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Artigo

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

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

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

of the drugs studied.
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INTRODUCAO

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

Considerando outros aspectos farmacoldgicos, a literatura descre-
ve o aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos, tais como
o propranolol (2),” fenitoina (3),* nevirapina (4),° esparteina (5),'°
nimesulida (6),"" pirazinamida (7), carbamazepina (8)"? e teofilina
(9),” quando co-administrados com a piperina (1) (Figura 1). Em
adicdo, alguns trabalhos relatam que a utilizagdo de espécies de Piper
spp. em geral, seja na dieta tradicional bem como em formulacdes
a base de plantas, pode ser responsavel pelo aumento da biodispo-
nibilidade de farmacos, modulando seus metabolismos ao nivel do
complexo enzimadtico citocromo P450 (CYP450)."31* Qutros estudos
tém demonstrado que a piperina (1) inibe a atividade constitutiva e
induzida do CYP 450 in vitro e in vivo." O citocromo P450 (CYP450)
corresponde a um conjunto de enzimas da superfamilia do heme-
-tiolato, responsaveis pelo metabolismo oxidativo de xenobiéticos.'®
Em geral, os farmacos sao metabolizados para evitar efeitos txicos de
acumulagdo. As proteinas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
e CYP3A4 do CYP450 humano sdo as isoformas principais, as quais
desempenham um papel importante no metabolismo oxidativo de 90%
dos principios ativos de medicamentos atualmente em uso clinico.
Dentre essas isoformas, o0 CYP3A4 estd envolvida no metabolismo
de mais de 50% dos farmacos e outros xenobidticos.'®

As interacgdes do tipo erva-firmaco devem ser consideradas como
fonte importante de alteracdes dos efeitos de medicamentos, visto que
produtos vegetais sao utilizados comumente como condimento na culi-
ndria ou na medicina popular. Um exemplo dessas interacdes € o caso
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Figura 1. Moléculas estudadas neste trabalho: (1) piperina, (2) propranolol,
(3) fenitoina, (4) nevirapina, (5) esparteina, (6) nimesulida, (7) pirazinamida,
(8) carbamazepina e (9) teofilina

com o suco de toranja (um hibrido, resultante do cruzamento do pomelo
com a laranja), que acarreta em acentuadas interacdes erva—farmaco
principalmente devido a inibicdo do CYP3A4 intestinal, resultando
no aumento da concentracdo plasmatica de felodipina, nitrendipina,
saquinavir, ciclosporina, terfenadina e outros compostos.'”!®

Mecanismos farmacocinéticos e/ou farmacodindmicos tém sido
considerados para explicar essas interacdes. As interagdes farmaco-
dindmicas sdo causadas ao nivel da interacdo molécula-alvo de duas
ou mais substancias com efeitos similares ou opostos. Nesse caso, ha
uma alterag@o da resposta por parte do usudrio sem afetar os processos
farmacocinéticos de absor¢ao, distribui¢do, metabolismo e excrecio
(ADME). As interacdes farmacocinéticas ocorrem quando um farma-
co consegue alterar a velocidade ou extensao de processos de ADME
de outro fairmaco. No que concerne as alteracdes farmacocinéticas
relacionadas ao metabolismo, o sistema microssomal hepdtico € uma
via de inibi¢do constante por xenobidticos, os quais podem alterar a
biodisponibilidade dos farmacos no organismo. '

O docking molecular, também chamado de ancoramento molecu-
lar, € um procedimento computacional utilizado no desenvolvimento
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de novos farmacos, o qual visa estabelecer as caracteristicas de
interagdo entre um ligante (micromolécula) e um alvo biolégico (bio-
macromolécula).?*?! O processo de ancoramento envolve basicamente
duas etapas: a predi¢do de conformagdes e orienta¢des de ligantes
no sitios de ligagcdo dos biorreceptores, bem como a atribui¢do de
valores de energia de interacido dos complexos, baseados no célculo
de potenciais cldssicos. > Deste modo, a técnica pode ser usada no
entendimento do metabolismo de farmacos, o qual envolve interacdes
do tipo ligante-proteina.

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

METODOLOGIA COMPUTACIONAL

A estrutura cristalografica do alvo enzimadtico citocromo P450-
3A4 (CYP3A4) foi obtida da base de dados Protein Data Bank [PDB
ID: 1TQN].% Esta estrutura foi utilizada previamente em um outro
estudo de ancoragem, portanto, foi escolhida para a abordagem aqui
apresentada.'® A enzima foi elucidada por cristalografia de raios—X,
com resolugdo de 2,05 A2 Um conjunto de nove moléculas (1-9,
Figura 1) foram escolhidas para o estudo, de acordo com relatos
na literatura sobre o aumento de suas biodisponibilidades quando
co-administradas com a piperina. As moléculas foram: propranolol
[DrugBank: DB00571], fenitoina [DrugBank: DB00252], teofilina
[DrugBank: DB00277], nimesulida [DrugBank: DB04743], nevi-
rapina [DrugBank: DB00238], esparteina [DrugBank: DB06727],
pirazinamida [DrugBank: DB00339], carbamazepina [DrugBank:
DB00564] e a prépria piperina. Os ligantes foram desenhados e
passaram por uma otimizagdo de geometria inicial usando o software
Avogadro® com método MMFF94 (gradiente de RMS 0.100). O
software AutoDock 4.0 foi utilizado como escolha para conduzir os
estudos no alvo CYP3A4. O médulo AutoDock Tools foi utilizado para
preparar e analisar as simulagdes computacionais. Cargas Gasteiger
e hidrogénios polares necessdrios aos cdlculos de potencias foram
adicionados considerando a estrutura do alvo, sendo as moléculas
de dgua retiradas. As cargas Gasteiger foram atribuidas também aos
ligantes, sendo os hidrogénios nio polares suprimidos. As ligacdes
rotaciondveis de cada ligante foram definidas automaticamente e
as ligagcdes amidicas foram mantidas rigidas (devido a sua barreira
conformacional relativamente alta). O AutoDock necessita de mapas
de tridimensionais pré-calculados, dispostos em uma caixa composta
por uma grade tridimensional de pontos (grid maps), em uma regido
definida na macromolécula (sitio alvo). O programa AutoGrid 4.0 foi
utilizado para gerar os mapas para os ligantes. A caixa foi posicionada
na regido catalitica da enzima entre o grupamento o grupo prostético
heme e a serina-119 do CYP3A4."° As dimensdes da caixa no eixo
X-, Y- e Z- foram, respectivamente, 58 A 72 A 70 A com espaca-
mento de 0,375 A. Essas defini¢des foram feitas com base em artigo
prévio usando mesma enzima.'® O algoritmo Genético Lamarckiano
(GA-LS) foi escolhido para busca das melhores conformagdes com
100 corridas para cada ligante (algoritmo genético com busca local).
Durante o processo de busca, a enzima foi mantida rigida, ao passo
que os ligantes foram mantidos flexiveis. A populacdo inicial foi
definida como 150 e o processo de busca se deu através de confor-
magdes iniciais aleatdrias. O valor maximo de avalia¢des de energia
escolhido foi 25.000.000. O nimero médximo de geracdes foi 27.000.
O ntimero de elitismo escolhido foi 1. As taxas de mutagdo de gene
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e crossover foram definidas respectivamente como 0,02 e 0,80. Ao
fim dos célculos, 100 diferentes poses foram obtidas e agrupadas em
diferentes clusters, definidos por proximidade energética e valores
de RMS (“Root Mean Square deviation”), de acordo com o default
do AutoDock.* A validac¢@o da metodologia utilizada foi feita através
da técnica de reancoramento (redocking), utilizando outro PDB do
mesmo alvo proteico contendo um ligante complexado (“nativo”): o
farmaco bromocriptina [PDB ID: 3UA1].”” Todos os cdlculos foram
efetuados em desktop Intel Xeon, 16 GB DDR3 RAM com Ubuntu
linux 10.04. As andlises moleculares e representagdes dos complexos
foram obtidas com o pacote UCSF Chimera® e a representacédo das
interagdes hidrofébicas com o software Ligplot.”

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos 1-9 (Figura 1) foram estudados via ancoramento
molecular no sitio de ativo do CYP3A4 para comparar seus padrdes
de interagdo com este alvo, avaliando as suas energias de ligacdo em
comparagdo com a piperina. A conformag¢ao farmacofdrica para cada
molécula (energia mais baixa) foi determinada a partir do cluster mais
populoso. Os complexos podem ser visualizados na Figura 2, e na
Figura 3 podem-se observar os diversos ligantes sobrepostos no sitio
ativo. Na Tabela 1 estdo listados os farmacos e tipos de interagdo com
os residuos envolvidos. Na coluna dos doadores e aceptores de ligagdo
de hidrogénio, o padrio utilizado para representagdo foi: molécula
(CYP3A4 ou farmaco): dominio protéico: nimero do residuo: tipo
de 4tomo que participa da ligacdo. As energias de liga¢ao (afinidade)
para cada ligante estdo apresentadas na dltima coluna.

O reancoramento apresentou valor de RMS = 1,63 A e energia
de ligacdo = -13,69 kcal/mol, considerando a pose mais estavel do
cluster mais populoso. Esse procedimento € considerado satisfat6-
rio quando o RMS (o qual mede o desvio) entre a melhor pose e o
ligante cristalografico complexado é menor que 2,0 A3 Deste modo,
o valor apresentado nesta etapa valida as condigdes utilizadas para
os ancoramentos investigados. A Figura 4 apresenta a pose cristalo-
gréfica original (azul) e apds o reancoramento (verde) do farmaco
bromocriptina no sitio e ligaco.

Dentre todas as moléculas submetidas ao cdlculo de ancora-
mento molecular comparativo, o complexo formado entre piperina e
CYP3A4 foi o mais estdvel, com a energia de ligacdo de -8,60 kcal/
mol. Isso indica uma seletividade enzima-piperina em relagao aos fér-
macos avaliados, o que corrobora a hipdtese de inibigdo competitiva.
Para o célculo desse parametro (energia de Gibbs de ligacdo, AG) o
Autodock utiliza um campo de forca especifico, parametrizado para
reproduzir energias de Gibbs derivadas de constantes de equilibrio
experimentais, o qual inclui paradmetros tipicos de dispersao/repul-
sdo, ligacdes de hidrogénios, fatores eletrostdticos, dessolvatacio e
entropia torsional.?

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

Como podemos observar nos resultados, a por¢do da molécula
correspondente ao anel metilenodioxifenila apresentou uma ligagao
de hidrogénio com a Serina-312, com comprimento de ligagdo de
1,613 A, bem como interacdes de Van der Walls importantes com os
residuos dos aminoacidos LEU-482, LEU-483, GLN-484 ¢ GLU-308.
J4 a cadeia lateral conjugada apresenta interacdes lipofilicas com os
residuos de ILE-369, ARG-212, ALA-370 e THR-309. Para o anel
piperidinico foram observadas intera¢des lipofilicas envolvendo o
arcabouco pirrdlico que compde o grupo heme, bem como os re-
siduos SER-119 e ARG-105. Essas interacdes estiio representadas
na Figura 6.
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Figura 2. llustragées dos complexos do CYP3A4 com: (A) carbamazepina, (B) fenitoina, (C) nevirapina, (D) nimesulida, (E) piperina, (F) pirazinamida, (G)

propranolol, (H) esparteina e (I) teofilina. Cadeia proteica: Bastoes em azul. Ligantes: Bastoes em verde com heterodtomos coloridos (oxigénios em vermelho,

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

Figura 3. Sobreposicdo das moléculas ligantes no sitio ativo do CYP3A4

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

CONCLUSAO

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

Quim. Nova

Interacdo vdW

Energias de ligacdo (Des-

Farmacos Doador Lig.-H Aceptor Lig.-H Comprim. Lig-H (escala = 1.00 A) vio padrio= 1,33)
ARG105, SER119, ALA370,
L o TILE369, ARG212, THR309,
Piperina CYP:A:SER312:HG FAR::O 1,613 A GLU308, LEU483, LEU4S2, -8,60 kcal/mol
GLN484, SER312, HEM508
. ALA370, ARG212, ALA305,
Carbamazepina NA NA NA ILE369. THR309. HEM508 -8,28 kcal/mol
. FAR::H CYP:A:PHE213:0 1,814 A PHE215, PHE213, ARG212,
Fenitoina CYP-A:PHE215:HN FAR::0O 2058 A PHE304, GLY481, LEU482, -7,35 kcal/mol
o ' ; ’ MET371, ALA370, ILE369
PHE241, PHE108, ILE120, SER119,
Nevirapina CYP:A:ARG212:1HH2 FAR::N 2,148 ARGI105, ILE301, PHE304, -7,22 kcal/mol
ARG212, ALA305, HEM508
CYP:A:ARG212:HH1 FAR::O 1,691 A THR309, SER119,ILE369,
Nimesulida CYP:A:ARG212:HH2 FAR::O 2,640 A ALA370, ARG105, GLU374, LEU -8,36 kcal/mol
CYP:A:ARG105:HE FAR::O 1,894 A 373,ARG212, HEM508
- . THR309, ALA305, ARG212,
Pirazinamida NA NA NA HEM508 -4,76 kcal/mol
FAR::H CYP:A:ARG372:0 1,792/0\ THR309, ARG212, ALA370,
Propranolol CYP-A:GLUST4:HN FAR:O 2,233 4 ARG372, GLU 374, ARG105 7,87 keal/mol
oprancio CYP:A:ARG212:HE FAR:O 2,088 A " LEM308. ’ - keamo
FAR:H HEMS508:02A 1,946 A
. PHE215, PHES7, ARG372, GLU374,
Esparteina NA NA NA ARG106, ASP76 -6,47 kcal/mol
Teofilina FAR::H CYP:A:ALA305:0 2,157 A SER119, ALA305, THR309, -5,56 kcal/mol

ARG212, ALA370, HEM508

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

PDB; NA = Nao aplicével.

Figura 4. Sobreposicdo entre a melhor pose (verde) e o ligante cristalogrd-
fico (azul)
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Figura 5. Representagdo esquemdtica dos fragmentos da piperina

PIPERIDINA
ACOPLADAA
CARBONILA

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

A

Hem508
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Figura 6. Interagoes lipofilicas e ligagcoes de hidrogénio entre o complexo

CYP3A4 e piperina
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