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PREDICAO DO METABOLISMO DO CANDIDATO A FARMACO CINAMALDEIDO:
Uma abordagem in silico

METABOLISM PREDICTION OF DRUG CANDIDATE CINNAMALDEHYDE:
An in silico approach

ftallo Patrick Sousa Amorim®, Edgar Ramos Pestana®, Saulo José Figueiredo Mendes®

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi prever os provaveis sitios de metabolizagdo e 0s
provaveis metabolitos gerados do candidato a farmaco cinamaldeido (CNA) utilizando métodos in
silico. Para isso, foram utilizadas duas plataformas virtuais, SMARTCyp e Metaprint2D-React. O
SMARTCyp é uma plataforma online de previsdo do metabolismo, ele usa algoritmos para fazer a
previsdo de metabolismo, porém estes algoritmos usam a energia de ativacao do Citocromo P450. O
Metaprint2D-React é uma plataforma virtual que usa algoritmos para prever 0s possiveis sitios de
metabolismo de uma molécula. A previsdo € feita a partir das reacdes de fase 1 (oxidagdo e
reducdo) e 2 (conjugacdo). Para o Metaprint2D-React o principal sitio de metabolismo para 0 CNA
foi a posicdo carbono 1, ainda, obteve-se 0s metabdlitos gerados, a reacdo de redugdo gerou o
composto alcool cinnamilico, j& através da hidroxilacdo obteve-se o &cido cinamico. O principal
local de metabolizacdo no SMARTCyp para o0 CNA foi o0 mesmo para o MetaPrint2D-React
(Carbono 1), os locais de média e baixissima chance de metabolizacdo foram divergentes conforme
o tipo de enzima do complexo enzimético do citocromo P450. Os resultados obtidos podem nortear
outros estudos com o CNA, possibilitando a identificacdo de metabdlitos e atuando no
melhoramento quimico a partir de diversas estratégias, como, por exemplo, o docking molecular.
Ressalta-se que estudos in silico sdo de grande importancia quando associados a outros tipos de
estudos na Pesquisa e Desenvolvimento P&D de farmacos.
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ABSTRACT: The aim of the present study was to predict the likely metabolic sites and the likely
metabolites generated by the drug candidate cinnamaldehyde (CNA) using in silico methods. For
this, two virtual platforms, SMARTCyp and Metaprint2D-React, were used. SMARTCyp is an
online platform for predicting metabolism, it uses algorithms to predict metabolism, but these
algorithms use cytochrome P450 activation energy. Metaprint2D-React is a virtual platform that
uses algorithms to predict the possible sites of metabolism of a molecule. The prediction is made
from the reactions of phase 1 (oxidation and reduction) and 2 (conjugation). For the Metaprint2D-
React the main metabolism site for the CNA was the carbon 1 position, the metabolites were also
obtained, the reduction reaction generated the cinnamyl alcohol compound, and through the
hydroxylation cinnamic acid was obtained. The main metabolic site in SMARTCyp for CNA was
the same for MetaPrint2D-React (Carbon 1), medium and very low chance of metabolization were
divergent according to the enzyme type of the cytochrome P450 enzyme complex. The results
obtained can guide other studies with CNA, enabling the identification of metabolites and acting on
chemical improvement from several strategies, such as molecular docking. It should be emphasized
that in silico studies are of great importance when associated with other types of Research and
Development (R&D) studies in drug.
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INTRODUCAO

A pesquisa com animais é realizada desde os primérdios da ciéncia. Muitas drogas foram
descobertas e experimentadas em modelos in vivo para garantir sua efetividade e seguranca.
Acredita-se que esses testes em animais aumentam as chances de identificacdo de drogas
promissoras para justificar a utilizagdo em ensaios clinicos em humanos (KNOP & MARIA, 2016).
Contudo, devido ao longo tempo demandado, consideravel utilizagdo animal e altos custos, levaram
a busca de métodos alternativos, principalmente para a avaliagdo da toxicidade de candidatos a
farmacos utilizando modelos in silico (SANTQOS, 2011).

Hoje, o processo de desenvolvimento de medicamentos se esforga para ndo apenas

otimizar a atividade de um candidato a medicamento, mas também estabelecer uma relacéo entre a
farmacodinamica e a farmacocinética do farmaco (RYDBERG et al., 2010).
Entende-se por modelos in silico (expressao usada com o significado de “executado em
computador”) métodos computacionais que visam a otimiza¢ao de moléculas com maior potencial
de desenvolvimento. Estes modelos devem ser integrados com os estudos in vitro e in vivo com o
intuito de maximizar as chances de sucesso do candidato a farmaco (VAVOUGIOS et al., 2017).

A toxicologia computacional, um tipo de estratégia in silico, vem ganhando grande
destaque na Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de farmacos, realizados com o auxilio de métodos
computacionais e matematicos para a predi¢do de efeitos adversos e para o melhor entendimento
do(s) mecanismo(s) através do(s) qual(is) uma determinada substancia provoca o dano (PAPA,
2017). A aplicacdo da toxicologia computacional encaixa-se a necessidade da inddstria
farmacéutica de possuir como vantagem a reducdo de custos e tempo em relacdo aos modelos
experimentais, além da capacidade de processamento de grande quantidade de dados
(TOROPOVA, 2017).

Neste contexto, as propriedades farmacocinéticas desempenham um papel muito
importante, cerca de 80% das moléculas presentes no inicio das pesquisas ndo alcangcam os estudos
clinicos, onde 50% das mesmas tem o insucesso explicado pelas propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas (PEREIRA, 2007; MODA, 2011). Estudos com as propriedades farmacocinéticas
ainda nos estagios inicias das pesquisas e que utilizam a toxicologia computacional leva a
eliminacdo de candidatos ndo promissores ou pode-se realizar modificagfes moleculares para
melhorar estas propriedades, sendo este processo facilitado e otimizado quando se usa modelos in
silico (RAYBURN et al., 2017).
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Uma classe de inegavel importancia sdo os anti-inflamatorios, estes compdem o grupo dos
medicamentos mais amplamente utilizados por adultos e criangas, com ou sem prescricdo medica
(PROLUNGATTI et al., 2014). Atualmente, varios candidatos a farmacos anti-inflamatérios tém
sido estudados, pela comprovacdo da sua eficicia e toxicidade. O Cinamaldeido (CNA) € o
composto majoritario da casca da canela (45% ~ 65%) (CHENG, 1983). O receptor TRPAL foi
identificado na Ultima década como o alvo farmacoldgico do CNA no organismo, sendo o CNA
hoje considerado como um agonista exdgeno para este receptor (BANDELL et al., 2004). Nas
ultimas décadas, as evidéncias de estudos in vitro e in vivo atribuiram a¢Ges imunomoduladoras
para 0 CNA. Recentemente, Mendes, 2016, mostrou que o0 CNA protege contra a sindrome da
resposta inflamatoria sistémica induzida por LPS por mecanismos dependentes e independentes da
ativacdo do TRPAL1 (MENDES et al., 2016).
Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo prever os provaveis sitios de metabolizacao e
0s provaveis metabdlitos gerados do candidato a farmaco CNA utilizando métodos in silico.

METODOLOGIA

Predicdo do metabolismo utilizando o software SMARTCyp

O SMARTCyp ¢é uma plataforma online de previsdo do metabolismo, ele usa algoritmos
para fazer a previsdo de metabolismo, porém estes algoritmos usam a energia de ativacdo do
Citocromo P450 necessaria para reagir com uma molécula, que é calculada pela teoria funcional da
densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory). O candidato a farmaco foi submetido ao
software  SMARTCyp, disponivel em http://smartcyp.sund.ku.dk/.  Para interpretacdo dos
resultados, quanto mais baixas as energias de ativacdo, mais provavel que um sitio seja
metabolizado (RYDBERG et al., 2010).

Predicéo do metabolismo utilizando o software MetaPrint2D-React

O Metaprint2D-React é uma plataforma virtual que usa algoritmos para prever 0s possiveis
sitios de metabolismo de uma molécula. A previsdo é feita a partir das reacOes de fase 1 (oxidacéo e
reducdo) e 2 (conjugacdo). Isto é possivel atraves de buscas em data sets que contém
transformacdes metabdlicas ja reportadas na literatura cientifica e que acontecem em posicoes

semelhantes as contidas nas moléculas estudadas com posterior analise estatistica dos dados
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encontrados (TARCSAY et al., 2010; ADAMS, 2010; CARLSSON et al, 2010; BRAGA et al,
2012; PIECHOTA et al, 2013; SOUSA et al, 2013). O candidato a farmaco também foi submetido
ao software Metaprint2D-React, disponivel em http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/metaprint2d-

react.
RESULTADOS

No software Metaprint2D-React, obteve-se, primeiramente, 0s sitios com maior chance de
metabolizacdo, estes aparecem em vermelho, os de média chance aparecem em amarelo e os com
baixissima chance aparecem em cinza ou ndo apresentam coloracdo. O principal sitio de
metabolismo para o CNA foi a posicdo carbono 1 (Figura 1). Também foi possivel verificar a
formacdo de metabdlitos gerados a partir do principal local de metabolizacdo e suas respectivas
reacOes quimicas. A reacdo de reducdo gerou o composto alcool cinnamilico, ja através da

hidroxilacdo obteve-se o acido cinamico (Figura 2).

Figura 1 — Sitios de metabolismo do Cinamaldeido preditos no MetaPrint2D-React.
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Figura 2- Sitio de metabolismo mais provavel do prot6tipo Cinamaldeido predito no MetaPrint2D-
React com os metabdlitos gerados e suas respectivas reagdes quimicas.
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O software SMARTCyp apresenta apenas o0s sitios de metaboliza¢do por duas enzimas do
citocromo P450, a CYP2C e a CYP2D6, além do método Standard, e assim como no software
MetaPrint2D-React classifica a relevancia da metabolizagdo por cores. O principal local de
metabolizacdo no SMARTCyp para o0 CNA foi 0 mesmo para o MetaPrint2D-React (Carbono 1), 0s
locais de média e baixissima chance de metabolizacdo foram divergentes conforme o tipo de enzima

do complexo enzimatico do citocromo P450 (Figura 3).
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Figura 3 — Sitios de metabolismo do Cinamaldeido preditos no software SMARTCyp para as
enzimas CYP2C e CYP2D6 e também para 0 modo Standard.
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DISCUSSAO

Pequenas propriedades farmacocinéticas, bem como os problemas de toxicidade sdo
considerados os principais motivos para encerrar o processo de desenvolvimento de candidatos a
medicamentos (FOWLER et al., 2017). Assim, h4 uma necessidade crescente de métodos robustos
de rastreio para fornecer informacdes precoces sobre absor¢édo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo
e toxicidade (ADMET) de compostos (VALERIO, 2012). Dentre as propriedades farmacocinéticas,
0 metabolismo se destaca por alterar ndo s6 a biodisponibilidade como também pode gerar
toxicidade (11% das causas de falha de novos medicamentos) ou que séo ativos em receptores nao
desejados (KIRCHMAIR et al, 2013). A avaliacdo precoce das propriedades de ADMET podem
minimizar o tempo e o custo de triagem e teste, identificando os candidatos mais fortes para o
desenvolvimento e rejeitando aqueles com pouca probabilidade de sucesso. O uso aplicado de
métodos in silico em novas entidades quimicas tonaram-se de grande interesse para as autoridades
(JONES et al., 2015).
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Neste trabalho, utilizou-se uma combinacgdo dos softwares SMARTCyp e MetaPrint2D-

React, que sdo duas metodologias gratuitas e de livre acesso, para a predicdo de sitios de

metabolismo e metabolitos do CNA. Isto se justifica devido o SMARTCyp, em contraste com

MetaPrint2D-React, ndo depender de dados ja existentes na literatura e, por isso, tem uma menor

tendenciosidade nos resultados. Outra vantagem é que esse software prevé o local de metabolismo

diretamente da estrutura 2D de uma molécula, sem exigir célculo de propriedades eletrdnicas ou

geracdo de estruturas 3D (RYDBERG et al., 2010). Entretanto, 0 SMARTCyp nédo é capaz de

prever 0os metabolitos, o que pode ser de grande importancia no P&D de farmacos e, para preencher

esta lacuna, foi utilizado o MetaPrint2D-React. Deve-se ressaltar que em testes usando o

MetaPrint2D-React é possivel prever corretamente os sitios de metabolismo em 70-80% dos casos
(ADAMS, 2010; PIECHOTA et al, 2013).

O principal sitio de metabolizacdo do CNA usando o MetaPrint2D-React foi a posi¢do
carbono 6, também foi possivel detectar os principais metabolitos gerados através de reacGes de
reducdo e hidroxilagdo, um dos compostos gerados foi o &cido cindmico. Estudos do perfil
toxicocinético em ratos mostram que o CNA se revelou instavel no sangue e que apds
administracdo iv, uma grande fragdo foi imediatamente oxidado para &cido cinamico (YUAN et al.,
1992). Outros estudos também relatam o potencial do CNA de se metalizar em alcool cinamilico,
cinamato de metila e acido cindmico no organismo (ZHU et al., 2017). Esses estudos corroboram
com 0s nossos achados, aqui mostramos que 0s mesmos compostos foram obtidos utilizando apenas
estratégias in silico. Apesar dos metabdlitos gerados o CNA ainda é considerado um composto
natural seguro (LUO et al., 2013; DUGOUA et al., 2007). A Food and Drugs Administration (FDA)

recomenda uma dose diaria de 1,25 mg/kg.

O conhecimento sobre o tipo de enzimas que serdo responsaveis pela metabolizacdo de
determinado candidato a farmaco também é de suma importancia. O SMARTCyp apresenta 0s
sitios do metabolismo através de enzimas do citocromo P450, a CYP2C e a CYP2D6. A inducédo
enzimatica por um farmaco pode alterar concentragdes plasmaticas de outro coadministrado e gerar
concentragdes que ndo sejam efetivas para este. Se o farmaco coadministrado com indutor
enziméatico gerar metabolitos a concentracdo desses produtos irdo aumentar e causar efeitos
indesejados e até fatais. Por outro lado, a inibicdo enzimatica pode causar acimulo do eventual
farmaco coadministrado, podendo chegar a concentragBes tdxicas. Competicdo de farmacos pela
mesma enzima metabolizadora pode diminuir o metabolismo de algum medicamento administrado
em conjunto, o que diminui sua excre¢do e pode atingir niveis toxicos (WANG et al., 2017).

Portanto, métodos computacionais para prever o metabolismo sdo muito Uteis, principalmente para
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candidatos a farmacos com ac¢des em doencas cronicas, pacientes com estas disfun¢Ges fazem uso

de politerapia e, dessa forma, conhecendo-se as principais vias metabdlicas pode-se aperfeicoar o

farmaco em estudo para evitar estes efeitos ou guiar nas orientacdes ao paciente (SILVA et al.,
2014).

Embora abordagens in silico de predi¢cdo tenha uma boa precisdo, um melhor resultado é
conseguido quando aliadas a abordagens in vitro e in vivo para que se consiga contornar a maior

parte dos problemas, visto que nenhuma das abordagens consegue abranger todas as possibilidades.

CONCLUSAO

O presente trabalho utilizou uma metodologia moderna e gratuita para predizer uma
importante etapa da farmacocinética de farmacos, o metabolismo, e que pode ser um grande aliado
das pesquisas in vitro e in vivo. Os resultados obtidos podem nortear outros estudos com o CNA,
possibilitando a identificacdo de metabolitos e atuando no melhoramento quimico a partir de
diversas estratégias, como, por exemplo, o docking molecular. Ressalta-se que estudos in silico séo
de grande importancia quando associados a outros tipos de estudos no P&D de farmacos.
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