). Em adigdo, efeitos colate-
rais de fairmacos comuns podem ser aumentados, devido a uma maior
quantidade de farmaco na circulag@o. Os resultados de ancoramento
molecular apresentados neste trabalho (energia de ligacdo e modos
de interagdo) estdo de acordo com a capacidade da piperina inibir a
CYP, isoforma 3A4.,” corroborando os dados da literatura sobre o
aumento da biodisponibilidade de firmacos co-administrados com
este produto natural.

CONCLUSAO

Os resultados teéricos de ancoramento molecular desenvolvidos
neste trabalho permitiram uma melhor visao, a nivel molecular, das
interagdes entre diversos farmacos bem como da piperina na enzima
CYP3AA4. Foi possivel observar que a piperina forma um complexo
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Tabela 1. Interagdes intermoleculares entre os compostos 1-9 ¢ a CYP3A4

Quim. Nova

Interagao vdW Energias de ligagdo (Des-

Farmacos Doador Lig.-H Aceptor Lig.-H Comprim. Lig-H (escala = 1.00 A) vio padriio= 1.33)
ARG105, SER119, ALA370,
b 2 ILE369, ARG212, THR309,
Piperina CYP:A:SER312:HG FAR:O 1,613 A GLU308, LEU483, LEU482, 8.60 kcal/mol
GLN484, SER312, HEM508
g . ALA370,ARG212, ALA305,
Carbamazepina NA NA NA ILE369. THR309. HEM508 -8.,28 kcal/mol
1 PHE215, PHE213, ARG212,
Fenitoina CYP',:[IX’II:E];I SHN CYP':AI;;IE)Z 130 ;’S;:g PHE304, GLY481, LEU482, -7,35 kcal/mol
o o - = MET371, ALA370, ILE369
PHE241, PHE108, ILE120, SER119,
Nevirapina CYP:A:ARG212:1HH2 FAR:N 2,148 ARG105, TLE301, PHE304, -7,22 kcal/mol
ARG212, ALA305, HEM508
CYP:A:ARG212:HH1 FAR:O 1,691 A THR309, SER119.ILE369,
Nimesulida CYP:A:ARG212:HH2 FAR:O 2,640 A ALA370, ARG105, GLU374, LEU -8,36 kcal/mol
CYP:A:ARG105:HE FAR::0 1,894 A 373,ARG212, HEM508
G 22 3 THR309, ALA305, ARG212, .
Pirazinamida NA NA NA HEMS508 -4,76 kcal/mol
0 TN 9. A
FAR:H CYP:A:ARG372:0 1,792A THR309, ARG212. ALA370,
Propranclol CEFAGLUSAHN TR0 2233A ARG372, GLU 374, ARG105 7.87 keal/mol
el CYP:A:ARG212:HE FAR:0 2,088 A A e 2 ~hRl e
FAR:H HEMS508:02A 1,946 A
” PHE215, PHES7, ARG372, GLU374, -
Esparteina NA NA NA ARG106. ASP76 -6,47 kcal/mol
Teofilina FAR::H CYP:A:ALA305:0 2,157A SERI1Y, ALASDS, THRI0S, -5,56 kcal/mol

ARG212, ALA370, HEM508

CYP = Enzima; FAR = Firmaco; HEM = Heme; A = Dominio protéico; O, O2A = Oxigénio — c6digo PDB; HE, HG, HN, HH1, HH2 = Hidrogénio — c6digo

=

PDB: NA = Nio aplicavel.

Figura 4. Sobreposicao entre a melhor pose (verde) e o ligante cristalogrd-
fico (azul)

CADEIALATERAL oy
o

O NN PIPERIDINA
< ACOPLADAA
o CARBONILA
—)

MDP

Figura 5. Representagdo esquemdtica dos fragmentos da piperina

mais estdvel no sitio catalitico do CYP3A4 em comparagdo com o0s
farmacos estudados. Estes resultados sugerem a ocorréncia de um
mecanismo de interagdo mais seletiva na CYP3A4, explicando o
aumento observado da biodisponibilidade dos farmacos 2-9 quando
co-administrados com piperina. A abordagem aqui considerada
encontra-se em consonancia com as interagdes erva-firmaco descritas
na literatura. Sendo a piperina uma molécula de ficil obtengio e baixo
custo, pode ser vista como uma alternativa para desenvolvimento de
inibidores das enzimas do citocromo, objetivando modular a biodis-
ponibilidade de farmacos na terapéutica.

Figura 6. Interagaes lipofilicas e ligagoes de hidrogénio entre o complexo
CYP3A4 e piperina
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