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RESUMO

Fotoenvelhecimento € o envelhecimento prematuro da pele ocasionado pela exposicéo cronica
a radiacdo ultravioleta. Atualmente a intervencdo utilizada para a prevencdo do
fotoenvelhecimento se refere ao uso de protetor solar, porém estudos relatam que dificilmente
a populacéo aplica a quantidade ideal para a protecdo adequada. Portanto, a pesquisa continua
de novas estratégias é essencial para prevenir os efeitos indesejaveis causados pela exposicao
solar. As analises in silico sdo abordagens importantes utilizadas no processo de descoberta de
medicamentos contra o fotoenvelhecimento. Elas permitem a analise das propriedades fisico-
quimicas e das atividades bioldgicas de compostos, e reduzem 0s custos financeiros e o tempo
do processo de descoberta de novos farmacos. Os produtos naturais sao metabdélitos secundarios
de plantas que oferecem potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos. Com isso,
0 objetivo desse estudo foi realizar analises in silico e desenvolver uma triagem virtual de
produtos naturais contra alvos do fotoenvelhecimento. Neste trabalho, foram selecionados 1630
produtos naturais para iniciar a triagem virtual. As metodologias utilizadas neste trabalho
foram: a construcdo de modelos de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), a
analise dos riscos de citotoxicidade, a analise das violagdes a regra dos cinco de Lipinski, a
analise do componente principal por consenso (CPCA), a analise do componente principal
(PCA) e o docking molecular. O resultado do estudo de QSAR exibiu parametros estatisticos
adequados e forneceu moléculas provavelmente ativas contra os alvos do fotoenvelhecimento,
incluindo a metaloproteinase de matriz-1 (MMP-1) e a metaloproteinase de matriz-12 (MMP-
12). Essas moléculas foram avaliadas com relacdo aos riscos de citotoxicidade e a quantidade
de violacGes a regra dos cinco de Lipinski. Entre aquelas que ndo apresentaram riscos e ndo
demonstraram violagdes, selecionou-se os diterpenos abietanos com provavel atividade
multialvo, obtendo-se: JS781, JS887, JS1233, JS1241, JS1352 e JS1513. A interacdo desses
diterpenos abietanos com o CYP2D6 resultou em metabolitos que ndo demonstraram riscos de
citotoxicidade, com excecdo dos metabdlitos M3, M6 e M8. A CPCA e a PCA indicaram que
os diterpenos abietanos possuem regides hidrofébicas, regides hidrofilicas, grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio e grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio. Além disso, JS1352
apresentou um melhor perfil de solubilidade em comparagdo com os outros diterpenos abietanos
estudados. No docking molecular, os diterpenos abietanos e os controles realizaram interagdes
similares com alguns residuos de aminoacido da MMP-1 e da MMP-12, através de ligacdes de
hidrogénio ou de interagbes hidrofobicas. Diante desses resultados, acredita-se que 0s seis
diterpenos abietanos analisados possivelmente possuem atividade contra esses alvos e podem
ser Uteis na pesquisa de compostos contra o fotoenvelhecimento.

Palavras-chave: Fotoenvelhecimento, MMP-1, MMP-12, Diterpenos abietanos, in silico.



ABSTRACT

Photoaging is the premature aging of the skin caused by chronic exposure to ultraviolet
radiation. Currently, the intervention used to prevent photoaging refers to the use of sunscreen,
but studies report that it is difficult for the population to apply the ideal amount for adequate
protection. Therefore, continuous research into new strategies is essential to prevent undesirable
effects caused by sun exposure. In silico analyzes are important approaches used in the process
of discovering drugs against photoaging. They allow the analysis of the physicochemical
properties and biological activities of compounds, and reduce the financial costs and time of
the process of discovering new drugs. Natural products are secondary metabolites of plants that
offer potential for the development of new medicines. Therefore, the objective of this study was
to perform in silico analyzes and develop a virtual screening of natural products against
photoaging targets. In this work, 1630 natural products were selected to begin virtual screening.
The methodologies used in this work were: the construction of QSAR (Quantitative Structure-
Activity Relationship) models, the analysis of cytotoxicity risks, the analysis of violations of
Lipinski's rule of five, the consensus principal component analysis (CPCA), principal
component analysis (PCA) and molecular docking. The result of the QSAR study exhibited
adequate statistical parameters and provided molecules likely to be active against photoaging
targets, including matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) and matrix metalloproteinase-12
(MMP-12). These molecules were evaluated in relation to the risks of cytotoxicity and the
number of violations of Lipinski's rule of five. Among those that did not present risks and did
not demonstrate violations, the abietane diterpenes with probable multi-target activity were
selected, obtaining: JS781, JS887, JS1233, JS1241, JS1352 and JS1513. The interaction of
these abietan diterpenes with CYP2D6 resulted in metabolites that did not demonstrate risks of
cytotoxicity, with the exception of metabolites M3, M6 and M8. CPCA and PCA indicated that
abiethane diterpenes have hydrophobic regions, hydrophilic regions, hydrogen bond donor
groups and hydrogen bond acceptor groups. Furthermore, JS1352 showed a better solubility
profile compared to the other studied abiethane diterpenes. In molecular docking, the abiethane
diterpenes and controls performed similar interactions with some amino acid residues of MMP-
1 and MMP-12, through hydrogen bonds or hydrophobic interactions. Given these results, it is
believed that the six abiethane diterpenes analyzed possibly have activity against these targets
and could be useful in the search for compounds against photoaging.

Keywords: Photoaging, MMP-1, MMP-12, Abietan diterpenes, in silico.
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1.INTRODUCAO

O envelhecimento da pele pode ser categorizado em dois tipos: intrinseco e extrinseco. O
envelhecimento intrinseco, € um processo natural que ocorre com o passar dos anos. Por outro
lado, o envelhecimento extrinseco, é ocasionado por fatores extrinsecos (ambientais), nos quais
incluem exposicao ao sol, ingestdo excessiva de alcool, ma nutri¢do, tabagismo e poluicdo.
Entre os fatores extrinseco, a exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) é a mais importante, pois
contribui com até 80% do envelhecimento extrinseco (HUDSON; BRISSETT; CARNIOL,
2021).

O fotoenvelhecimento, é um fenémeno decorrente da exposicéo cronica e cumulativa a
radiacdo UV proveniente da luz solar (GROMKOWSKA-KEPKA et al., 2021). Ele é marcado
por rugas mais profundas, manchas escuras, textura aspera, telangiectasias e outras
manifestacdes cutdneas mais pronunciadas do que aquelas associadas ao envelhecimento
intrinseco (ZOUBOULIS; MAKRANTONAKI; NIKOLAKIS, 2019).

Um dos principais fatores que representam o bem-estar geral em seres humanos € a satide
da pele. Partindo desse pressuposto, hd uma busca constante de novas estratégias
antienvelhecimento para combater os sinais e a disfuncdo do envelhecimento, e
consequentemente promover uma pele saudavel, livre de manchas, macia, resistente e
translicida (ZOUBOULIS et al., 2019).

Existem diversas estratégias para amenizar os efeitos do fotoenvelhecimento, como o uso
de protetores solares e a utilizacdo de substancias antioxidantes. A pele danificada pela
exposicdo solar apresenta alteracfes na estrutura do colageno e da elastina. Além disso, uma
caracteristica marcante é o acimulo de tecido elastico anormal profundamente na derme,
denominado elastose solar (ZHANG, S.; DUAN, 2018). Isso ocorre principalmente devido a
acdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) (YAO et al., 2022). Estudos relatam que a
inibicio da MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-12 é uma das estratégias em frente ao
fotoenvelhecimento induzido por UV (WONGRATTANAKAMON et al., 2019; YAO et al.,
2022). Assim, hd um grande interesse em desenvolver inibidores das MMPs eficazes que
possam ser usados no combate ao fotoenvelhecimento (MEDEIROS et al., 2019).

Diante da necessidade urgente de obter substancias contra o fotoenvelhecimento, deve-
se desenvolver estratégias adequadas para atingir esse objetivo. Uma dessas estratégias é o
Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (CADD, Computer-Aided Drug
Design) que utiliza andlises in silico para realizar uma triagem virtual (VS) de moléculas e

identificar aguelas com potencial para o desenvolvimento de farmacos (KHOLOD et al., 2018).
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Esta abordagem é muito utilizada para diminuir o tempo e custo do processo de descoberta de
novos medicamentos em até 50% (PANDEY; SINGH, 2020). A VS pode ser classificada em
duas categorias principais: triagem virtual baseada em ligante (LBVS) e triagem virtual
baseada em estrutura (SBVS). Na LBVS seleciona-se moléculas que possuem similaridade
com ligantes conhecidos de um alvo de interesse. A SBVS utiliza a estrutura 3D de um alvo
para realizar a triagem e descobrir compostos promissores, sendo o docking molecular uma das
principais técnicas usadas para verificar a afinidade da molécula com o alvo (SHEN et al.,
2020).

Os produtos naturais sdo reconhecidos como uma fonte de moléculas com potencial
para o desenvolvimento de medicamentos. Os métodos in silico sdo uma abordagem bastante
utilizada na fase inicial da pesquisa de produtos naturais (FANG et al., 2017).

Dentro dos produtos naturais, os diterpenos abietanos sdo encontrados abundantemente
na natureza e possuem atividade antimicrobiana, antifungico, antitumoral, antiviral,
antioxidantes e antiinflamatdrias, entre outras, sendo considerados promissores na pesquisa de
drogas (EKSI; KURBANOGLU; ERDEM, 2020). Os diterpenos abietanos tém demonstrado
através de estudos que possuem uma correlacdo positiva com a atividade antienvelhecimento
(SALEM et al., 2020). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver andlises in silico
e realizar uma triagem virtual de diterpenos abietanos contra alvos especificos do

fotoenvelhecimento.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biologia da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, ela desempenha um papel fundamental na
protecdo do organismo contra 0 ambiente externo, a0 mesmo tempo em que mantém uma
interacdo continua com ele. Possui diversas funcGes, como a de proteger contra agentes
infecciosos, radiagdo ultravioleta, impedir perda de fluidos corpOreos essenciais, sintetizar
vitamina D e a termorregulacdo. A pele é constituida por trés camadas: a epiderme, a derme e
0 tecido celular subcutaneo ou hipoderme (Figura 1) (CRISTINA et al., 2020; LAWTON,
2019; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2012).

Figura 1. Camadas da pele.

Fonte: Adaptada de MILLER et al., 2012.

A epiderme é a camada mais superficial da pele, ndo possui vasos sanguineos e é
composta predominantemente por queratindcitos (80-95%). A epiderme divide-se em
subcamadas (Figura 2) como o estrato basal, o estrato espinhoso, o estrato granuloso, o estrato
lucido e o estrato corneo (BENTO, 2015; JACKSON; MARSELLA, 2021).

O estrato basal ou estrato germinativo, é a camada mais profunda da epiderme, formada
principalmente por células com intensa atividade mit6tica que vao produzir os queratindcitos.
As células do estrato basal desempenham um papel fundamental na continua renovacéo da
epiderme. O processo de diferenciacdo dos queratindcitos comeca nessa camada e avangca em
direcdo a camada mais superficial das camadas da epiderme, o estrato cérneo, para entdo se
diferenciar-se em cornedcitos (SILVA, L. M., 2016; YOUSEF; ALHAJJ; SHARMA, 2022).
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O estrato espinhoso encontra-se localizado acima da camada basal, as células dessa
camada vao se achatando a medida que vao sendo empurradas para a superficie. Esse estrato é
composto por citoplasma com curtas expansdes nos quais possuem feixes de filamentos de
queratinas (tonofilamentos). As expansdes citoplasmaticas destes queratindcitos se unem com
as expansdes dos citoplamaticas das células préximas através de desmossomos, concedendo
assim a estas células uma aparéncia espinhosa (MIGUEL; FERREIRA, 2022).

O estrato granuloso consiste em varias camadas de células achatadas. Esta camada,
possui granulos proteicos de queratohialina, que se concentram no interior do citoplasma
celular. Além disso, os corpos lamelares migram em dire¢cdo a membrana celular, soltando
lipidios no espaco entre as células. Ao mesmo tempo, dentro da célula, forma-se uma estrutura
proteica em torno da membrana celular (CARVALHO, 2014).

O estrato IUcido encontra-se entre o estrato granuloso e o estrato corneo, sendo presente
em locais onde a pele é mais espessa. Nele encontra-se fibras de queratina, porém a
queratohialina se mostra bem visivel na camada granulosa em forma de granulos, enquanto que
no estrato lucido ela fica dispersa em torno das fibras de queratina (CARVALHO, 2014;
MERCURIO, 2015).

No estrato cérneo os queratindcitos terminam o processo de diferenciacdo e passam a
serem chamados de cornedcitos, que sao células mortas, achatadas, sem nucleos e com grandes
quantidades da proteina queratina em seu citoplasma. A queratina da consisténcia a epiderme,
impossibilitando a perda transdérmica de agua e prevenindo a desidratacdo da pele
(MERCURIO, 2015; SILVA, L. M., 2016). Os cornedcitos estdo continuamente se soltando
do resto da camada, através de um processo chamado de descamacdo, levando consigo
possiveis agentes patogénicos (MIGUEL; FERREIRA, 2022). Essas células sdo organizadas
em varias camadas, cerca de 18-20 camadas e mergulhados em uma matriz lipidica. O espaco
intercelular é feito através de camadas lipidicas lamelares e € composto basicamente por

ceramidas, colesterol e acidos graxos, tendo somente 15 a 30% de agua (SILVA, L. M., 2016).

20



Figura 2. Camadas da epiderme e organizagdo das células.
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Fonte: Adaptada de JACKSON et al., 2021.

Além dos queratindcitos, a epiderme ainda contém outros tipos de células, os
melandcitos (responsaveis por conferir o pigmento a pele), as células de Merkel (células
epidérmicas relacionadas a terminacdes nervosas que possuem a percepcao do tato) e as células
de Langerhans (células que possuem funcgdes de apresentagdo de antigeno desempenhando um
papel essencial na resposta imunolégica) (CARVALHO, 2014; MIGUEL; FERREIRA, 2022).

O melandcito é uma célula dendritica sintetizadora de pigmentos localizado na camada
basal. Ele se ramifica entre as camadas mais superficiais, portanto mesmo as extensées do
melandcito entrando em contato com os queratinécitos, eles ndo estabelecem juncGes celulares.
Os melandcitos tem a fungdo da sintese do pigmento melanina e realiza sua transferéncia para
o0s queratindcitos (DEHDASHTIAN et al., 2018).

A sintese de melanina ocorre em uma organela arredondada, conectada a membrana,
chamada de melanossoma. Esse processo ocorre através de diversas reacfes mediadas por
receptores, catalisadas por enzimas e estimuladas por horménios. Os melanossomas sao
movidos até os prolongamentos dos melandcitos permitindo que a melanina seja transferida
para 0s queratindcitos. A pele que apresenta muito pigmento pode ter uma quantidade maior de
producdo de melanossomas, como também um tamanho maior dos melanossomas, uma
quantidade elevada de dispersdo de melanossomas no queratindcitos e uma degradagcdo mais
lenta dos melanossomas em contraste com a pele clara (DEHDASHTIAN et al., 2018).

O processo de sintese da melanina se inicia através do aminoacido tirosina que sofre
uma reacdo de hidroxilacdo atraves da enzima tirosinase (TYR) se transformando em 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA). A DOPA também € oxidada pela TYR e se transforma em
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melanina. A partir desse momento, ocorrem dois mecanismos biossintéticos diferentes da
eumelanina e da feomelanina. A formacdo da feomelanina ocorre através da reacdo de um
aminiodcido chamado cisteina com a dopaquinona. Enquanto que para a formacgdo da
eumelanina sdo necessérias as enzimas TYRP-1 (proteina 1 relacionada a tirosinase) e TYRP-
2 (proteina 2 relacionada a tirosinase). A cor da pele, dos olhos e do cabelo depende da
distribuicdo, quantidade e qualidade da melanina, sendo de dois tipos: a feomelanina, de cor
amarela/vermelha e a eumelanina, de cor castanha/preta. A propor¢éo eumelanina/feomelanina
é um fator que determina a pigmentacdo dos tecidos. A feomelanina é mais abundante em
pessoas de pele clara e cabelos claros, enquanto que a eumelanina é mais predominante em
peles negras (SOUSA, C. A. A., 2020).

A melanina realiza uma funcéo essencial na manutencdo da homeostase da epiderme.
Ela consegue absorver a radiagcdo UV e dissipar grande parte da energia que foi absorvida na
forma de calor, com isso desempenha uma importante fungéo de proteger a pele (BOO, 2020).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, e é constituida principalmente por
células adiposas e vasos sanguineos conectados a derme através de fibras de colageno. Essa
camada tem como principal funcdo o isolamento térmico do corpo contra o frio e o calor
externo, e a protecdo mecanica (amortecedor de traumas e lesdes) (BARONI et al., 2012;
BENTO, 2015).

A derme é distanciada da epiderme pela membrana basal ou juncdo dermo-epidérmica,
uma camada fina de proteinas da matriz extracelular (MEC) que tem como funcédo regular o
movimento das substancias e células da derme para a epiderme, além de que ancora 0s
queratindcitos na camada basal da epiderme a derme por meio de hemidesmossomas (Figura 2)
(MIGUEL; FERREIRA, 2022).

A derme € um tecido conjuntivo denso irregular, elastico e fibroso que concede
elasticidade, estrutura e resisténcia a pele. A derme é caracterizada pela sua existéncia de
fibroblastos que sintetizam e segregam para o espago extracelular as proteinas presentes na
MEC. Além de que ha a presencga de células imunes, tais como os macréfagos e mastocitos
(BENTO, 2015).

Na derme além de nervos, vasos sanguineos e linfaticos, também estdo presentes as
estruturas anexas que sao as glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos, estas conferem
fungbes como o controle térmico e protecdo do organismo. A derme é composta por duas
camadas, a mais superficial e delgada é chamada de camada papilar, esta possui tecido

conjuntivo frouxo que origina as papilas dérmicas. Enquanto que a camada mais profunda e
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espessa € a camada reticular, esta é formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado. Tanto
a camada papilar como a camada reticular possuem diversas fibras colagenas e elastica. No
entanto, as fibras da camada papilar se inserem na camada basal e atuam na fixacéo da derme
com a epiderme. Por outro lado, na derme reticular, as fibras sdo mais espessas, conferindo a
derme sua caracteristica de resisténcia e elasticidade (POVOA; DINIZ, 2011;
VASCONCELOS, 2015).

A MEC ¢ constituida por trés classes principais de moléculas: As proteinas fibrosas, que
sdo em sua maioria membros da familia de colageno; as glicosaminoglicanos (GAGS), que
consistem em grandes polissacarideos ligados covalentemente as proteinas formando os
proteoglicanos; e glicoproteinas ndo colagenosas, como a fibrilina, fibronectina, fibulina,
tenascina, laminina e trombospondina (ALBERTS et al., 2017; BAUMANN et al., 2021).

Um dos GAGs mais frequente na pele é o acido hialurénico (AH), ele desempenha uma
funcdo na manutencdo da hidratacdo dos tecidos e realiza o equilibrio osmético. Além de que
sdo essenciais no processo de cicatrizacdo de feridas (TRACY; MINASIAN; CATERSON,
2016).

Os proteoglicanos formam uma substancia com aspecto semelhante a um gel, com alta
hidratacdo, na qual as glicoproteinas e o colageno estdo embebidos. O gel de polissacarideos
concede a difusdo rapida dos nutrientes, hormdnios e metabdlitos entre o sangue e as células
dos tecidos, a0 mesmo tempo em que resiste a forcas de compressao. As fibras colagenas
fortalecem e organizam a MEC, e as fibras de elastina, fornecem a resisténcia para retorcer logo
depois de um estiramento transitério. As inelasticas e longas fibrilas de colageno ficam
entrelacadas com as fibras elasticas para ndo deixar que o tecido rasgue, limitando a distenséo.
Enquanto que as glicoproteinas ajudam na ligacdo das células, na migracdo delas, e ainda
mantém essas células distantes de areas que ndo sdo adequadas. Como a fibronectina, que € o
membro mais conhecido das glicoproteinas, e possui grande relevancia para as interacdes
célula-matriz (ALBERTS et al., 2017).

2.2 Colageno, elastina e o envelhecimento cutaneo

As proteinas sdo diferenciadas em trés tipos de categorias estruturais: proteinas fibrosas,
proteinas globulares e proteinas integrais de membrana. As proteinas fibrosas tem a
caracteristica de serem alongadas e rigidas, tais como o colageno (NELSON; COX, 2014). O

colageno é uma proteina fibrosa insolvel em agua, de grande importancia na MEC e no tecido
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conjuntivo, onde cerca de 70% da derme é constituida de colageno, concedendo a pele
resisténcia e forca. Nos seres humanos existem 29 tipos de colageno, que séo diferentes tanto
na sua fungcdo como nas suas estruturas. O colageno é o principal constituinte proteico de tecidos
como a pele, tenddes, ligamentos e cornea dos olhos. O tipo de coldgeno composto na MEC é
o0 colageno tipo | (85-90%) seguido por baixas quantidades de colageno tipo 11l (10-15%). O
colageno tipo | tem como caracteristica fibras espessas que trazem resisténcia e rigidez a pele
conseguindo assim uma manutencao da estrutura da derme. Enquanto que o colageno tipo Il
tem como caracteristica fibras finas que dao a elasticidade da pele (RICO et al., 2021; SILVA,
L. M., 2016; ZHANG, J. et al., 2014).

A molécula do colageno (denominada de tropocolageno) é formada pelo entrelacamento
de trés polipeptidios, chamados de cadeia alfa alinhadas em uma tripla hélice (Figura 3). Em
geral o colageno é composto pelos aminoacidos glicina (30%), prolina (12%), alanina (11%) e
outros dois aminodcidos derivado da prolina e lisina: hidroxiprolina (10%), hidroxilisina (1%).
O aminoéacido glicina esta localizado a cada trés posi¢oes na cadeia polipeptidica, onde a glicina
faz parte de uma sequéncia continua Gli-X-Y, no qual o X se refere a prolina, e Y € uma
hidroxipolina ou hidroxilisina. O colageno € sintetizado pelos fibroblastos como pro-colageno.
Em seguida, acontece a hidroxilacdo dos residuos prolina e lisina, logo a prolina se transforma
em hidroxipolina, ajudando na estabilidade da molécula, devido a sua capacidade de formar
pontes de hidrogénio por meio de seu grupamento OH, formando a tripla hélice. O colageno
tipo | tem a presenca de duas cadeias a-1 e uma cadeia a-2, em contrapartida o colageno tipo
II possui 3 cadeias a-1. Através disso, as moléculas em estrutura de tripla hélice sdo
empacotadas e secretadas no complexo de Golgi para o espaco extracelular, onde proteinases
realizam a clivagem do dominio terminal. Com isso, diversas fibrilas de colageno, compostas
por tropocoladgeno, se organizam em feixes paralelos e formam as fibras de colageno
(ALBERTS et al., 2017; PRESTES, 2013; ROLIM, 2013; SILVA, L. M., 2016).

Figura 3. Estrutura de uma molécula de colageno. (A) é a representacdo de uma Unica cadeia alfa de colageno,
onde cada aminoécido é simbolizado por uma esfera. Essa cadeia é organizada como uma hélice, consistindo de
trés aminoacidos por volta. O terceiro aminoacido é sempre uma glicina, enquanto que X é uma prolina e Y uma

24



hidroxiprolina. (B) é a representacdo de uma molécula de coladgeno, onde cada cadeia alfa é representa de uma cor
e enroladas umas nas outras, formando uma tripla hélice.

)

Glicina

Fonte: Adaptada de ALBERTS et al., 2017

A elastina ¢ uma proteina insoluvel presente em diversos tecidos biologicos. Ela
desempenha um papel fundamental na elasticidade dos tecidos. Sua presenca e producéo sao
vitais para o suporte e integridade de estruturas como os pulmdes, vasos sanguineos, e a pele
(BAUMANN et al., 2021).

As fibras elasticas estdo localizadas entre as fibras coldgenas na derme. Elas sdo
compostas por microfibrilas ricas em elastina e fibrilina que formam trés tipos de fibras: as
oxitalamicas, as elauninicas e as elasticas maduras. Na derme papilar, as fibras elésticas estdo
dispostas de duas formas: algumas sao fibras finas e seguem paralelas a superficie (conhecidas
como fibras oxitalanicas), enquanto outras sdo ainda mais finas e se ramificam nas papilas
dérmicas, seguindo uma orientacdo perpendicular a superficie (chamadas de fibras elauninicas).
Por outro lado, na derme reticular, as fibras elasticas sdo espessas, com uma forma curva, sdo
curtas, retorcidas e se localizam paralelas a superficie. As fibras oxitalanicas sdo feitas de
microfibrilas de fibrilina, e servem como um molde para a formacdo das fibras elauninicas
quando combinadas com elastina. A medida que acumulam mais elastina, as fibras elauninicas
se transformam em fibras elasticas maduras. Essa organizacdo das fibras elasticas na pele
desempenha um papel essencial na manutencdo da elasticidade e integridade da pele
(FACHINELLI, 2010; WANICK, 2016).

A formacéo de fibras elasticas tem inicio quando os fibroblastos secretam mondémeros
sollveis de tropoelastina (precursor da elastina) no ambiente extracelular. Esses monémeros se
ligam aos fibroblastos por meio de interaces especificas na superficie celular. Logo apés a
ligacdo, ocorre a agregacdo da tropoelastina em glébulos microscopicos. Nesse estagio, 0s
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mondmeros de tropoelastina se alinham e concentram de forma rapida, um processo conhecido
como coacervacao, que exige condigdes fisiologicas ideais, ou seja, uma temperatura de 37°C
e uma faixa de pH entre 7-8. Durante a coacervacao, as moléculas de tropoelastina séo oxidadas
por membros da enzima da lisil oxidase. Os feixes de tropoelastina seguem ligados a superficie
celular, onde tropoelastina adicional é continuamente acrescentada a medida que a elastina é
formada e gradualmente depositada em microfibrilas ricas em fibrilina. Esse processo resulta
na producdo de uma fibra elastica nascente que €, por fim, liberada da superficie celular
(BAUMANN et al., 2021).

No envelhecimento da pele ocorrem alteragdes funcionais e estruturais, onde 0s
fibroblastos, colageno e elastina estdo diminuidos na derme (ESTEVES, M. L. D. B,
BRANDAO, 2022).

O envelhecimento da pele é influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos. O
envelhecimento intrinseco € um processo natural da pele, decorrente do tempo, de fatores
genéticos e hormonais (TOBIN, 2017). Enquanto o envelhecimento extrinseco é ocasionado
principalmente pela exposicdo a radiagédo ultravioleta (UV) (fotoenvelhecimento), que possuli
um efeito cumulativo, e aumenta os aparecimentos de manchas e rugas. Além disso, outros
fatores estdo associados ao envelhecimento extrinseco, como o estresse, polui¢do, maus habitos
de sono, tabaco, bebida alcodlica e dieta (PINTO, 2014). Todos esses fatores ambientais
contribuem para a producédo de radicais livres podendo danificar as membranas das células,
gerando um mau funcionamento ou morte das células, com isso acelerando o processo do
envelhecimento da pele. Na parte superficial da epiderme os radicais livres atacam as células,
degradando os fibroblastos presente na derme. Além de que podem prejudicar o DNA (acido
desoxirribonucleico), carboidratos, proteinas, lipidios e as membranas celulares na regido mais
profunda da epiderme, ocasionando nos casos mais graves o cancer (COTINGUIBA et al.,
2013).

2.3 Fotoenvelhecimento

2.3.1 Conceito e sinais clinicos

O termo fotoenvelhecimento foi inicialmente introduzido no ano de 1986 e se refere ao
envelhecimento prematuro da pele ocasionado pela exposicdo cronica a radiacdo UV solar,
principalmente a UVA e UVB. A palavra "foto" é derivada da palavra grega "phos," que
significa "luz." (HAN; CHIEN; KANG, 2014; OH et al., 2020; YIN; CHEN; HAMBLIN,

2015).
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O envelhecimento da pele através da exposigéo a radiacdo UV é um processo cumulativo
e a severidade deste envelhecimento depende da duracéo, frequéncia, e intensidade da radiacdo
UV, além disso, depende também da protecdo natural pela pigmentagdo da pele
(KAMMEYER; LUITEN, 2015).

O fotoenvelhecimento é mais comum em populagdes de pele clara, entretanto todos 0s
tipos de pele podem manifestar essa condicdo (BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI,
2019; GILCHREST, 2013). A classificacdo mais utilizada dos fototipos de pele é a escala
Fitzpatrick, desenvolvida no ano de 1975 por Thomas B. Fitzpatrick com base na cor da pele,
nas respostas da mesma a exposicao solar, considerando o grau de queimadura e bronzeamento.
Essa classificacdo inclui seis tipos de pele, cor da pele e reacdo a exposicdo solar (Quadro 1).
Especificamente os tipos de pele Fitzpatrick I, Il e Il possuem uma maior tendéncia a
desenvolver o fotoenvelhecimento do que os tipos de pele IV, V e VI. (D’ORAZIO et al.,
2013; SACHDEVA, 2009).

Quadro 1. Escala de Fitzpatrick para classificagdo do tipo de pele.

Tipo de pele Caracteristicas tipicas Resposta da pele ao
bronzeamento
| Pele branca pélida; Nunca bronzeia,
olhos azuis/verdes; sempre queima
sardas;
1 Pele branca; Bronzeia com dificuldade,

olhos  azuis, verdes ou | queima com facilidade
castanhos;

cabelo ruivo, loiro ou castanho

Il Pele clara; Bronzeia gradualmente, queima

qualquer cor de olhos ou cabelo | esporadicamente

AV Pele morena clara; Bronzeia com facilidade,

qualquer cor de olhos ou cabelo | queima ligeiramente

Vv Pele morena; Bronzeia com facilidade,

qualquer cor de olhos ou cabelo | queima dificilmente

VI Pele morena escura ou negra; Bronzeia muito, nunca queima

qualquer cor de olhos ou cabelo
Fonte: adaptado de D’ORAZIO et al., 2013.

A prevaléncia do fotoenvelhecimento na populacdo adulta com fototipos de pele I-111 é
estimada em até 90%, possivelmente devido a diferenca de cada melanina predominante em

cada fototipos de pele (HUANG; CHIEN, 2020). Em um estudo feito por GREEN et al., (2011)
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foi observado que a probabilidade de uma pessoa apresentar sinais clinicos de uma pele
envelhecida pelo sol aumenta significativamente apds os 30 anos de idade. Em outro estudo
realizado por REBELO et al., (2018) a prevaléncia do fotoenvelhecimento foi de 61% entre
275 pescadores de Salindpolis no estado do Para, que estavam com a idade de 18 a 59 anos,
durante o ano de 2016. A maior parte dos trabalhadores apresentava fototipo 111, além de que
92% da populacdo ndo utilizavam protecdo solar no rosto ou no corpo.

O fotoenvelhecimento é mais predominante em regifes corporais mais susceptiveis a
exposicao solar, tais como o rosto, pescoco e mdos. Ele é responsavel por até 80% do
envelhecimento facial. A pele se apresenta com uma coloragdo amarelada, rugas profundas,
elastose, pigmentacao irregular, telangiectasias (pequenos vasos sanguineos dilatados), atrofia
grave, ressecamento, queratose solar (pequenas manchas avermelhadas) e lesGes pré-
cancerigena, diferentemente do envelhecimento natural onde a pele apresenta-se sem manchas,
com leve atrofia, e rugas finas (HELFRICH; SACHS; VOORHEES, 2008; KAMMEYER;
LUITEN, 2015; MONTAGNER; COSTA, 2009).

A escala para avaliacdo do fotoenvelhecimento (Quadro 2) foi desenvolvida pelo Dr.
Richard Glocau, com base nas caracteristicas que a pele envelhecida apresenta com o passar
dos anos, essa escala tem sido um parametro necessario para que os profissionais possam
avaliar a gravidade do fotoenvelhecimento e definir qual o melhor tratamento para cada caso
(BREDA, 2022; FAGHIHI et al., 2017).

Quadro 2. Escala Goglau do Fotoenvelhecimento.

Tipo Idade Alteracdes da pele

Tipo | Mudancas pigmentares leves, sem queratose solar e

Fotoenvelhecimento precoce 28-35 Sem rugas ou rugas minimas

Tipo Il Manchas marrons precoces, queratose palpavel, mas

Fotoenvelhecimento  precoce a | 35-50 ndo visivel, linhas de expressdo paralelas do sorriso

moderado aparentes e rugas presentes em movimento

Tipo Il1 Descoloragfes evidentes, telangiectasia, queratose

Fotoenvelhecimento avancado 50-65 visivel e rugas presentes em repouso

Tipo IV Pele amarelo-acinzentada, lesBes actinicas pré

Fotoenvelhecimento grave 60-75 cancerigenas (as quais podem virar cancer de pele), e
pele totalmente enrugada

Fonte: Adaptado de FAGHIHI et al., 2017
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Em um estudo feito por GORDON e BRIEVA (2012) os sinais do fotoenvelhecimento
sdo evidenciados em um homem de 69 anos que dirigia um caminhdo de entrega pelo tempo
de 28 anos, (Figura 4) somente um lado rosto possui as caracteristica de pele envelhecida pelo
sol, enquanto o outro lado apresenta sinais de envelhecimento natural. A anéalise
histopatologica identificou na derme um acumulo de material contendo elastina, uma
caracteristica do fotoenvelhecimento. Os pesquisadores ainda relatam que os raios UVA foram
transmitidos por meio do vidro da janela, penetrando nas camadas superiores da derme e na

epiderme.

Figura 4. Envelhecimento natural cutdneo e fotoenvelhecimento unilateral.

Fonte: Adaptada de GORDON; BRIEVA, 2012.

2.3.2 Danos induzidos por radiacdo UV a pele

A luz solar natural é composta por um espectro continuo de radiag@es eletromagnéticas
divididas em trés regides principais de comprimento de onda: a radiacdo UV, a radiacéo visivel
e a radiacdo infravermelha (YAO et al., 2022). A super exposicdo da pele a radiacdo UV gera
tanto queimaduras na pele, como fotoenvelhecimento, e um maior risco de cancer de pele
(SOUZA, P. G. De; CASTRO; SILVA, 2021).

A radiacdo ultravioleta é subdividida em trés principais bandas de acordo com o
comprimento de onda, a banda de 100-280nm (UVC), a banda de 280-320nm (UVB) e a banda
de 320-400nm (UVA) (WANG, L. et al., 2020). A UVA é classificada em UVA 2 (315-340
nm) e UVA 1 (340-400 nm). A radiagdo UVC, diferente da radiagdo UVA e UVB, é
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completamente absorvida pela camada de ozénio. A radiacdo UVA e UVB atingem a terra em
porcentagens suficientes para desenvolver danos nas estruturas da pele. Contudo, a exposicao
crénica a radiagdo UVA pode danificar a derme de forma mais significativa do que a radiacao
UVB. A radiagcdo UVA compreende a mais de 90% da radiacdo solar que atinge a populagéo,
ela tem um efeito direto menor sobre 0 DNA pelo fato de ser a menos energética. Portanto, por
ser uma radiacdo de onda longa, ela consegue penetrar mais profundamente na pele e assim
atinge fibroblastos da derme e queratindcitos da epiderme, danificando significativamente a
MEC, sendo assim ela tem um papel crucial no desenvolvimento do fotoenvelhecimento.
Enquanto a radiacdo UVB representa 5% da radiacgdo solar, tendo muito mais capacidade de
gerar queimaduras solares do que a radiacdo UVA, atuando na camada basal da epiderme e em
menor grau, na parte mais superficial da derme. Diferentemente da radiacdo UVA, a radiacao
UVB tem como agéo a inducéo direta de dano ao DNA. Com isso, 0 DNA absorve esses raios
que consequentemente levam a sua mutacdo. Logo, a radiagdo UVB é responsavel pela inducéo
do cancer de pele ndo-melanoma (BOCHEVA et al., 2022; KRUTMANN et al., 2017; PINTO,
2014).

A radiacdo UV aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ativa
enzimas que degradam componentes da MEC, as metaloproteinases de matriz (MMPs). EROs
compreendem o anion superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. O excesso de
producdo de EROs e a falha do sistema antioxidante para lidar com essas espécies levam ao
dano oxidativo em proteinas, lipidios e no DNA, causando danos significativos na MEC (LI1U,
T. etal., 2020; QUAN; FISHER, 2015; SWOMLEY et al., 2014).

A pele envelhecida pelo sol apresenta um aumento da espessura da epiderme e graves
danos no tecido conjuntivo dérmico, incluindo uma menor expressao dérmica de colageno tipo
| e colageno tipo I11 e uma grande concentracao de material contendo elastina abaixo da juncéo
dermo-epidérmica, ocasionando a elastose solar (QUAN; FISHER, 2015; ZHANG, J. et al.,
2014). Além de que podem causar um desequilibrio entre as enzimas que catalisam o processo
de sintese do AH, diminuindo a quantidade de AH, levando a uma pele ressecada
(SCHWARTZ; PARK, 2012). Contudo, a radiacdo UV também contribui para o acimulo de
melanina na pele. Ela afeta diretamente os melandcitos, influenciando a expressdo da TYR,
levando a uma producéo anormal de melanina. Logo, a pele apresenta muitas manifestacdes
clinicas, como sardas, manchas escuras e irregularidades na pigmentagdo. A pele danificada

pela exposicao solar apresenta alteragdes na estrutura do colageno e da elastina, tornando-os
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menos completos, mais porosos e fragmentados. 1sso ocorre principalmente devido a agdo de

MMPs liberadas por queratindcitos epidérmicos e fibroblastos dérmicos (YAO et al., 2022).

2.3.3 Metaloproteinases de matriz relacionadas com o fotoenvelhecimento

As MMPs sdo uma familia de endopeptidases dependentes de zinco e calcio que realizam
a degradacdo de componentes da MEC. Todas as MMPs possuem ions zinco no sitio ativo e
requerem a presenca de ions célcio para sua estabilidade e atividade. S&o descritas 26 diferentes
MMPs categorizadas em diferentes subgrupos com base em sua estrutura e especificidade de
substrato, incluindo colagenases, matrilisinas, estromelisinas, gelatinases, e MMPs do tipo
membrana. Sobre condi¢cdes normais, a atividade das MMPs é regulada por inibidores
especificos conhecidos como inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPS), que atuam
inibindo diretamente as enzimas. A familia de TIMPs é composta por quatro proteinas
inibitérias encontradas nos espacos intra e extracelulares (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-
4). Quando ocorre um desequilibrio entre as MMPs e os TIMPs, pode resultar em uma
atividade enzimética excessiva, levando a degradacdo anormal da MEC. A radiacdo UV tem
o efeito de aumentar a expressao de varias MMPs como a MMP-1 (colagenase intersticial),
MMP-3 (estromelisina-1), MMP-9 (gelatinase B) e MMP-12 (metaloelastase de macréfagos).
Isso contribui para a degradacao do colageno e da elastina na pele fotoenvelhecida, resultando
em mudancas estruturais significativas (MEDEIROS et al., 2019; SILVA, R. R., 2023; YAO
et al., 2022).

Um estudo realizado por FISHER et al., 1996 evidenciou pela primeira vez que mesmo
uma baixa exposicdo a radiacdo UVB poderia induzir, depois de minutos, a expressao e
atividade das MMPs in vivo. Isso ocorre devido a regulacdo positiva dos fatores de transcri¢do
da proteina ativadora 1 (AP-1) e do fator nuclear kappa B (NF-xB) em queratindcitos e
fibroblastos. No estudo, os niveis de MMPs atingiram seu pico maximo ap0s 24 horas de
exposicdo e desapareceram entre 48 e 72 horas. A dose minima de UVB capaz de induzir as
MMPs é baixa, equivalente a 2-3 minutos de exposicdo solar sem causar eritema. Além disso
foi visto que pacientes com fototipo alto tiveram menor indugédo de MMPs, mesmo com alta
exposicdo da radiagdo UVB. As MMPs ativadas incluem MMP-1, MMP-3 e MMP-9, que
degradam componentes da matriz extracelular, levando a desintegracdo estrutural da pele. A
exposicdo intensa a radiacdo UV, causa eritema, e assim aumenta as células inflamatdrias na

derme, levando a maior expressdo de MMPs. Esse processo envolve células como neutrofilos,
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mastdcitos, monocitos, linfocitos e células de langerhans. Isso contribui para o
fotoenvelhecimento (WANICK, 2016).

A MMP-1 realiza um papel significativo na quebra do colageno fibrilar. Em condi¢cfes
normais do corpo, os niveis de MMP-1 sdo muito baixos, porém, eles sdo regulados em
situacOes inflamatorias, como o caso do fotoenvelhecimento (CUI; HU; KHALIL, 2017;
PITTAYAPRUEK et al., 2016).

A MMP-1 em especifico € a Unica enzima ativa capaz de comecar a clivagem da tripla
hélice dos colagenos tipo I e 1ll. Enquanto que a MMP-3 e a MMP-9 s6 clivam as fibrilas de
col&geno dos tipos I, 111 na derme, depois do processo de clivagem ter sido iniciado pela acéo
da MMP-1. O aumento de colageno quebrado em grandes fragmentos, provocado pela acdo da
MMP-1, tem um efeito negativo na sintese de procolageno tipo I. A MMP-9, por sua vez,
degrada o colageno ja clivado pela MMP-1 em pequenos peptideos. Estes pequenos fragmentos
ndo inibem a producdo do procolageno, como ocorre com os grandes fragmentos. Com isso, as
MMPs ativadas pela radiacdo UV prejudicam a derme de duas maneiras: por meio da
degradacéo do colageno, e ao inibir a sintese de colageno devido a existéncia de fragmentos de
proteinas iniciados pela acdo da MMP-1. Na pele exposta a radiacdo UV, encontra-se a presenca
elevada de MMP-1, contudo apenas uma pequena parte dessa enzima se torna ativa. Como
resultado, as MMPs ativas causam uma degradacdo parcial das fibras de coladgeno, resultando
em fragmentos insollveis que se tornam suscetiveis a clivagem proteolitica por outras
proteases. Sem uma reparacédo, os danos ao colageno se acumulam com a exposi¢do cronica aos
raios UV. O mesmo processo afeta as fibras elasticas, onde a elastina pode ser degradada pela
MMP-3, MMP-9 e MMP-12 (WANICK, 2016).

A MMP-12 é a enzima mais ativa na degradacdo da elastina e € secretada por varias
células, incluindo células inflamatorias, queratindcitos e fibroblastos (WEIHERMANN et al.,
2017). Ela esta envolvida no fotoenvelhecimento acarretado por radiacdo UVA e participa na
degradacdo do colageno do tipo | (VEERAMANI et al., 2020). A elastose solar induzida pela
radiacdo UV, resulta de um processo em que as fibras elasticas se degradam, em seguida, essas
estruturas sdo reorganizadas de maneira diferente da sua forma original, onde a derme saudavel
é substituida por aglomerados de fibras elasticas distribuidas aleatoriamente. A pele que ndo se
exp0e a radiacdo UV é composta por fibras elasticas que contém elastina e fibras oxitalanicas.
Enquanto que na pele danificada pelo sol as fibras oxitalanicas sdo degradadas e até ausentes.
Relata-se que no fotoenvelhecimento as fibras elasticas se encontram degradadas e a rede de
fibras elasticas desorganizadas (BAUMANN et al., 2021; WEIHERMANN et al., 2017). Um
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estudo feito por CHEN et al., (2005) mostra uma associagao direta entre o desenvolvimento de
elastose solar e a inducéo do gene de MMP12 e da expressdo proteica ocasionada pela radiacdo
UV na pele humana in vivo. Além de que, estudos relataram uma reducdo na producdo de
elastina com o envelhecimento e como resultado da exposigéo solar. No entanto, a elastose solar
implica um aumento de material elastico na pele envelhecida, apesar de ser ndo funcional. Isso
sugere que o envelhecimento da pele pode ser caracterizado por uma diminui¢do na producéo
de fibras elasticas funcionais e um aumento na producdo de fibras disfuncionais
(WEIHERMANN et al., 2017).

A irradiacdo UV gera EROs e ativa receptores de superficie celular que positivamente
regulam cascatas de proteinas quinase ativadas por mitdgeno (MAPKS) e expressdo de
citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento, como interleucina-1 beta (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator de
crescimento epidérmico (EGF). Isso, por sua vez, desencadeia a expressao das proteinas
nuclear c-Fos e c-Jun, formando um complexo de fator de transcricdo AP-1, juntamente com o
NF-xB. Esses fatores estimulam a expressao e secre¢do de enzimas de degradacao de matriz,
como as MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-12 na pele. O aumento na producdo de MMPs
acelera a degradacdo do colageno e elastina e a inibicdo de procolageno tipo I. A redugdo na
sintese de colageno afeta a renovacdo da MEC de colageno e compromete sua integridade
estrutural. Sendo assim, as enzimas MMP-1 e MMP-12, tem uma importancia significativa no
desenvolvimento do fotoenvelhecimento por estarem envolvidas na degradacéo de colageno,
elastina e reducdo da sintese de colageno, podendo serem alvos nos estudos de compostos para
o fotoenvelhecimento induzido por UV (POON; KANG; CHIEN, 2015;
WONGRATTANAKAMON et al., 2019; YAO et al., 2022).

A literatura relata que a inibicdo de MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-12 é uma das
estratégias em frente ao fotoenvelhecimento induzido por UV. (WONGRATTANAKAMON
etal., 2019; YAO et al., 2022). Dessa forma, hd um grande interesse em desenvolver inibidores
das MMPs seguros e eficientes que possam ser usados no combate ao fotoenvelhecimento
(MEDEIROS et al., 2019).

2.3.4 Abordagens para combater o fotoenvelhecimento

Existem trés intervencdes diferentes para combater o envelhecimento extrinseco

ocasionado pelo sol. A primeira é a prevencdo, que envolve o uso de protetor solares. A
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segunda estratégia busca retardar ou reduzir os sinais de envelhecimento com o uso de
substancias ativas. A terceira abordagem € necessaria quando o envelhecimento ja se encontra
mais avangado, necessitando de procedimentos como peelings, o uso de lasers, preenchimento
com 4cido hialurdnico e a utilizagdo de toxina botulinica para amenizar os danos ocasionados
na pele (CARVALHO, 2014).

Os protetores solares de uso topico sdo compostos por filtros ultravioleta, que sdo
substancias capazes de absorver, dispersar ou refletir a energia vinda da radiacéo solar. O Fator
de Protecdo Solar (FPS) indica o quanto um filtro solar protege contra a radiacdo UVB,
oferecendo defesa contra queimaduras solares e danos a pele causados por UVB. Protetores
solares de alto FPS sdo ideais para uso diario, reduzindo a necessidade de fazer a reaplicacao
na pele, em comparacao com os de baixo FPS. Além disso, para a protecao da pele contra a
radiacdo UVA, o valor de Escurecimento Persistente do Pigmento (PPD) é um indicador
crucial do grau de protegéo contra a radiacdo UVA de um protetor solar e deve ser mostrado
no rétulo do produto. O PPD ¢€ calculado como um terco do valor do FPS. Para um protetor
solar com FPS 15, o PPD minimo deve ser 5. A escolha do FPS adequado depende do fototipo
de pele e do tempo que a pele pode ficar exposta ao sol sem queimaduras, variando de 5 a 30
minutos de exposic¢éo solar, dependendo do caso (FRANCINE et al., 2021).

A guantidade recomendada de protetor solar é de 2 mg/cmz2, o que resultaria em uma
camada de 1 milimetro de espessura sobre a pele. Para um adulto médio (70 quilos e 170
centimetros), seria necessario aplicar entre 35 a 40 gramas para cobrir todo o corpo. Na
literatura, sugere-se seguir a orientacdo da "regra da colher de cha": 1 colher para o rosto,
pescoco e cabeca; 2 colheres para o tronco; 1 colher para cada brago; e 2 colheres para cada
perna. Além disso, é aconselhavel aplicar o protetor solar 15 minutos antes da exposicdao solar,
de maneira uniforme, e ainda reforcar a aplicacdo da mesma forma a cada 2 horas. Embora seja
aconselhavel, a populacdo geralmente ndo aplica a quantidade de 2 mg/cm? quando estdo
expostos ao sol (SCHALKA; DOS REIS, 2011; SOUZA, M.; BRANDAO, 2019).

A Organizacdo Mundial da Salde e a Academia Americana de Dermatologia
recomendam que as pessoas adotem medidas de protecdo, alem do uso do protetor solar com
um FPS de pelo menos 30 de forma em geral, vestir roupas adequadas, usar 6culos de sol e
usar chapéus. Porém, o uso excessivo de protetor solar pode levar a niveis insuficientes de
vitamina D no organismo, trazendo consequéncias negativas na salde (BRAGA, 2014).

A fotoprotecdo oral, embora ndo substitua os filtros solares topicos, € uma estratégia

complementar no cuidado da pele. Ela envolve o uso de substancias ingeridas que fornecem
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uma protecdo contra os danos causados pela radiacdo UV (TAYLOR; ROSEN, 2020). O
picnogenol e o extrato de polypodium leucotomos atuam como antioxidantes e possuem
propriedades anti-inflamatorias. Esses antioxidantes demonstram diminuir a reacdo a
queimaduras solares. (COSTA, M. M.; FARIAS; OLIVEIRA, 2021; SANTOS, L. G. Dos;
ROCHA, 2016). Estudos experimentais apontam o potencial do beta-caroteno na protegéo
contra danos na pele causados pelo sol, mas evidéncias clinicas consistentes sdo escassas. Além
disso, pesquisas em células da pele em cultura mostraram que o beta-caroteno nao atua apenas
como antioxidante, mas também pode ter efeitos pré-oxidantes. 1sso justifica a necessidade de
estudos adicionais sobre as propriedades pro-oxidantes do beta-caroteno in vivo e seu efeito na
salde humana. Além disso, a suplementacéo isolada de vitamina E ou vitamina C ndo oferece
protecdo significativa contra a radiacdo UV, destacando a importancia da combinacdo de
antioxidantes para resultados sinérgicos (PANDEL et al., 2013).

O 4cido retindico (tretinoina), um derivado de vitamina A, aplicado topicamente é o
tratamento mais utilizado para o fotoenvelhecimento devido a sua eficacia comprovada. Os
retindides afetam diretamente a sintese de colageno, estimulando a sua producéo. No entanto,
seu uso pode resultar em efeitos colaterais indesejados na pele, como descamagodes e
vermelhidao (CARVALHO, 2014).

Em uma revisdo sistematica feita por AVILA e PRIMO (2021) envolvendo os
principais antioxidantes orais para o fotoenvelhecimento, foram analisados estudos pré-
clinicos in vitro e in vivo, e estudos clinicos em humanos. Eles verificaram que muitos estudos
encontraram correlagdes positivas entre o0 uso dessas substancias e os efeitos
antienvelhecimento e anticarcinogénico, no entanto, nenhum deles conseguiu demonstrar a
capacidade real de reduzir esses danos. Logo, € fundamental o desenvolvimento de novos
trabalhos com diferentes abordagens contra o fotoenvelhecimento.

Diversas pesquisas tém testado produtos naturais contra o0s alvos do
fotoenvelhecimento. No estudo de LIM e KIM (2007) flavondides como a quercetina e o
kaempferol inibiram in vitro a expressdo de MMP-1, impedindo a degradacdo anormal das
moléculas de colageno, podendo levar a reducéo da resposta inflamatéria e possivelmente a
prevencdo do aparecimento de rugas na pele. Outro estudo realizado por DEMEULE et al.
(2000) demonstrou que catequinas como epigalocatequina-galato e epicatequina galato
inibiram in vitro a atividade de MMP-9 e MMP-12. Dessa forma essas moléculas podem ser
benéficas na protecdo da pele contra o fotoenvelhecimento. Assim a abordagem de inibir os

alvos do fotoenvelhecimento pode ser eficaz como forma de tratamento.
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Portanto, a pesquisa continua e o desenvolvimento de novas estratégias sdo essenciais
para prevenir os efeitos indesejaveis causados pela exposicdo solar crénica (NORONHA,
2014). Os métodos in silico tém sido utilizados por pesquisadores na sele¢ao de inibidores com
potencial contra os diferentes alvos do processo de fotoenvelhecimento
(WONGRATTANAKAMON et al., 2019).

2.4 Planejamento de farmacos auxiliado por computador

O Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (CADD, Computer-Aided
Drug Design) utiliza técnicas computacionais em todas as etapas do planejamento e analise de
moléculas. Esta abordagem facilita o processo de descoberta de novos farmacos. O CADD tem
sido bastante utilizada por cientistas, com isso, resulta na reducéo da quantidade de compostos
que precisam ser sintetizados e testados, trazendo uma economia de tempo e custos No processo
de desenvolvimento de novos candidatos a drogas (MAIA, E. H. B. et al., 2020; RIBEIRO,
2018). O CADD permite analisar estruturas quimicas, prever as atividades bioldgicas de
compostos e propriedades fisico-quimicas, otimizar o perfil farmacocinético ou
farmacodindmico de compostos promissores, prever a absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade, bem como verificar a afinidade de ligagdo de uma molécula no sitio
ativo de um alvo (DAR et al., 2019; QARAGHULI; KUBIAK-OSSOWSKA; MULHERAN,
2018).

A técnica de triagem virtual (VS) tem se destacado como uma ferramenta poderosa na
triagem de compostos de bibliotecas virtuais, para encontrar compostos promissores (NEVES
etal., 2018). A VS pode ser dividida em dois tipos: triagem virtual baseada em ligantes (LBVS)
e a triagem virtual baseada em estrutura (SBVS). A LBVS utiliza informac®es estruturais e
propriedades fisico-quimicas de moléculas com atividade ja existente, se baseando no principio
de similaridade (VAZQUEZ et al., 2020). Onde moléculas que possuem estrutura quimica
parecidas possuem atividades biologicas semelhantes, com isso pode-se prever a atividade de
novas moléculas que ndo possuem a atividade conhecida (DAINA; ZOETE, 2019). Enquanto
os métodos da SBVS incluem o mapeamento farmacoforico e modelos de relacdo quantitativa
entre a estrutura e a atividade (QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship). Na
elaboracdo de um modelo de QSAR, a coleta e o tratamento dos dados sdo a primeira etapa, e
logo apos, os calculos de descritores moleculares. Posteriormente, empregam-se algoritmos de
aprendizado de maquina para estabelecer a correlagdo entre os descritores moleculares e a

atividade biologica. A andlise de QSAR demonstra uma relagdo matematica entre as
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caracteristicas fisico-quimicas calculadas e a atividade bioldgica (NEVES et al., 2018;
PANTALEAO et al., 2017).

A SBVS faz uso da estrutura tridimensionais (3D) do alvo para fazer a ancoragem de
moléculas no sitio ativo de ligacao do alvo e avaliar a possibilidade de sua ligacdo (GARCIA-
HERNANDEZ; FERNANDEZ; SERRATOSA, 2020) O docking molecular é um dos métodos
mais frequentemente da SBVS. Ele é capaz de analisar com precisdo a maneira como uma
molécula se liga ao sitio ativo de um alvo e prever a afinidade de ligacdo do complexo que se
formou (WANG, Z. et al., 2020). O docking molecular possibilita o rastreamento de bibliotecas
de compostos em pouco periodo de tempo, sendo assim, é um método agil e bastante utilizado
na comunidade cientifica (VARELA-RIAL; MAJEWSKI; FABRITIIS, 2022).

Existem trés abordagens distintas para o processo de ancoragem das moléculas:
docking rigido, onde tanto o ligante quanto o alvo séo estruturas rigidas, sem flexibilidade para
uma mudanga conformacional durante o processo de liga¢do; docking semi-rigido, no qual o
ligante é flexivel, permitindo ajustes em sua conformacao, enquanto o alvo é mantido rigido;
docking flexivel, neste caso, tanto o alvo quanto o ligante sdo estruturas flexiveis, oferecendo
resultados mais precisos, refletindo melhor as condi¢6es do mundo real, no entanto, requer um
alto custo computacional e o tempo necessario para calcular uma Unica interagcdo pode se tornar
inviavel. O docking rigido é a abordagem mais rapida, contudo os seus resultados sdo somente
aproximados, uma vez que na realidade tanto o alvo quanto o ligante tém alguma flexibilidade
e ajustam-se mutuamente durante a interagdo. O docking semi-rigido busca um equilibrio entre
a qualidade dos resultados e o tempo de execucdo, sendo, portanto, a mais comumente
empregada em pesquisas (ALTE, 2022; ELIAS, 2014).

Os produtos naturais estdo ganhando destaque nas pesquisas cientificas como
potenciais fontes de novos medicamentos. Nesse sentido, métodos in silico estdo sendo cada
vez mais utilizados na fase inicial de pesquisa de produtos naturais, simplificando a analise das

propriedades farmacolégicas dessas substancias (ARAUJO et al., 2022).

2.5 Estrutura quimica e potencial terapéutico de diterpeno abietanos

As plantas produzem diversos compostos quimicos que podem ser categorizados como
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. Os metabdlitos primarios sdo essenciais para
as funcbes basicas e o crescimento da planta. Eles incluem compostos como carboidratos,
proteinas, aminoacido, acidos nucléicos e lipideos (BORGES; AMORIM, 2020). Enquanto 0s

metabdlitos secundarios sdo encontrados em especies ou géneros especificos e realiza um papel
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essencial na interacdo das plantas com os diferentes ecossistemas, atuando na defesa da planta
contra ataques de patdgenos (MENEZES, 2020).

Os produtos naturais (PNs) s@o substancias produzidas no decorrer do metabolismo
secundario de organismos vivos, e oferecem um grande potencial para o desenvolvimento de
novos farmacos. Plantas, bactérias, organismos marinhos e fungos sdo as principais fontes de
PNs (ESTEVES, A. C., 2021). Muitos medicamentos disponiveis para tratar doencas sao PNs
ou derivados de PNs, incluindo agentes antibacterianos como a tetraciclinas (de espécies dos
Actinomycetales) e penicilinas (de espécies de Penicillium), baseados em PNs derivados de
microrganismos (RODRIGUES; LOPES, 2018).

Os terpenos compreendem uma vasta classe de mais de 55.000 moléculas, tornando-se
a classe mais extensa de PNs. Eles sdo categorizados com base no nimero de unidades de
isopreno (CsHs) em sua estrutura (Figura 5). As diversas categorias de terpenos englobam
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos
(C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (com mais de C40 atomos de
carbono) (BORGES; AMORIM, 2020).

Esses metabolitos secundarios sdo frequentemente referidos como alcenos naturais
devido a presenca de uma ligacdo dupla entre atomos de carbono, o que os classifica como
hidrocarbonetos insaturados. Quando um terpeno contém atomos de oxigénio em sua estrutura,
ele é denominado terpenoide. Os terpenoides apresentam fungdes quimicas como: aldeidos,
alcoois, cetonas, éteres, acidos, fenois ou epoxidos terpénicos (FELIPE; BICAS, 2017).

Os terpenos sdo componentes volateis que contribuem para o aroma de flores e dleos
essenciais de plantas. Devido as suas caracteristicas, eles desempenham um papel importante
como agentes aromatizantes em alimentos, bebidas, perfumes, produtos de cuidados pessoais
(NASCIMENTO, 2016). Na industria farmacéutica, esses compostos desempenham um papel
ndo apenas como excipientes que melhoram a absor¢do cutanea, mas também sdo reconhecidos
como principios ativos em medicamentos (OLIVEIRA et al., 2015).

Os terpenos exibem diversas propriedades bioldgicas, incluindo atividades anticancer,
antibacterianas, antivirais, antiparasitarias, antifangicas, antihiperglicémicas, antialérgicas,
antiplasmadicas, imunomoduladoras e antiinflamatorias. Dessa forma, acredita-se que 0s

terpenos apresentam efeitos benéficos na prevencdo de diversas doencas (SILVA, P. D., 2012).
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Figura 5. Estrutura basica do terpeno constituido por uma unidade de isopreno.
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Fonte: Adaptada de SOUSA, J. C. A., 2019

Entre os grupos de terpenos que apresentam potencial bioldgico, existem os diterpenos
abietanos, uma familia de compostos encontrados em varias espécies de plantas. Relata-se que
eles possuem diversas atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana, antioxidante,
antiprotozoaria, gastroprotetora, entre outras, sendo considerados promissores na pesquisa de
drogas (GABOROVA; SMEJKAL; KUBINOVA, 2022; GONZALEZ, 2015).

A estrutura dos diterpenos abietano é composta de um esqueleto triciclico, com trés
anéis identificados como anel A (carbonos 1-5 e 10), anel B (carbonos 5-10) e anel C
(carbonos 8, 9, 11-14) (Figura 6). Ele possui um anel ou radical de trés carbonos (15-17) ligado
ao carbono 13. Também apresenta dois radicais metila (carbonos 18 e 19) ligados ao carbono
4, e pode possuir um radical metila (carbono 20) ligado ao carbono 10 (GRAYER et al., 2021).

Abietanos que possuem duplas ligacdes alternadas no anel C sdo denominados de
abietanos aromaticos e s30 os tipos de abietanos mais encontrados na natureza (GONZALEZ,
2015). O &cido carndsico, um abietano aromatico, foi indicado como o principal metabélito do
extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) que apresentou atividade anticolagenase e
antielastase in vitro, mostrando que esse composto tem correlagdo positiva com a atividade
antienvelhecimento (SALEM et al., 2020).

Figura 6. Esqueleto de diterpenos abietanos.

17

19 18
Fonte: Adaptada de GONZALEZ, 2015
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar andlises in silico e desenvolver uma triagem virtual de produtos naturais contra

alvos do fotoenvelhecimento.

3.2 Objetivos especificos

e Conseguir os produtos naturais através do banco de dados SistematX;

e Criar modelos de QSAR utilizando o programa estatistico KNIME;

e Verificar os potenciais riscos de citotoxicidade da série em estudo e de seus possiveis
metabolitos por meio do programa OSIRIS DataWarrior;

e Analisar as propriedades das moléculas estudadas no OSIRIS DataWarrior para
verificar as violagdes a regra dos cinco de Lipinski;

e Desenvolver modelos de Anélise de Componente Principal por Consenso (CPCA) e de
Anélise de Componente Principal (PCA), como também analisar os campos de interacéo
molecular usando o programa Volsurf+;

e Fazer a ancoragem molecular dos diterpenos abietanos promissores em alvos

relacionados ao fotoenvelhecimento através do programa Molegro Virtual Docker.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta de dados

Nesta pesquisa foram selecionados 1630 PNs do SistematX (http://sistematx.ufpb.br),
um site que foi desenvolvido na Universidade Federal da Paraiba e possui um banco de dados
de metabdlitos secundarios, disponivel para utilizacdo por grupos de pesquisa. Ele apresenta
diversas informacdes valiosas sobre metabolitos secundarios, incluindo as espécies exatas e 0s
locais de isolamento dos compostos (ACEVEDO et al., 2021). A pesquisa de metabolitos
secundarios ¢ feita através de cddigo simplificado do sistema de entrada de linha molecular
(SMILES, Simplified Molecular-Input Line-Entry System), estruturas quimicas, nome dos
compostos ou espécies de plantas (COSTA, R. P. O. et al., 2021). Com isso, foi feito uma
planilha contendo os SMILES dos PNs.

As moléculas com atividade conhecida contra alvos do fotoenvelhecimento foram
pesquisadas no ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl), um banco de dados de bioatividade
em moléculas semelhantes a drogas (NOWOTKA et al., 2017). Assim, foi possivel obter quatro
planilhas com informacGes de atividade para MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-12

provenientes do organismo humano (Quadro 3).

Quadro 3. Dados de alvos do fotoenvelhecimento encontrados no ChEMBL.

Nome ChEMBL ID Tipo

Organismo

MMP-1

ChEMBL332

Single protein

Homo sapiens

MMP-3 CHEMBL283 Single protein Homo sapiens
MMP-9 CHEMBL321 Single protein Homo sapiens
MMP-12 CHEMBLA4393 Single protein Homo sapiens

Fonte: Elaborada pela autora.

Nas planilhas que continham as moléculas bioativas, foram incluidas aquelas com
informac0es de atividade referentes a concentracdo inibitéria média (Clso) (FRANCO et al.,
2021). Com isso, foi obtido as planilhas com os PNs e as dos bioativos para iniciar as analises

in silico. Posteriormente foi feito os tratamentos dos dados.
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4.2 Obtencéo das estruturas em 3D e tratamento dos conjuntos de dados

A padronizacdo das estruturas quimicas é recomendada na quimioinformética, por
evitar representacdes diferentes do mesmo grupo funcional nas moléculas (AHER; KHAN;
ROY, 2020). Nesta etapa, hidrogénios que faltam na estrutura quimica sdo adicionados,
misturas ou sais sao removidos, além de que, ocorre a conversdo para estrutura 3D e anéis
aromaticos. Todas as estruturas quimicas foram padronizadas e agrupadas em um Unico arquivo
do tipo SDF usando o programa Standardizer 20.19.0 da ChemAxon (COSTA, W. S., 2021).

Os tratamentos dos conjuntos de dados das planilhas obtidas foram realizadas com o
programa Microsoft Office Excel (VILLA REAL et al., 2015). De inicio foram removidas as
moléculas que estavam duplicatas e que ndo estavam com valores de atividades, sendo assim
0s compostos que ficaram na planilha foram diferentes uns dos outros estruturalmente, além de
que so ficaram os compostos importantes para posterior analise. Logo depois foram convertidos
os valores de Clsg das moléculas de nanomolar (nM) para molar (M), e entdo, estes valores
foram transformados em pCI50 (-log(Clso)). Posteriormente, foi construido e visualizado um
gréafico de dispersao indicando outliers (pontos de dados que se desviam significativamente dos
valores tipicos em um conjunto de dados.) A presenca de valores diferentes pode afetar a analise
de dados negativamente e a preciséo de modelos de QSAR (TAetal., 2021; VENTURA, 2015).
Sendo assim, os outliers foram excluidos das planilhas. Em seguida, cada planilha contendo as
moléculas bioativas foi dividida na metade, na qual as moléculas com os valores maiores de
pClso foram classificadas como ativas, e aquelas que obtiveram valores menores de pClsg foram
classificadas como inativas. Alem disso, foi feito uma borda, no qual algumas moléculas foram
excluidas para que houvesse uma diferenca de pClso de 0,03 entre as moléculas ativas e inativas
(MOURA, 2021).

4.3 Calculos dos descritores moleculares

Para que um computador processe e compreenda uma estrutura quimica, € necessario
representa-la numericamente. Os descritores moleculares desempenham esse papel,
fornecendo informacdes detalhadas sobre a estrutura de uma molécula por meio de calculos
matematicos. Eles podem ser classificados da seguinte maneira: em unidimensionais
(representa informacdes calculadas a partir da formula molecular da molécula), bidimensionais
(corresponde a informacdo molecular com relacdo ao tamanho e distribuicdo eletronica do

composto) e tridimensionais (descrevem propriedades relacionadas a conformacdo 3D das
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moléculas). Esses descritores desempenham um papel fundamental na representagdo das
estruturas quimicas, tornando-as acessiveis para analises e processamentos computacionais
(ALVES et al.,, 2018; CHANDRASEKARAN et al., 2018). Varios programas realizam
calculos dos descritores moleculares, neste trabalho, os programas utilizados foram Dragon e
VolSurf+(CAVALCANTI, 2018).

Depois da padronizacdo das moléculas bioativas e dos PNs, foram importados os
arquivos SDF no programa Dragon 5.4 e no programa VolSurf+, onde foram realizados os
calculos dos descritores moleculares. Como foi utilizado dois programas diferentes para gerar
os descritores moleculares, foi possivel realizar posteriormente o consenso dos modelos de
QSAR, tendo o objetivo de melhorar a confiabilidade dos modelos de predicdo. O modelo de
consenso € obtido ao calcular a média das predicdes dos modelos (ALVES et al., 2018).

Através dos dados obtidos do Dragon 5.4 e do VolSurf+ foi realizado os modelos de QSAR.

4.4 Construcéo de modelos de relagdo quantitativa entre a estrutura e a atividade

Um modelo de QSAR é uma equacdo matematica que vincula a estrutura quimica a
propriedades bioldgicas. A metodologia de QSAR envolve a aplicagdo de métodos estatisticos
para criar modelos capazes de prever com precisao propriedades bioldgicas de compostos com
base em sua estrutura quimica (ALVES et al., 2018). Com intuito de predizer a atividade
bioldgica dos PNs, desenvolveu-se modelos de QSAR no programa KNIME.

O KNIME é uma plataforma amplamente empregada para processamento e analise de
dados. Com o KNIME, os usuéarios tém a capacidade de criar fluxos de trabalho de dados,
executar etapas de analise especificas e examinar resultados finais, incluindo modelos por meio
de uma interface gréfica. A criacdo de fluxos de trabalho é permitida no KNIME, no qual
possui codigos (n6s) que apresentam funcgdes predefinidas, padronizadas, testadas e com opgao
de poderem ser configuradas (SYDOW et al., 2019). Nesta pesquisa, 0 fluxo de trabalho
utilizado com todos os nds fundamentais para o desenvolvimento das predi¢des foi fornecido
por MONTEIRO, Alex France Messias; SCOTTI; SCOTTI (2020).

Modelos de aprendizado de maquina utilizam algoritmos para criar equacfes
matematicas que analisam dados e fazem previses com base nessa analise (ABUALKIBASH,
2019). O KNIME oferece uma variedade de algoritmos de aprendizado de maquina, como
Floresta Aleatdria (FA - Random Forest), WEKA, Support Vector Machine, entre outros. Neste
estudo, foi escolhido o algoritmo FA para os compostos serem classificados. O nimero de

arvores no FA pode ser ajustado para melhorar o desempenho do modelo (NEVES etal., 2021).
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Inicialmente, foram importadas no programa KNIME as planilhas das moléculas
bioativas e a dos PNs. Foi realizado a classificacdo das moléculas por meio do algoritmo FA.
Posteriormente foram particionadas as moléculas bioativas, onde 80% delas foram para um
conjunto de treino, e 20% delas foram para um conjunto de teste. Logo, 0S compostos que
apresentam atividades desconhecidas foram classificados pelo algoritmo do modelo, se
baseando na similaridade com as moléculas bioativas, por meio dos descritores moleculares.
Com isso, acredita-se que os compostos com os valores de descritores moleculares parecidos
com os valores das moléculas bioativas possivelmente apresentam atividade similar
(GRISONI; CONSONNI; TODESCHINI, 2018).

Cada modelo desenvolvido nesse trabalho gerou parametros estatisticos que
determinaram a confiabilidade do modelo. Nos quais foram: a sensibilidade (SE), que mede a
capacidade de um modelo em identificar corretamente o0s verdadeiros positivos; a
especificidade (SP), que avalia a proporcdo do modelo em identificar corretamente verdadeiros
negativos; a precisdo (PR), capacidade do modelo de classificar corretamente as moléculas
preditas como ativa; e acuracia (AC), que representa a proximidade da medicao com a verdade.
O modelo calculou esses pardmetros por meio de expressdes matematicas, onde VP indica
verdadeiro positivo, FN indica falso negativo, VN indica verdadeiro negativo e FP indica falso
positivo (CAVALCANTI, 2018; WANG, S. et al.,, 2020). Através dos resultados dos
parametros de SE da equacdo 1, SP da equacao 2, AC da equacdo 3 e PR da equacéo 4 para
cada modelo, considerou-se valores > 0,7 para uma confiabilidade da predi¢do. Outro
parametro utilizado foi coeficiente de correlacdo de Matthews (MCC - Matthews Correlation
Coefficient) da equacgdo 5, este faz uma avaliacdo geral da matriz de confusdo. O MCC é uma
medida estatistica de confiabilidade que demonstra um valor alto somente se a predicdo obtiver
Otimos resultados em todas as categorias da matriz de confusédo (VP, FN, VN e FP)(CHICCO;
JURMAN, 2020). Nesta pesquisa, 0 modelo foi considerado adequado quando o MCC exibiu
um valor > 0,5.

Equacdo 1- SE, Equagéo 2- SP, Equacdo 3- AC, Equacéo 4- PR, Equacdo 5- MCC

D SE= Trr vy
@SP=N+Fp)
(3) AC = (VP + VN)

" (VP+VN+FP +FN)
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(4) PR :m

(5) MCC = (VP x VN) - (FP x FN)
~J(VP+FP) x (VP + FN) x (VN + FP) x (VN + FN)

Também foi observado a curva ROC (Receiver Operating Characteristic), utilizada para
avaliar o desempenho do modelo e identificar o equilibrio entre as taxas de acerto e as taxas de
erro dos classificadores, representando a taxa de verdadeiros positivos e a taxa de falsos
positivos. Modelos proximos ao eixo Y sdo considerados conservadores, indicando poucos
erros de falsos positivos (FELIX, 2020). Neste estudo, o modelo foi considerado adequado
quando os valores da curva ROC do conjunto de dados teste e da validagdo cruzada indicaram
valores entre 0,7 e 1. Apds identificacdo dos compostos com resultados satisfatorios nos

modelos, foi verificado os seus riscos de citotoxicidade.
4.5 Verificacdo dos riscos de citotoxicidade e das violagdes a regra dos cinco de Lipinski

Durante o aprimoramento de drogas por meio de modificacdes quimicas, as
propriedades fisico-quimicas podem sofrer alteracdes significativas, resultando em um perfil
farmacocinético indesejado e incompatibilidade com a administracdo oral. Lipinski e sua
equipe conduziram um estudo abrangente com mais de 2000 farmacos, identificando
propriedades fisicos quimicas importantes para a solubilidade em agua e permeabilidade
intestinal, fundamentais para a eficacia oral. Os resultados desse estudo levaram a criacdo da
“regra dos cinco de Lipinski" (SANTOS, V. L. D. A.; GONSALVES; ARAUJO, 2018). A
regra dos cinco de Lipinski cumpre quatros requisitos: coeficiente de particdo octanol/agua
calculado (clog P) < 5, peso molecular < 500 daltons, numero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio (soma de atomos de O ¢ N) < 10 e nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio
(soma de grupos OH ¢ NH) <5 (BRITO, 2011; WALTERS, 2012). Neste estudo, foi utilizado
0 programa OSIRIS DataWarrior 5.2.1 para calcular esses parametros e analisar se 0s
compostos possuem um perfil adequado para absorcdo oral. Depois de verificar as violagdes a
regra dos cinco de Lipinski, a analise dos riscos de citotoxicidade dos PNs foi realizada.

A avaliacdo do risco de citoxicidade € crucial para prever os possiveis efeitos colaterais
de compostos que possuem um potencial para o desenvolvimento de farmacos. Isso auxilia na

tomada de decisGes durante o processo de descoberta de drogas. No estudo, foram utilizados
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parametros de risco de toxicidade, como mutagenicidade, carcinogenicidade, efeitos irritantes
na pele e efeito toxico no sistema reprodutor para analisar os riscos de citotoxicidade dos PNs.
Essas propriedades foram analisadas pelo programa gratuito OSIRIS DataWarrior 5.2.1
(http://www.openmolecules.org/datawarrior) (SIDDIQUI et al., 2022).

Foi utilizado o programa MetaSite 6.0.1 para prever os metabdlitos dos diterpenos
abietanos e dos controles do fotoenvelhecimento através da interacdo com uma enzima do
citocromo P450 que estd envolvida no metabolismo de fase 1 (T’JOLLYN et al., 2011). A
superfamilia das enzimas citocromo P450 € crucial na transformac&o de substancias lipofilicas
em compostos mais polares, facilitando a excrecdo renal e afetando o perfil farmacocinético
de medicamentos. Além disso, as enzimas citocromo P450 desempenham um papel
significativo em interacbes medicamentosas e questBes de toxicidade relacionadas ao
metabolismo. Entre as enzimas citocromo P450, a CYP2D6 é fundamental no metabolismo
hepético de drogas. O Metasite 6.0.1 tem a capacidade de prever os sitios especificos da
estrutura molecular mais provavel de acontecer o metabolismo do citocromo P450, fator
essencial no desenvolvimento de medicamentos para otimizar a eficacia e minimizar problemas
de toxicidade. Neste estudo a enzima do figado selecionada no programa para estimar 0s
metabolitos foi a CYP2D6 (LIU, R. et al., 2012). Os metabdlitos dos diterpenos abietanos e
dos controles com probabilidades > 50% e massa molecular > 100 g/mol foram selecionados

para analise de citotoxicidade no OSIRIS DataWarrior 5.2.1.

4.7 Anédlise dos Componentes Principais por Consenso e Analise dos Componentes

Principais

O programa Volsurf+ foi utilizado para realizar a Analise dos Componentes Principais
por Consenso (CPCA, Consensus Principal Component Analysis) e a Analise dos Componentes
Principais (PCA, Principal Component Analysis) (CRIVORI et al., 2004). CPCA e PCA séo
ferramentas quimiométricas utilizadas para extrair e interpretar informacdes a partir de qualquer
descricdo multivariada de um sistema biologico. A CPCA foi utilizada nesse estudo para
identificar os blocos de descritores que mais contribuiram para o modelo desenvolvido no
programa, incluindo blocos de descritores hidrofobicos, hidrofilicos, de solubilidade, entre
outros. O PCA condensa as informacdes em dois graficos, o grafico que representa as moléculas
em estudo e um grafico que representa os descritores moleculares que mais caracterizam essas
moléculas (FERNANDES, 2012; MAIA, M. S. et al., 2020).
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Para desenvolver o modelo da CPCA, o arquivo SDF contendo os diterpenos abietanos
foi importado no programa. Logo, foi construido o modelo utilizando 128 descritores agrupados
em 13 blocos. O programa Volsurf+ indicou os dois blocos que mais contribuiram para o
componente principal (PC) 1 e PC 2 que foram selecionados para a PCA. O modelo da CPCA
foi considerado adequado quando PC1 e PC2 explicaram em conjunto mais do que 60% da
variancia total dos dados. Em seguida utilizou-se os dois blocos provenientes da CPCA para
construir o modelo da PCA, obtendo-se os graficos das moléculas e dos descritores moleculares.
As propriedades desse modelo também foram observadas e ele foi aceito quando PC1 e PC2
explicaram em conjunto mais do que 60% da variancia total dos dados (SCOTTI et al., 2012).

O programa Volsurf+ utiliza quatro sondas para interagir com os atomos das moléculas:
sonda hidrofdébica (DRY), sonda de agua (H-0), sonda de nitrogénio de amida (N1) e sonda de
oxigénio de carbonila (O). A interacdo dessas sondas com as moléculas permite a geracdo de
campos de interagdo moleculares em 3D, que podem ser visualizados no programa
(SALAHINEJAD; GHASEMI, 2014). Dessa forma, foram obtidas imagens dos campos de
interacdo molecular dos diterpenos abietanos interagindo com as sondas para observar as
regides hidrofobicas e hidrofilicas em suas estruturas como também as possiveis interagdes com

as sondas. Logo em seguida, foram realizados os procedimentos de docking molecular.

4.8 Docking molecular

Foi utilizado o programa Molegro Virtual Docker (MVD) para ancoragem dos
diterpenos abietanos e dos controles com a MMP-1 e MMP-12. Este programa prever a ligagdo
de uma molécula no sitio do alvo, executando operacgdes de docking de forma rapida e flexivel
(BASUKI; MAULANASARI; ASTUTI, 2017). Para a realizacdo das analises de docking, foi
necessario obter as estruturas da MMP-1(PDB ID: 2TCL) e da MMP-12(PDB ID: 3F17) do site
Protein Data Bank (PDB, www.rcsh.org). As estruturas escolhidas foram provenientes da
técnica de difracdo de raios x, além de que elas indicaram valores de resolucdo, onde a MMP-
1foi 2.20 A, e a MMP-12 foi 1.10 A.

A MMP-1 estava acoplada com o inibidor [[1-[n-hydroxy-acetamidyl]-3-methyl-butyl]-
carbonyl-leucinyl]-alanine ethyl ester (RO4) (BORKAKOTI et al., 1994), enquanto a MMP-
12 estava acoplada ao inibidor N-oxidanyl-2-[(4-phenylphenyl)sulfonylamino]ethanamide
(HS4) (BERTINI et al., 2007). O objetivo de utilizar esses inibidores foi para estabelecer o sitio

das enzimas, como também atuar como controles.
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Foram utilizados dois inibidores ndo especificos de MMPs, 1,10-fenantrolina e N-
Isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl) glycyl hydroxamic acid (NNGH) como controles para
analise de docking com MMP-1 e MMP-12 (LIM; KIM, 2007). Os controles selecionados para
essa andlise foram obtidos no banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).
No qual, foi possivel conseguir as estruturas em 3D dos controles em um arquivo SDF.
Posteriormente foi utilizado o programa Standardizer 20.19.0 para gerar um arquivo SDF
contendo os controles e os diterpenos abietanos padronizados para a analise do docking
molecular (AZMI et al., 2021). O docking molecular consiste na afinidade de ligag&o entre um
ligante e um alvo. Com isso, € possivel prever a energia de ligag&o, interacdo, e caracterizar 0s
modos de ligacdo. Os valores que apresenta uma energia de ligacdo baixa sdo os melhores,
indicando que a ancoragem do ligante-alvo possui alta estabilidade, e assim o ligante possui
uma alta afinidade com o alvo (SILVA, R. et al., 2023).

Para iniciar as andlises de docking, os alvos e os ligantes foram importados no MVD.
Cada alvo foi preparado, e removido as moléculas de agua e cofatores. Logo depois, foi iniciada
a ancoragem dos ligantes com os alvos e verificados os valores de ligacdo. Para validar a
ancoragem molecular foi feito o redocking, uma anélise que utiliza o ligante acoplado no alvo
para verificar o desvio quadratico médio (RMSD - Root Mean Square Deviation). O RMSD é
um parametro importante, e é calculado entre a conformacdo do ligante co-cristalizado e a
conformacdo desse ligante apds o docking. As andlises de ancoragem molecular sdo
consideradas confiaveis ao obter valores de RMSD < 2 A, demonstrando que os modos de
ligacdo e os sitios de encaixe do ligante foram precisos e adequados (FIRDAYANI et al., 2018;
MISHRA; SHARMA, 2016). Nesta pesquisa, foi utilizado o programa Biovia Discovery Studio
Visualizer 19.1.0.18287 para gerar figuras em 3D e em 2D das interac¢des dos ligantes com o0s
residuos de aminoéacidos dos alvos (BAROROH, S.SI., M.BIOTEK. et al., 2023). Com isso, foi
possivel verificar quais eram os residuos de aminoacidos em comum entre os diterpenos
abietanos e os controles, além de que as interagcfes dos diterpenos abietanos com os residuos

dos sitios ativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Modelos de QSAR

Os parametros estatisticos que avaliaram a confiabilidade de todos os modelos
elaborados no KNIME foram: sensibilidade, especificidade, acuracia, precisdo, MCC e da
curva ROC. O desempenho de cada modelo é apresentado na Tabela 1 e na Tabela 2, exibindo
os resultados dos parametros avaliados.

Conforme a (Tabela 1), os valores dos parametros foram de: 0,80 a 0,95 para
sensibilidade; 0,72 a 0,85 para especificidade; 0,77 a 0,86 para a acuracia; 0,75 a 0,86 para a
precisdo; e 0,56 a 0,72 para 0 MCC. Na Tabela 2, os valores dos parametros foram de: 0,79 a
0,95 para sensibilidade; 0,68 a 0,82 para especificidade; 0,75 a 0,83 para a acurécia; 0,71 a
0,82 para a precisdo; e para 0 MCC de 0,52 a 0,69. Verificou-se que os parametros de
sensibilidade, especificidade, acuracia e precisdo foram aproximados de 0,7 ou maiores,
enguanto que o MCC apresentou valores > 0,5. Com isso, acredita-se que os modelos gerados
sdo robustos e tiveram 6timos resultados (KONG; YAN, 2017).

Tabela 1. Pardmetros estatisticos obtidos nos modelos de descritores Dragon.

Modelo Validagéo Sensibilidade  Especificidade  Acuracia Precisdo MCC
MMP-1 Teste 0,87 0,72 0,79 0,75 0,60
Cruzada 0,80 0,75 0,77 0,75 0,56
MMP-3 Teste 0,84 0,84 0,84 0,84 0,68
Cruzada 0,84 0,81 0,83 0,82 0,66
MMP-9 Teste 0,86 0,85 0,86 0,86 0,72
Cruzada 0,85 0,78 0,82 0,80 0,64
MMP-12 Teste 0,95 0,73 0,84 0,78 0,71
Cruzada 0,87 0,73 0,80 0,76 0,61

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 2. Parametros estatisticos obtidos nos modelos de descritores Volsurf.

Modelo Validacao Sensibilidade  Especificidade  Acuracia Precisdo MCC
MMP-1 Teste 0,83 0,68 0,75 0,71 0,52
Cruzada 0,81 0,72 0,77 0,74 0,54
MMP-3 Teste 0,82 0,82 0,82 0,82 0,64
Cruzada 0,82 0,76 0,79 0,77 0,59
MMP-9 Teste 0,85 0,80 0,83 0,81 0,66
Cruzada 0,79 0,73 0,76 0,74 0,53
MMP-12 Teste 0,95 0,71 0,83 0,77 0,69
Cruzada 0,83 0,72 0,78 0,75 0,56

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 7. Curvas ROC dos modelos de descritores Dragon. A) Conjunto de teste de MMP-1; B) Validacdo
cruzada de MMP-1; C) Conjunto de teste de MMP-3; D) Validacdo cruzada de MMP-3; E) Conjunto de teste de
MMP-9; F) Validagdo cruzada de MM-9; G) Conjunto de teste de MMP-12; H) Validagdo cruzada de MMP-12.
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Figura 8. Curvas ROC dos modelos de descritores Volsurf. A) Conjunto de teste de MMP-1; B) Validagdo cruzada
de MMP-1; C) Conjunto de teste de MMP-3; D) Validag&o cruzada de MMP-3; E) Conjunto de teste de MMP-9;
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Através dos graficos da curva ROC também foi possivel analisar os modelos. De acordo
com a Figura 7, os resultados da curva ROC indicaram valores > 0,85 para 0 modelo de MMP-
1, valores >0,90 para MMP-3, valores >0,89 para MMP-9, e valores >0,88 para MMP-12. Na
Figura 8, os resultados da curva ROC nos modelos foram: valores >0,83 para MMP-1, valores
>0,87 para MMP-3, valores > 0,85 para MMP-9 e valores > 0,86 para MMP-12. Um modelo é
considerado perfeito quando o valor da curva ROC ¢ 1. Portanto, diante desses resultados, é
possivel que o modelo classificou corretamente as moléculas, pois obteve-se valores acima de
0,83, préximo a 1 (KONG; YAN, 2017). Sendo assim, os compostos preditos como ativos por
meio dos modelos podem ter uma atividade contra os alvos do fotoenvelhecimento.

Assim, iniciou-se a triagem virtual das 1630 moléculas obtidas do site SistematX. Onde
foi selecionado as moléculas preditas como ativas e que estavam dentro do dominio de
aplicabilidade (compostos que tiveram similaridades estruturais com as moléculas bioativas
dos modelos). Apoés a verificagdo desses parametros, foi realizado o consenso nos resultados
dos modelos que utilizaram os descritores do Dragon e do Volsurf. Apo6s a analise do consenso,
observou-se que nenhuma molécula do modelo de MMP-3 apresentou % ATV de consenso >
50%. Somente os modelos de MMP-1, MMP-9 e MMP-12 indicaram moléculas com % ATV
de consenso > 50% (Tabela 3).

Tabela 3. Dados das moléculas com probabilidade de atividade de consenso > 50% que fazem parte do dominio
de aplicabilidade dos modelos.

Modelo Total Dominio % ATV de consenso
MMP-1 45 Confiavel 52% a 82%
MMP-9 2 Confiavel 51% a 59%
MMP-12 28 Confiavel 50% a 63%

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Verificacdo dos riscos de citotoxicidade e das violacdes a regra dos cinco de Lipinski

Apbs selecionar as moléculas que apresentaram % ATV de consenso > 50%, foi
realizada a andlise dos riscos de citotoxicidade no OSIRIS DataWarrior. Como resultado, as
duas moléculas contra MMP-9 tiveram riscos de citotoxicidade, sendo assim elas foram
eliminadas da triagem virtual. Das 45 moléculas do modelo de MMP-1, 31 moléculas ndo

exibiram riscos de citoxicidade, enquanto que das 28 moléculas do modelo de MMP-12, 25
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ndo demonstraram riscos. Dessas moléculas que ndo demonstram riscos de citotoxicidade,
selecionou-se aquelas que nao apresentam violacGes a regra dos cinco de Lipinski e que
exibiram uma possivel atividade multialvo contra MMP-1 e MMP-12. Assim, obteve-se as
moléculas JS781, JS887, JS1233, JS1241, JS1352 e JS1513 (Figura 9). Os nomes e classes
dessas moléculas sdo informados no Quadro 4 e o resultado dos seus riscos de citotoxicidade

pode ser visualizado na Tabela 4.

Figura 9. Estruturas quimicas dos diterpenos abietanos selecionados nas analises.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 4. Nome e classe de JS781, JS887, JS1233, JS1241, JS1352 e JS1513.

ID Nome Classe

JS781 (1R,8S)-3,4-dihidroxi-5-(1- Diterpeno abietano
hidroxipropan-2-il)-8-metoxi-11,11-
dimetil-16-

oxatetraciclo[7.5.2.01,1°.02,"hexadeca-
2,4,6-trien-15-ona

JS887 (1R,8S,10S)-3,4,8-trihidroxi-5-[(2R)- Diterpeno abietano
1-hidroxipropan-2-il]-11,11-dimetil-

16-oxatetraciclo
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[7.5.2.0%,°,0%,"]hexadeca-2,4,6-trien-

15-ona

JS1233

2-[7-
4b,8,
4b,5,6,7,8,8a,9,10-octahidrofenantren -
2-il]-

(acetiloxi)-1,3,4-trihidroxi-
8-trimetil-9,10-dioxo-

3-acetato de hidroxipropila

Diterpeno abietano

JS1241

(1R,10S)-3,4-dihidroxi-11,11-dimetil-
5-(propan-2-il)-16-
oxatetraciclo[6.6.2.0','°.0%,"]hexadeca-
2(7),3,5-trieno-9,15-diona

Diterpeno abietano

JS1352

(4aR,10aS)-7-[1-(acetiloxi)propan-2-
il]-5,6-dihidroxi-1,1-dimetil-
1,2,3,4,4a,9,10,10a-
octahidrofenantreno-4a-acido

carboxilico

Diterpeno abietano

JS1513

(3S,4aS,10R,10aS)-6,10-dihidroxi-
1,1,4a-trimetil-9-oxo-7-(propan-2-il)-
1,2,3,4,4a,9,10,10a-
octahidrofenantren-3-il acetato

Diterpeno abietano

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 4. Riscos de citotoxicidade das moléculas JS781, JS887, JS1233, JS1241, JS1352 e JS1513.

ID Mutagenicidade  Carcinogenicidade Irritacdo na pele Efeito tdxico no sistema
reprodutor
JS781 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
JS887 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
JS1233  Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
JS1241  Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
JS1352  Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
JS1513  Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 5, os valores de % ATV de consenso variaram de 54% a 68%, na qual JS781
exibiu a maior probabilidade (68%), seguida de JS1352 (61%), JS1233 (59%), JS1513 (56%),
JS887 (55%) e JS124 (54%).
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Tabela 5. Anélise por consenso de modelos de MMP-1 de descritores Dragon e Volsurf.

Moléculas Dominio %ATYV Dragon % ATV Volsurf % ATV  de
€oNsenso
JS781 Confiavel 55% 82% 68%
JsS887 Confiavel 50% 61% 55%
JS1233 Confiavel 56% 63% 59%
JS1241 Confiavel 51% 58% 54%
JS1352 Confiavel 59% 64% 61%
JS1513 Confiavel 55% 58% 56%

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 6, os valores de % ATV de consenso variaram de 53% a 63%, na qual JS1352
obteve a maior probabilidade (63%), seguida de JS1233 (59%), JS1513 (58%), JS781 (57%),

JS1241 (55%) e JS887 (53%).

Tabela 6. Analise por consenso de modelos de MMP-12 de descritores Dragon e Volsurf.

Moléculas Dominio %ATV Dragon % ATV Volsurf % ATV de
consenso
JS781 Confiavel 52% 63% 57%
JS887 Confiavel 53% 54% 53%
JS1233 Confiavel 54% 65% 59%
JS1241 Confiavel 56% 54% 55%
JS1352 Confiavel 56% 71% 63%
JS1513 Confiavel 50% 66% 58%

Fonte: Elaborada pela autora.

Os riscos de citotoxicidade também foram verificados para os controles e 0s

metabolitos dos diterpenos abietanos. Na Tabela 7, observou-se que a interacao dos diterpenos

abietanos com CYD2D6 resultou em diversos metabolitos com probabilidades de 100% e 71%.

A maioria deles ndo tiveram riscos de citotoxicidade, porém o M3 obteve baixo risco de

mutagenicidade, M6 possuiu baixo risco de efeito toxico no sistema reprodutor e 0 M8

apresentou baixo risco de efeito irritante na pele. Contudo, no Quadro 5, a 1,10-fenantrolina

apresentou alto risco de mutagenicidade e de causar efeito toxico no sistema reprodutor.

Observou-se que a interagcdo de JS781 com CYP2D6 in silico gerou o diterpeno abietano

JS887. Logo, JS781 se torna uma molécula promissora por ndo apresentar riscos de

citotoxicidade, e gerar um metabdlito também isento de riscos e possivelmente ativo. Dessa
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forma, acredita-se que os diterpenos abietanos e seus provaveis metabdlitos (Figura 10 e Figura

11) tiveram resultados satisfatorios na analise dos riscos de citotoxicidade.

Tabela 7. Riscos de citotoxicidade e probabilidades dos metabdlitos dos diterpenos abietanos gerados pelo

MSetj?)ssl:?éto da Metabolito Classificacdo por Riscos de citotoxicidade dos metabdlitos
CYP2D6 probabilidade
JS781 JS887 100% Nenhum
JS887 M1 100% Nenhum
M2 100% Nenhum
JS1233 M3 100% Baixo risco de mutagenicidade
M4 100% Nenhum
M5 100% Nenhum
JS1241 M6 100% Baixo risco de efeito toxico no sistema
reprodutor
M7 100% Nenhum
JS1352 M8 100% Baixo risco de efeito irritante na pele
M9 100% Nenhum
M10 100% Nenhum
JS1513 M11 100% Nenhum
M12 100% Nenhum
M13 100% Nenhum
M14 71% Nenhum
M15 71% Nenhum

Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 5. Riscos de citotoxicidade dos controles.

Controle Mutagenicidade | Carcinogenicidade | Irritacdo Efeito téxico no sistema
na pele reprodutor

1,10- Alto risco Nenhum Nenhum Alto risco

Fenantrolina

NNGH Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10. Metabolitos preditos através da interacdo dos diterpenos abietanos com CYP2D6.
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Figura 11. Metabolitos preditos através da interacdo dos diterpenos abietanos com CYP2D6.
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o

Algumas propriedades dos diterpenos abietanos foram calculadas para analisar sua

solubilidade, tamanho e grupos doadores e aceptores de hidrogénio, dessa forma foi possivel

identificar a quantidade de violages a regra dos cinco de Lipinski (Tabela 8). Observou-se que

os diterpenos abietanos possuem peso molecular <500 g/mol, sugerindo que sdo moléculas

pequenas que podem atravessar com mais facilidade as membranas bioldgicas. Eles obtiveram

valores de cLogP <5, um parametro que representa a quantidade de espécies ndo ionizadas

distribuidas em um sistema octanol/agua. Entende-se que a molécula é mais lipofilica quando

0 cLogP exibir um valor positivo ou mais hidrofilica quando o valor for negativo (CIMATTI,

2013). Assim, todos os diterpenos estudados sdo mais lipofilicos.
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Tabela 8. Propriedades calculadas para os diterpenos abietanos e violacdes a regra dos cinco de Lipinski.

ID Peso molecular cLogP Aceptores de Doadores de Violagdes
(g/mol) hidrogénio hidrogénio
JS781 376.447 2.1004 6 3 0
JS887 362.42 1.6725 6 4 0
JS1233 478.492 1.6827 10 4 0
JS1241 344.406 2.7429 5 2 0
JS1352 390.474 3.3055 6 3 0
JS1513 374.475 3.5992 5 2 0

Fonte: Elaborada pela autora.

Todos os diterpenos abietanos exibiram valores de aceptores de hidrogénio (atomos
de oxigénio) < 10, e¢ valores de doadores de hidrogénio (hidroxilas) <5. Dessa forma 0s
diterpenos abietanos cumpriram todos os requisitos da regra dos cinco de Lipinski, possuindo

caracteristicas fisico-quimicas adequadas a biodisponibilidade oral.

5.3 Analise dos Componentes Principais por Consenso e Analise dos Componentes

Principais

Apbs o estudo das violagdes a regra dos cinco de Lipinski, os modelos da CPCA e PCA
foram desenvolvidos no Volsurf+. A partir do modelo da CPCA foi possivel observar os blocos
de descritores com maior peso por meio de um gréafico (Figura 12).

No gréafico da Figura 12, cada bloco de descritores esta distribuido no espago, onde a
posicao dos blocos indica a sua contribuicao para cada componente principal (PC). Blocos mais
distantes da origem do grafico contribuem mais para o PC, enquanto que que os blocos
proximos contribuem menos para o PC. Com isso, 0s blocos mais importantes foram LOGS e
OH2. Na Tabela 9, observa-se que PC1 e PC2 explicaram mais de 61% da variancia total dos
dados usando o bloco LOGS e explicaram mais de 73% da variancia total usando o bloco OH2.
Assim, como esses dois blocos contribuiram mais para o modelo da CPCA, foram utilizados

seus descritores para criar o modelo da PCA.
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Figura 12. Peso dos blocos do modelo da CPCA
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 9. Varidncia explicada atraves dos blocos LOGS e OH2 do modelo da CPCA.

Bloco % da variancia total explicada (PC1 + PC2)
LOGS 61,720
OH2 73,415

Fonte: Elaborada pela autora.

O modelo da PCA foi construido com 34 descritores dos blocos LOGS e OH2, e obteve

6timos resultados, ja que mais de 66% da variancia total dos dados foi explicada por PC1 e PC2
(Tabela 10).

Tabela 10.Variancia explicada pelos componentes 1 e 2 do modelo da PCA.

PC % da variancia total explicada % da variancia total explicada e
acumulada

1 34,228 34,228

2 32,193 66,421

Fonte: Elaborada pela autora.
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Posteriormente foram construidos os graficos que mostram a distribuicdo dos
descritores e das moléculas no espaco (Figura 13). Os significados dos descritores obtidos

foram consultados no manual do Volsurf+ (http://www.moldiscovery.com).

Figura 13. Distribuicdo das moléculas e dos descritores moleculares no modelo da PCA. A) Gréfico das
moléculas; B) Gréfico dos descritores.
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Fonte: Elaborada pela autora.

No gréafico B, nota-se que uma parte dos descritores foi produzida através da sonda H2O:
volumes hidrofilicos (W1 - W8), fatores de capacidade (CW1 - CW8) e momentos de energia
de interacdo referentes a regides hidrofilicas (IW1-1W4). Os descritores de volumes hidrofilicos
descrevem o envelope molecular que interage com as moléculas de agua, enquanto que oS
descritores de fatores de capacidade representam a proporcdo do volume hidrofilico sobre a
superficie molecular total. Com relagdo aos momentos de energia de interacdo referentes a
regides hidrofilicas, quanto maior o momento, mais clara € a separacao entre locais de interacéo
polar e hidrofobica, e quanto menor, mais proximos estdo as por¢des polares do centro da
molécula ou em extremidades opostas da molécula. Notou-se que as moléculas JS1233 e JS887
estdo mais relacionadas com os descritores de CW e W, produzidos pela sonda de H20. Isso
indica que elas tém um carater mais hidrofilico do que os restantes das moléculas que sdo mais
lipofilicas. JS1513 ndo estava relacionada com a sonda de H.O, mostrando que é a molécula
mais lipofilica entre todas.

Os outros descritores caracterizaram a solubilidade: coeficientes de perfil de
solubilidade (LOIgS - L4lgS), que fazem a distincdo de compostos com solubilidade similar,

mas com diferente perfil dependente de pH; solubilidades em varios pH (LgS3 - LgS11), sendo
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o logaritmo de solubilidades calculadas em diversos pH (de 3 a 11). Observou-se que a molécula
JS1352 esta mais relacionada com os descritores de solubilidade. Entdo possivelmente
apresenta um melhor perfil de solubilidade em comparacdo com os outros diterpenos abietanos
estudados.

Depois disso, foram geradas imagens dos diterpenos abietanos interagindo com a sonda
de agua (H:0), sonda hidrofobica (DRY), sonda aceptora de ligacdo de hidrogénio (O de
carbonila) e sonda doadora de ligacao de hidrogénio (NH) (Figura 14).

Os campos de interagdo molecular indicaram que os diterpenos abietanos exibiram
regides hidrofilicas (em azul-claro) como também regies hidrofébicas (em verde) em suas
superficies moleculares. Observa-se que ocorreu diversas interacBes entre os diterpenos
abietanos e a sonda NH (em azul-escuro) devido a quantidade elevada de 4&tomos de oxigénio
em suas estruturas (de 5 a 10), gerando grandes campos de interacdo molecular que sugerem as
regibes dos diterpenos abietanos que podem aceitar ligagbes de hidrogénio. Os campos
resultantes das interacdes dos diterpenos com a sonda O de carbonila (em vermelho) foram

menores, pois estes possuiam de 2 a 4 hidroxilas capazes de doar ligacdes de hidrogénio.
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Figura 14. Campos de interacdo molecular dos diterpenos abietanos interagindo com as sondas DRY (verde), H,O
(azul-claro), O de carbonila (vermelho), e NH (azul-escuro). A) JS781; B) JS887; C) JS1233; D) JS1241; E)
JS1352; F) JS1513. Niveis de energia de -1 kcal/mol (DRY) e -3 kcal/mol (H.O, NH e O).

Fonte: Elaborada pela autora.




5.5 Docking molecular

Apos obter os resultados do Volsurf+, os diterpenos abietanos foram submetidos ao
estudo da ancoragem molecular para investigar sua afinidade e as interagdes com os alvos. Os
diterpenos abietanos demonstraram atividade multialvo frente a MMP-1 e a MMP-12 no estudo
de QSAR, dessa forma esses alvos foram escolhidos para realizar a ancoragem com as
moléculas em estudo.

O docking molecular foi validado através da realizagdo do redocking, obtendo-se 0s
seguintes valores de RMSD: 0,311637 A na ancoragem com MMP-1, e 0,266815 A na
ancoragem com MMP-12. Assim, como os valores de RMSD foram menores que 2 A, entende-
se que 0 programa conseguiu encaixar o inibidor PDB corretamente na posi¢cdo original,
demonstrando que o programa é uma ferramenta adequada e seu resultado é confiavel.

Na Tabela 11, observa-se que todas as moléculas tiveram valores de energia de ligacao
mais baixas (-68,0385 kcal/mol a -120,083 kcal/mol) em comparagdo com o inibidor 1,10-
fenantrolina (-60,1553 kcal/mol). Somente a JS1513 apresentou um valor menor de energia de
ligacdo (-120,083 kcal/mol) em comparacdo com o inibidor NNGH (-118,398 kcal/mol).

Tabela 11. Valores das energias de ligacdo das moléculas e dos controles com a MMP-1.

Molécula Energia de ligacdo (kcal/mol)
JS781 -72,4405
JsS887 -68,0385
JS1233 -93,6818
JS1241 -74,7381
JS1352 -95,1539
JS1513 -120,083
RO4 -164,227
1,10-fenantrolina -60,1553
NNGH -118,398

Fonte: Elaborada pela autora.

No que diz respeito as interagdes dos diterpenos abietanos e dos controles com 0s
residuos de aminoacidos de MMP-1 (Tabela 12), observou-se que todos os diterpenos
abietanos, exceto 0 JS1241, fizeram interagdes hidrofébicas com o residuo Leu81 da mesma
maneira que os controles. Também verificou-se que JS1233, JS1241, JS1352, JS1513 e todos
os trés controles formaram interacdes hidrofobicas com o residuo His118. Com relacdo as

moléculas que fizeram ligacdes de hidrogénio com o mesmo residuo, notou-se que JS781,
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JS887, JS1513 e todos os controles de MMP-1 formaram ligacGes de hidrogénio com Tyr140
(Figura 15,Figura 16Figura 17). Ainda JS781, JS887, JS1241, JS1352 e os inibidores RO4 e
NNGH interagiram Ala82 por meio de ligacdes de hidrogénio. Além disso, JS781, JS887,
JS1233 e RO4 fizeram ligagdes de hidrogénio com o residuo Serl139. Como os diterpenos
abietanos e os controles fizeram interagdes semelhantes com os residuos de aminoécidos do

MMP-1, acredita-se que isso aumenta a probabilidade dos diterpenos abietanos possuirem

atividade contra o alvo, sendo moléculas promissoras.

Tabela 12. Intera¢des dos diterpenos abietanos e dos controles com MMP-1,

Molécula Interacoes
Tipos Residuos de aminoécidos
JS781 Hidrogénio Serl139, Tyr140, Ala82, Glul19
Hidrofdbica Try110, Leu8l
Van der Waals Gly78, Vall15, His128, His83, His118, His122, Pro138,
Gly79.
Estérica -
Eletrostética -
JS887 Hidrogénio Ser139, Tyr140, Glu119, Ala82, Asn80
Hidrofdbica Leusl
Van der Waals Vall15, His128, His83, His118, His122, Pro138, Gly79,
Gly78, Tyr110
Estérica -
Eletrostética -
JS1233 Hidrogénio Tyr110, Ser139, His122
Hidrofdbica Leu8l, His118
Van der Waals Asn80, Gly79, Gly78, Pro138, Vall1l5, Glul19, Tyr137,
His83, Ala82, Ala84, His128
Estérica Tyrl40
Eletrostatica -
JS1241 Hidrogénio Ala82, Asn80
Hidrofdbica His128, His118
Van der Waals Valll5, Leu8l, Ser139, Tyr140, Gly79, Pro138, His122,
His83, Tyrl137, Glu119
Estérica His118
Eletrostatica -
JS1352 Hidrogénio Gly79, Ala82
Hidrofdbica Vall15, His118, Leu81, Tyr110, Tyr140
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Van der Waals

Gly78, Serl139, Pro138, Asn80, Glul119, His128, His122,
His83, Glu109

Estérica Tyrl40
Eletrostatica -
JS1513 Hidrogénio Vall15, Tyr140, Asn80
Hidrofdbica Leu81, Prol38, His128, His118
Van der Waals Tyrl37, Thrl4l, Ser139, Gly79, Tyr110, Ala82, His83,
Glul19, Leul35, Argl14
Estérica -
Eletrostética -
RO4 Hidrogénio Gly79, Leu81, Asn80, His118, Ala82, Glul19, His122,
His128, Pro138, Ser139, Tyr140
Hidrofdbica Tyr110, Leu8l, His118

Van der Waals
Estérica

Eletrostatica

Argl14, Gly78, Vall15, Tyr137, His83, Alag4
Glu119

1,10-fenantrolina

Hidrogénio
Hidrofébica
Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

Tyr140
Leu81, His118

Gly79, Asn80, Pro138, Ala82, Glul119, Vall15, Argl14,
Ser139

NNGH

Hidrogénio

Hidrofébica
Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

Leu81, Asn80, Tyr140, Prol138, Ala82, Glul119, His128,
His118

Valll5, Leu8l, His118

Tyrl37, Serl39, Tyrl10, Gly79, His83, Ala84, His122,
Argli4

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15. InteragBes em 3D e 2D dos diterpenos abietanos com MMP-1. A) JS781; B) JS887; C) JS1233. As
ligacdes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes hidrofdbicas séo destacadas em
rosa, as interacdes de van der Waals em verde e as interagGes estéricas sdo marcadas em vermelho.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 16. Interacbes em 3D e 2D dos diterpenos abietanos com MMP-1. A) JS1241; B) JS1352; C) JS1513. As
ligacOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes hidrofdbicas séo destacadas em
rosa, as interacfes de van der Waals em verde e as interagdes estéricas sdo marcadas em vermelho.

TYR
A:140
LEU  SER
A:81 A:139

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 17. Interacfes em 3D e 2D dos controles com MMP-1. A) RO4; B) 1,10-fenantrolina; C) NNGH. As
ligacOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes hidrofdbicas séo destacadas em
rosa, as interacfes de van de\r Waals em verde e as interacOes estéricas sdo marcadas em vermelho.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 13. Valores das energias de ligacdo das moléculas e dos controles com a MMP-12,

Molécula Energia de ligacdo (kcal/mol)
JS781 -110,205

JsS887 -120,618

JS1233 -154,816

JS1241 -103,348

JS1352 -146,037

JS1513 -118,404

HS4 -141,923

1,10-fenantrolina -82,061

NNGH -121,554

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 13, as moléculas JS1233 e JS1352 apresentaram energia de ligagdo menor
(-154,816 kcal/mol) e (-146,037 kcal/mol) respectivamente, em comparacdao com todos 0s
controles, que tiveram valores de -141,923 kcal/mol (o inibidor PDB HS4), -82,061 kcal/mol
(1,10-fenantrolina) e -121,554 kcal/mol (NNGH). Além disso foi verificado que todas as
moléculas apresentaram energias de ligacdo mais baixas que o inibidor 1,10-fenantrolina (-
82,061 kcal/mol).

No que se refere as interacdes dos diterpenos abietanos e dos controles com os residuos
de aminoéacidos de MMP-12 (Tabela 14), observou-se que todos os diterpenos abietanos e 0s
trés controles realizaram intera¢6es hidrofobicas com os residuos de aminoécido His218 e
Leul81.JS887, JS1352, JS1513 e o controle NNGH também formaram interac6es hidrofdébicas
com Leu214 (Figura 18Figura 19Figura 20). Verificou-se que todos os diterpenos abietanos
fizeram ligacOes de hidrogénio com o residuo Thr239, da mesma maneira que o controle 1,10-
fenantrolina. Ainda, JS781, JS887, JS1241, JS1352 e 1,10-fenantrolina interagiram com o
residuo Phe237 através de ligacBes de hidrogénio. Esses resultados indicam que os diterpenos

abietanos possuem potencial para inibir a MMP-12.
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Tabela 14. Interacdes dos diterpenos abietanos e dos controles com MMP-12.

Molécula Interagdes
Tipos Residuos de aminoécidos
JS781 Hidrogénio Phe237, Thr239, Tyr240, Lys241
Hidrofdbica His218, Thr239, Val235, 11e80, Leul81
Van der Waals His228, Pro238, Val217, Tyr242, Trp203, Thr210,
Glu219, Alal82, Gly179
Estérica Leul81, Thr215, Leu214, His218
Eletrostatica -
JS887 Hidrogénio Tyr240, Thr215, Ala234, Phe237, Thr239
Hidrofdbica Alal82, Leul81, Val235, Leu214, His218, 11e180,
Thr239, His228
Van der Waals His183, Glu219, Trp203, Thr210, Phe248, Lys241,
Met236, Pro238, His222
Estérica Leul81, His218
Eletrostética -
JS1233 Hidrogénio Thr239, Lys241, Val235, Thr215
Hidrofdbica His228, Pro238, His218, Thr239, Leul81, 11e180
Van der Waals Leu214, Tyr242, Val243, Ala234, Pro232, Lys233,
Phe248, Val217, Tyr240, Thr210, Glu219, Alal82,
His183, Gly179
Estérica Phe237, Val235
Eletrostatica -
JS1241 Hidrogénio Thr215, Thr239, Phe237, Tyr240
Hidrofdbica Leul81, Val235, Thr239, His218, His222, His228,
Alal82
Van der Waals 11e180, Glu219, Trp203, Thr210, Val243, Leu214,
Lys241, Ala234, Met236, Pro238, His183
Estérica -
Eletrostatica -
J51352 Hidrogénio Phe237, Thr239, His218, Lys241
Hidrofdbica Thr239, His218, Leu214, Val235, Alal82, 11e180,
Leul81
Van der Waals His228, Pro238, His222, Tyr240, Val243, Phe248,
Val217, Glu219, Thr215, Gly179
Estérica Leul81
Eletrostética -
JS1513 Hidrogénio Tyr240, Thr239, His218, Thr215, Glu219
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Hidrofébica

Van der Waals
Estérica

Eletrostatica

Pro238, His228, Tyr240, Leu214, Val235, His218,
11e180, Leul81

Gy179, Phe237, Lys241, Phe248, Alal82

Leul81

HS4

Hidrogénio
Hidrofébica
Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

11e180, His218, His228, His222, Alal82, Leul81
His218, Tyr240, Thr239, Leul81

Val235, Lys241, Leu214, Pro238, Thr215, Gly179,
Glu219, His183, Phe237

1,10-fenantrolina

Hidrogénio
Hidrofébica
Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

Phe237, Thr239, Pro238

Leul81, His218, Tyr240

Lys241, Val235, Leu214, Thr215, Glu219, Alal82,
11e180

NNGH

Hidrogénio
Hidrofdbica
Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

Leul81, Pro238, His228, Glu219, His218

Leul81, His218, Leu214, Tyr240

Val235, Lys241, Thr215, Thr239, Gly179, 1le180,
Phe237, His222, His183, Alal82

Fonte: Elaborada pela autora.

72



Figura 18. InteracGes em 3D e 2D dos diterpenos abietanos com MMP-12. A) JS781; B) JS887; C) JS1233. As
ligacOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes hidrofdbicas séo destacadas em
rosa, as interacoes de van der Waals em verde e as interacdes estéricas sdo marcadas em vermelho.

A)

TRP
A203
THR
A210
HIS
A183 GLU
ALA A219
A182 ’ ‘
. "
. o p
H
- o
';'sz VAL
A A235
/
HIS
A228

PHE
Af%'. A248

'
0
% s
2
p ¥ i)
ILE THR PRO S % b
A:180 A:239A:238 - - H
s 1 s
‘ \ A281

MET
A:236

PRO
A232
s
A233
PHE
A.Gl.;S A248
ILE
A180 ALA THR
A am gy A215 o
A219
HI THR
klg3 A210

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19. Intera¢des em 3D e 2D dos diterpenos abietanos com MMP-12. A) JS1241; B) JS1352; C) JS1513.

As ligagdes de hidrogénio séo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagfes hidrofdbicas sdo destacadas

em rosa, as interacOes de van der Waals em verde e as interagGes estéricas sdo marcadas em vermelho.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 20. InteragGes em 3D e 2D dos controles com MMP-12. A) HS4; B) 1,10-fenantrolina; C) NNGH. As
ligacOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interag8es hidrofdbicas sdo destacadas em
rosa, as interacOes de van der Waals em verde e as interagdes estéricas sdo marcadas em vermelho.

PHE
LEU A:237 THR
:181 A:239

VAL
A:235
LEU
A214
THR
ILE A:215
A:180
GLU
ALA 5
A:182 A:219
AT?{*S g
, THR o558
A:2397"
Lys a
A241 p GLY
d A:179

LEU PHE <{
A:214 A:237 H
5 g @
A:183 HIS

Fonte: Elaborada pela autora.
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6. CONCLUSAO

A partir das analises in silico desenvolvidas neste trabalho, foi possivel identificar seis

diterpenos abietanos promissores contra os alvos do fotoenvelhecimento: JS781, JS887,
JS1233, JS1241, JS1352 e JS1513. Conforme os resultados das analises, pode-se fazer as

seguintes consideracdes:

No estudo de QSAR, os diterpenos abietanos demonstraram semelhangas
estruturais com as moléculas bioativas utilizadas para criar os modelos e
apresentaram possiveis atividades contra MMP-1 e MMP-12.

Na analise dos riscos de citotoxicidade, os diterpenos abietanos e seus
metabdlitos ndo exibiram riscos de toxicidade, com exce¢do do M3, M6 e M8.
Entretanto, eles demonstraram um menor risco comparado ao inibidor de MMPs
1,10-fenantrolina. Diante disso, os diterpenos abietanos obtiveram bons
resultados na avaliagdo dos riscos de citotoxicidade.

Na verificacdo das violacdes a regra dos cinco de Lipinski, os seis diterpenos
abietanos tiveram peso molecular <500 g/mol, sugerindo que s&o moléculas
pequenas que podem atravessar com mais facilidade as membranas bioldgicas.
Também se observou que todos os diterpenos abietanos sdo mais lipofilicos e
ndo violaram a regra dos cinco de Lipinski, indicando que eles provavelmente
possuem um perfil adequado para absorcéo oral.

Os resultados obtidos no programa Volsurf+ demonstraram que os diterpenos
abietanos possuem regides hidrofobicas e hidrofilicas. JS1352 estava mais
relacionada com os descritores de solubilidade, apresentando um melhor perfil
de solubilidade em comparacdo com os outros diterpenos abietanos estudados.
Também observou-se que os diterpenos abietanos realizaram vérias interaces
com a sonda NH, indicando que eles podem aceitar ligacdes de hidrogénio. Eles
também interagiram com a sonda O de carbonila, sendo capazes de doar
ligacdes de hidrogénio.

Nos procedimentos de docking molecular, todos os diterpenos abietanos
apresentaram valores de energia de ligagdo menores do que a do controle 1,10-
fenantrolina, quando ancorados com MMP-1 e MMP-12. Os diterpenos

abietanos e os controles realizaram interaces similares com alguns residuos de
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aminoacido dos dois alvos, através de ligacdes de hidrogénio ou de interacoes
hidrofobicas.

Diante dos resultados, conclui-se que os seis diterpenos abietanos selecionados
na triagem virtual apresentaram propriedades fisico-quimicas adequadas e
possivelmente exibem atividade contra os alvos do fotoenvelhecimento, MMP-
1 e MMP-12. Logo, sdo necessarios estudos experimentais para testar sua

atividade contra esses alvos.
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