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RESUMO

A hipertensdo arterial € o principal fator de risco para doencas cerebrovasculares e
doencas isquémicas do coracdo, sendo uma das causas mais importante para a morbidade
e a mortalidade cardiovascular. Devido as limitagdes e severos efeitos colaterais dos
farmacos disponiveis no mercado empregados para hipertensdo, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos farmacos, mais eficazes e com menos eventos adversos.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de técnicas de modelagem molecular,
a solubilidade em &gua e o coeficiente de particdo de nove compostos naturais inibidores
da enzima conversora de angiotensina, além de verificar os aspectos moléculas dessas
interacdes. Foi observado que todos os compostos alvos do estudo possuem solubilidade
adequada para interagir com barreiras bioldgicas hidrofobicas e fluidos hidrofilicos. Foi
observado também, que 0s compostos naturais interagiram de forma atrativa com os
aminodcidos do sitio ativo da enzima e com o ion zinco, fator de extrema importancia
para uma boa inibicdo da enzima conversora de angiotensina. O presente estudo
proporciona uma melhor compreensao da inibi¢do da enzima conversora de angiotensina
por compostos naturais, o que pode contribuir para o desenvolvimento de novos anti-
hipertensivos.

Palavras-chave: compostos naturais, enzima, angiotensina, docking molecular.

ABSTRACT

Arterial hypertension is the main risk factor for cerebrovascular diseases and ischemic
heart diseases, being one of the most important causes for cardiovascular morbidity and
mortality. Due to the limitations and severe side effects of drugs available on the market
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used for hypertension, it is necessary to develop new drugs, more effective and with fewer
adverse events. Thus, the objective of this study was to evaluate, using molecular
modeling techniques, the solubility in water and the partition coefficient of nine natural
compounds that inhibit the angiotensin-converting enzyme, in addition to verifying the
molecular aspects of these interactions. It was observed that all the target compounds of
the study have adequate solubility to interact with biological hydrophobic barriers and
hydrophilic fluids. It was also observed that the natural compounds interacted in an
attractive way with the amino acids of the active site of the enzyme and with the zinc ion,
an extremely important factor for a good inhibition of the angiotensin-converting enzyme.
The present study provides a better understanding of the inhibition of the angiotensin-
converting enzyme by natural compounds, which can contribute to the development of
new antihypertensive drugs.

Keywords: natural compounds, enzyme, angiotensin, molecular docking.

1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial € o principal fator de risco para doencas cerebrovasculares
e doengas isquémicas do coracdo, sendo a causa modificavel mais importante para a
morbidade e a mortalidade cardiovascular (AZEVEO et al., 2017; SCHROETER et al.,
2007). Suas multiplas causas costumam ser dificeis de identificar e a grande maioria dos
casos é classificada como hipertensdo essencial. A hipertensao afeta cerca de 1,13 bilhdo
de pessoas em todo o mundo, com prevaléncia acima de 20%. O aumento da pressdo
arterial € o maior contribuinte para a mortalidade global e pode ser responsavel por 9,4
milhdes de mortes a cada ano, principalmente como resultado de acidente vascular
cerebral e doenca cardiaca coronaria (GOITA et al., 2020).

Atualmente, o mercado farmacéutico possui uma gama de classes de
medicamentos anti-hipertensivos, como betabloqueadores, inibidores da enzima
conversora de angiotensina |1 em angiotensina Il (ECA), antagonistas de receptores de
angiotensina Il (AT1), blogueadores alfa-adrenérgicos e outros. Dentre as classes de anti-
hipertensivos existentes, uma que merece atencao, devido ao nimero de prescricao e
dispensacdo, € a dos inibidores da enzima conversora de angiotensina | em angiotensina
Il (ECA) (MACHADO et al., 2016).

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) impedem a conversao
de angiotensina | (Al) para o potente vasoconstritor angiotensina Il (All), sendo dessa
forma particularmente efetivos no tratamento da hipertensdo arterial (RIBEIRO,;
MUSCARA, 2001). A funcdo bioldgica mais importante da All é a vasoconstricdo direta
das arteriolas. Estimula também a secrecdo de aldosterona (aumentando dessa forma a

retencdo de sodio e agua) assim como o sistema nervoso simpatico (ocorrendo aumento
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da liberacdo de catecolaminas). Além de catalisar a conversdo de Al para All, a ECA
degrada a bradicinina, potente vasodilatador enddgeno; consequentemente, a inibicdo
dessa enzima promove potencializagdo dos efeitos desse peptideo, o qual também poderia
explicar os efeitos benéficos dos iIECA (SOARES et al., 2012).

De forma comum a todos os farmacos, aqueles empregados no tratamento da
hipertenséo arterial possuem vantagens terapéuticas inerentes, bem como desvantagens.
A busca por novos farmacos anti-hipertensivos que apresentem uma melhor
especificidade, aliada a uma diminuicdo dos efeitos colaterais, tem sido alvo de constantes
pesquisas (RIBEIRO; MUSCARA, 2001). Os anti-hipertensivos, como os inibidores da
ECA, betabloqueadores, inibidores de receptores AT1 e outros, constituem uma série de
desvantagens, fazendo com que os pacientes ndo tenham uma adesdo adequada aos
tratamentos ou venham a abandona-los antes da hora (LADEIRA; ERTHAL; HORA,
2016).

Os medicamentos inibidores da enzima de conversora de angiotensina séo
alternativas terapéuticas de primeira classe ha décadas. Captopril, lisinopril, enalapril e
ramipril s&o alguns exemplos de drogas direcionadas como inibidores da ECA
(MUHAMMAD; FATIMA, 2015). No entanto, o uso prolongado dos medicamentos
pode provocar efeitos adversos, como tontura, tosse e edema angioneurotico (RAFAEL;
FARIA, 2018; PEREIRA, 2017; TE RIET et al., 2015). Devido a esses efeitos adversos,
novas alternativas tém sido exploradas extensivamente como substitutos dessas drogas. A
maioria das pesquisas tem sido relacionada a compostos bioativos provenientes de
recursos naturais (CAMPOS et al., 2017).

Diversas classes medicamentosas altamente eficazes foram descobertas a partir de
produtos naturais. Diante dos desafios globais de salde publica, a pesquisa e 0
desenvolvimento de produtos naturais desempenham um papel central na descoberta de
medicamentos inovadores. Para se adaptar ao ambiente em que estd inserida e se proteger
de predadores, as plantas produzem diversos metabdlitos secundarios, que podem ser
promissores alvos de estudos farmacolégicos (THOMFORD et al., 2018).

A relevancia deste estudo esta no fato de se buscar, através de compostos naturais
de facil acesso, novos prot6tipos ou compostos de partida para o desenvolvimento de
farmacos inibidores da ECA, mais potentes e com menos efeitos colaterais, por meio da
modelagem molecular, que é muito Gtil na investigacdo e planejamento de novos
compostos (DE RUYCK et al., 2016).
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Dentro dessa perspectiva, o objetivo deste estudo foi analisar por meio de estudos
in silico, a solubilidade em &gua e coeficiente de particdo de compostos naturais
inibidores da ECA, além de avaliar os aspectos moleculares da interacdo desses

compostos frente a enzima, por docking molecular.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo in silico, onde foram utilizadas técnicas de modelagem
molecular para calculos do Log S (solubilidade em &gua) e Log P (coeficiente de parti¢do)
de compostos naturais inibidores da enzima conversora de angiotensina | em angiotensina
I1, além de avaliar a interacdo dos compostos com a enzima ECA, por técnicas de docking
molecular, na busca de relagdes entre 0s aspectos quimicos dos compostos com suas

atividades farmacoldgicas.

2.1 OBTENCAO DOS LIGANTES

Os compostos naturais incluidos no presente estudo foram selecionados através
da literatura cientifica e todos apresentaram potencial inibitério da ECA. As estruturas
dos compostos naturais para os célculos semi-empiricos e estudo de docking molecular
foram obtidas através do PubChem Data Base (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (KIM
et al., 2015). A otimizacdo das estruturas foi realizada através do software MOPAC
(STEWART, 1990), pelo método MP7.

2.2 CALCULOS DE SOLUBILIDADE EM AGUA E COEFICIENTE DE PARTICAO

Os calculos de coeficiente de particdo (log P) e solubilidade em agua (log S) dos
compostos foram realizados através do software ALOGPS 2.1 (TETKO et al., 2005). O
ALOGPS foi construido sobre a Associative Neural Network (ASNN), que é um
algoritmo de aprendizado de maquina que combina rede neural com Kk-vizinhos
(KUJAWSKI et al., 2012). O sistema implantado no ALOGPS para os célculos de log P
foi desenvolvido com 12908 moléculas do banco de dados PHYSPROP, utilizando 75
indices de E-STATE. Foram treinadas 64 redes neurais utilizando 50% de moléculas
selecionadas por acaso a partir de todo o conjunto. A precisdo da predicdo log P apresenta
um RMS no valor de 0,35 e erro padrdo médio 0,26 (TETKO; TANCHUK e VILLA,
2001; TETKO; TANCHUK, 2002). Para o calculo de solubilidade em agua, o ALOGPS
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foi desenvolvido utilizando-se 1291 moléculas. A precisdo da predicdo log S apresenta
RMS = 0,49 e erro padrdo médio 0,38 (TETKO et al., 2001).

2.3 OBTENCAO DA MACROMOLECULA

A estrutura cristalina da ECA foi obtida a partir do Protein Data Bank, que é um
repositério internacional de acesso livre para os resultados de estudos estruturais (PDB;
http://www.rcsb.org/pdb/) (BERMAN, 1999). A estrutura cristalina do alvo enzimatico
foi elucidada por difracéo de raio-x com resolucido em 1.82 A e possui codigo 1UZE .

2.4 DOCKING MOLECULAR

O estudo de docking molecular foi realizado através dos programas Autodock 4.2
(MORRIS et al, 2009). AutoDock € um conjunto de ferramentas automatizadas de
docking molecular, concebido para prever como as moléculas pequenas, tais como
substratos ou candidatos a farmacos se ligam a um receptor de estrutura 3D conhecida. O
AutoDock 4.2, na verdade, € composto por dois programas principais: AutoDock, que
realiza o acoplamento do ligante a um conjunto de proteinas alvo; AutoGrid, que pre-
calcula essas redes. Além da sua utilizacdo para o encaixe, as grades de afinidade
atdmicas podem ser visualizadas (MORRIS et al, 2009).

Cargas Gasteiger e 0s hidrogénios polares necessarios para os calculos de
potencial foram adicionados considerando a estrutura alvo, enquanto as moléculas de
agua foram removidas. O grid foi colocado na regido catalitica da enzima. As dimensdes
do grid nos eixos X, Y e Z foram, respectivamente, 32 A 30 A e 38 A, com espacamento
de 0,375 A. O algoritmo Genético Lmarckiano (GALS) foi escolhido para buscar as
melhores conformacg6es em 100 corridas para cada ligante (algoritmo genético com busca
local). Durante o processo de busca, a enzima foi mantida rigida, enquanto os ligantes
foram mantidos flexiveis. A populacdo inicial foi definida como 150 e o processo de
busca ocorreu por meio de conformac®es iniciais aleatorias. A poténcia maxima escolhida
foi 25.000.000. O nimero maximo de geracdes foi 27.000. O numero de elitismo
escolhido foi 1. As taxas de mutacdo genética e de cruzamento foram definidas,
respectivamente, como 0,02 e 0,80. Ao final dos célculos, 100 poses diferentes foram
obtidas e agrupadas em diferentes clusters definidos por valores de proximidade e energia
RMSD ("root mean square deviation") de acordo com o padrdo do AutoDock
(DELMONDES; STEFANI, 2018; DELMONDES; STEFANI, 2018).
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A identificacdo dos aminoécidos e das ligacGes entre ligante e macromolécula foi
realizado atraves do PyMOL (SEELIGER e GROOT, 2010) e a validacao do estudo de

docking ocorreu por redocking.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SOLUBILIDADE EM AGUA E COEFICIENTE DE PARTIQAO

O presente estudo buscou investigar a solubilidade dos compostos em agua (log
S) e do coeficiente de particdo (log P), visto que a solubilidade dos compostos é de grande
importancia para sua atividade farmacoldgica, pois os farmacos precisam atravessar
barreiras bioldgicas lipofilicas e interagir com fluidos biolégicos aquosos (AULTON,
2017).

Sobre o coeficiente de particdo octanol/agua (log P) calculado pelo ALOGPS 2.1,
os valores calculados para os compostos podem ser visualizados na Tabela 1. Os
compostos astragalin, oleroupeinaa, apigenina e ligstrosideoo apresentaram valores de
log P mais baixo, quando comprado com outros compostos, 0 que sugere que esses
compostos sdo mais sollveis em solventes aquosos, apresentando menor eficiéncia na
permeabilidade as barreiras bioldgicas hidrofobicas, quando comparados aos outros
compostos alvos do presente estudo.

Os célculos de solubilidade em agua (log S) mostraram que a epicatequina-3-O-
galato tem o menor valor de log S (menos solivel em agua), enquanto a astragalin
apresentou o valor mais alto, reforcando os achados pelos célculos de log P. Os resultados
mostraram que todos os compostos envolvidos neste estudo apresentam solubilidade
adequada para boa biodisponibilidade, pois pode-se afirmar que compostos com valores
de log S entre -1 e -5 apresentam solubilidade adequada para atender aos requisitos
farmacocinéticos, apresentando hidrofilicidade suficiente para interagir com fluidos
biologicos (plasma) e lipofilicidade adequada para interagir com superficies hidrofébicas
(membrana celular) (JORGENSEN; DUFFY, 2002).

Tabela 1. Valores de ICsqexp, 10g S € log P

Compostos ICs0exp LOgP Log$S

(Calc) (Calc)

Acetosida 368 1.09 -2.81
Apigenina 280 0.68 -2.65
Epicatequina-3-O-galato 18 2.55 -4.00
Catequina 55 1.02 -2.65
3,7-Diidroxiflavona 39 2.97 -3.44
Astragalin 400 0.52 -2.45
Oleroupeina 20 0.63 -2.87
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Acido Elagico 165 159  -2.57
Ligstrosideo 25 0.77 -2.86

3.2 ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR

Na Tabela 2 sdo ilustrados os resultados do estudo de docking molecular e
novamente 0 1Csoexp. Além da energia de docking, que define a estabilidade de interagdo
entre 0s compostos ativos e o sitio ativo da enzima, a Tabela 2 também traz as Energias
de interacdo de van der waals, ligacdo de hidrogénio, energia desolvatagéo, interacao
eletrostatica e energia de rotagdo. Pode ser observado, que todos os compostos envolvidos
no estudo possuem energia atrativa de interacdo com o sitio ativo da ECA. Observa-se
também que o composto com menor 1Cspexp, 0 Epicatequina-3-O-galato, possui a menor
energia de docking. Apesar de a literatura mostrar que apenas a energia de interacdo nao
é suficiente para avaliar a eficiéncia de interagdo dos compostos, é importante apresentar

a relagdo que ocorreu neste estudo.

Tabela 2. Resultado do estudo de docking molecular

Compostos ICso UM (exp) Energia de Energia Energia Energia de
docking vdw, eletrostatica rotacéo
kcal/mol ligacdo-H, (kcal/mol) (kcal/mol)

energia
desolvatacao
(kcal/mol)

Oleroupeina 20 -6,7 -11,3 -0,47 5,07

Ligstrosideo 25 -6,4 -10,9 -0,27 4,77

Epicatequina-3-O- 18 -9,19 -11,9 -0,86 3,58

galato

3,7-Diidroxiflavona 39 -7,23 -8,16 0,04 0,89

Catequina 55 -7,26 -8,4 -0,65 1,79

Acido Elagico 165 -6,23 71 -0,33 1,19

Apigenina 280 -7,74 -10,5 -0,23 2,98

Acetosida 368 -4,39 -9,96 -0,39 5,97

Astragalin 400 -7,49 -10,07 -0,7 3,28

A Tabela 3 apresenta 0s aminoacidos que 0s compostos interagem, por meio de
ligacGes de hidrogénio. Através da Tabela 3, observa-se a importancia dos grupos polares
oxigenados dos compostos, tendo em vista que a maior parte das ligagcdes de hidrogénio
ocorreu através dos hidrogénios dos aminoacidos com oxigénios dos compostos.

Em estudo realizado por Vazquez-Valadez e colaboradores (2013), os compostos
de captopril e enalaprilato, farmacos ja existentes no mercado farmacéutico, mostraram
uma interacdo direta ou uma aproximacdo significativa com os residuos GLN 281, HIS
353, LYS 511, HIS 513 e TYR 520 da ECA, se assemelhando com este estudo, no qual
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todos 0s compostos interagiram diretamente ou se aproximaram dos residuos

supracitados.

Tabela 3. Descrigao das ligag@es de hidrogénio entre os compostos com os residuos do sitio ativo da enzima

Compostos Doador na ligacéo de Receptor na
hidrogénio ligacdo de
hidrogénio

Oleroupeina LYS511: H LIG: O

LIG: H TYR 520: OH

ARG 522: H LIG: O

GLN 281: H LIG: O

LIG: H TYR 520: OH
Ligstrosideo GLN 281: H LIG: O

ALA 356: H LIG: O

ARG 522: H LIG: O

TYR: 523: H LIG: O

LYS511: H LIG: O
Epicatequina-3-O- LYS511: H LIG: O
galato ALA 356: H LIG: O

LIG: H TYR 520: OH
3,7-Diidroxiflavona LIG: H ALA 356: O

ALA 356: H LIG: O

HIS 513: H LIG: O

HIS 353: H LIG:O
Catequina LIG: H GLU384: O

GLN 281: H LIG: O

LIG: H TYR 520: OH

LYS511: H LIG: O

HIS 513: H LIG: O

HIS 353: H LIG: O
Acido Elagico HIS 513: H LIG: O

LIG: H GLU384: 0

GLN 281: H LIG: O

LYS511: H LIG: O

GLN 281: H LIG: O
Apigenina HIS 513: H LIG: O

LIG: H ASN 70: O

LIG: H ASN 70: O

LIG: H GLU 143: 0

ALA 356: H LIG: O
Acetosida LIG: H GLU 384: O

LIG: H TYR 523: OH

TYR523: H LIG: O

ARG 522: H LIG: O
Astragalin GLN 281: H LIG: O

GLY 2000: H LIG: O

LIG: H TYR 520: OH

LIG: H TYR 523: OH

GLY 2000: H LIG: O
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LIG: H TYR 520: OH
TYRS523: H LIG: O

Na Figura 1 é apresentada a conformacgdo mais estavel de cada composto frente
ao sitio ativo da ECA. Pode ser observado que todos os compostos interagem ou se
aproximam de forma significativa do ion zinco, presente no sitio catalitico da enzima
ECA. A interacdo dos compostos com o ion zinco é primordial para a atividade
farmacoldgica, ja que o ion zinco é responsavel pela conversdo de angiotensina | em
angiotensina Il (MARGALEF et al., 2017; SHI et al., 2016).

Figura 1. Interagdo dos compostos com o sitio ativo da enzima ECA. a) Oleroupeina; b) Ligstrosideo; c)
Epicatequina-3-O-galato; d) 3,7-Diidroxiflavona; e) Catequina; f) Acido Elagico; g) Apigenina; h)
Acetosida; i) Astragalin.

3.3 VALIDACAO DO ESTUDO DE DOCKING

O redocking apresentou valor de RMSD = 0,76 A, considerando o ligante que

interagiu de forma mais atrativa. Esse resultado € considerado satisfatorio quando o
RMSD (que mede o desvio) é menor que 2,0 A (THOMSEN, 2006). Assim, o valor

apresentado nesta etapa valida as condigdes utilizadas para o presente estudo de atracacao.
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4 CONSIDERA(;()ES FINAIS

E possivel considerar que todos os compostos estudados interagem de forma
atrativa com o sitio ativo da enzima conversora de angiotensina, capaz de alcangar assim
a eficcia esperada, além de todos interagirem com o ion zinco, o que é primordial para
atividade inibitéria dos compostos. Apds o estudo de solubilidade dos compostos, pode-
se considerar que todos os compostos possuem solubilidade adequada para interagirem

com fluidos bioldgicos e superficies hidrofobicas.
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