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RESUMO

O método in silico permite analisar, simular ou prever a toxicidade de
xenobidticos através de abordagens computacionais. Esses modelos
computacionais sdo baseados em informacdes experimentais, relacdes
estrutura-atividade (REA) e conhecimento cientifico, disponibilizados em banco
de dados virtuais. E possivel obter descritores sobre o perfil farmacocinético e
toxicolégico, através de programas gratuitos, como ADMETLab
(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal) e SmartCyp
(https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to_som). Propriedades fisico-quimicas podem
ser analisadas pelos programas Molview (www.molview.com) e Osiris Property
Explorer  (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo), 0s quais S&o
devidamente validados e publicados na Regulatory Toxicology and
Pharmacology (RTP). Esta analise in silico permitiu obter valores de lipofilia
(cLogP), solubilidade (cLogS) e riscos toxicos em relacdo a efeitos
mutagénicos (ricos de interacdo com o DNA, causando mutacdes), irritantes
(a0 organismo), tumorigénicos (risco de causar tumores) da hidroquinona.
Como resultados, os descritores da andlise in silico indicaram potencial téxico
deste xenobi6tico na sensibilizacdo cutanea, irritacdo/corrosdo ocular,
genotoxicidade e carcinogenicidade. Isso se deve a alta reatividade quimica desta
substancia, alertado pelos seus fragmentos estruturais e confirmado pelas suas
propriedades fisico-quimicas, que conferem a molécula potencial acdo sistémica.
Desta forma, foi possivel realizar uma triagem experimental para o seguimento
de testes in vitro e in vivo da hidroquinona.

Palavras-chaves: toxicologia, preditiva, in silico.


https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal
https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to_som
http://www.molview.com/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo

1 INTRODUCAO

O melasma é uma hiperpigmentacédo em regides da pele muito comum
gue acomete ambos 0s sexos, mas sua maior incidéncia ocorre em
mulheres. A radiagdo UV, gestacdo, mudanca hormonal e predisposicéo
genética, sao fatores que estimulam a producdo de melandcitos. As
hiperpigmentacbes do melasma apresentam uma coloracdo marrom e
podem ser classificados através da lampada de Wood em epidérmico,
dérmico e misto. Essas manchas carregam um impacto psicossocial
significativo e o tratamento € desafiador, tanto para o paciente quanto para
o profissional (PASSERON; PICARDO, 2018; DA SILVA et al., 2023).

A demanda por produtos para tratamento do melasma tem aumentado
significativamente nos Ultimos anos e o0s agentes clareadores topicos sédo
considerados padrdo ouro para essa hiperpigmentacdo.A hidroguinona
(HQ) tdpica tem sido utilizada ha anos para tratar essas condicdes, € um
agente clareador eficaz, mas varias preocupacdes foram levantadas sobre
esse agente amplamente utilizado (SHIVARAM; EDWARDS;
MOHAMMAD, 2024).

A HQ é um composto organico aromatico que, na temperatura e pressao
ambiente se torna um solido granular branco, é solivel em agua, metanol e
éter, sua formula quimica € CgH4(OH),. A HQ também é chamada de
benzeno-1,4-diol, 1-4dihidroxibenzeno ou ainda quinol, o qual € um tipo de
fenol. Inicialmente foi encontrada na fumaca do cigarro, em fontes
industriais, como antioxidante na fabricagdo de borracha, inibidor de
polimerizacdo de mondmeros vinilicos e acrilicos, estabilizador quimico,
reveladores fotograficos, vernizes, combustiveis e 6leos para motores. Na
década de 1930, a HQ foi descoberta como um agente despigmentante,
por meio da inibicdo da oxidagcdo da tirosina na via de biossintese da
melanina (ENGUITA; LEITAO, 2013; MESKHER; ACHI, 2022; GAN:;
RODRIGUES, 2024).

Assim, a HQ é um produto quimico com alto volume de consumo e esta
presente em aguas residuais de diferentes industrias, como a industria
farmacéutica, petroquimica e refinarias, e pode, portanto, contaminar os
ambientes aquaticos (AKBARBANDARI; ZABIHI; FATEHIFAR, 2021;
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MESKHER; ACHI, 2022).

Por ser um derivado do benzeno e por causar diversas reacodes
cutdneas adversas, surgiram questionamentos sobre a sua segurancga,
bem como, a proibicdo de comercializacdo em alguns paises.Em agosto de
2006, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA divulgou uma
declaracédo propondo a proibicdo da HQ de venda livre (OTC), ou seja,
somente com prescricdo médica. Outros paises, como, Japdo, Australia e
Unido Europeia seu uso em cosméticos é proibido, porém, no Brasil, a
comercializacdo ainda € livre(SHIVARAM; EDWARDS; MOHAMMAD,
2024; WESTERHOF; KOOYERS, 2005).

Estudos em humanos com a HQ mostram forte incidéncia para
dermatose, como bolhas e coceiras. Também foram observadas
pigmentacdes com alteracdo na textura da pele, ocronose exdgena,
coldgeno anormal, alteracdes pigmentares, telangiectasias, degeneracéo
da cérnea e diversas alteracdes intersticiais (LEVITT, 2007; SHIVARAM,;
EDWARDS; MOHAMMAD, 2024).

Estudos com roedores mostraram efeitos genotéxicos e danos no DNA
a partir de testes in vivo quanto in vitro. Também foi verificado alteracdes
no sistema nervoso central, confirmando, que a HQ causa efeitos
estimulantes agudos no sistema nervoso central. A HQ induziu leucemia de
células mononucleares, tumores de células tubulares, toxicidade renal e
cancer de figado em ratos e camundongos (TOPPING et al., 2007;
ENGUITA; LEITAO, 2013; KARI et al., 1992).

De acordo com a classificagcdo e rotulagem harmonizadas (ATPO01)
aprovada pela Unido Europeia (Agéncia Europeia de Produtos Quimicos,
ECHA), a HQ pode causar sérios danos a saude, incluindo defeitos
genéticos. Embora haja uma pequena liberacdo natural de HQ por plantas
e animais, as utilizagGes industriais e as suas descargas sédo a principal
causa da dispersdo de HQ no ambiente.A agéncia de prote¢cdo ambiental
dos Estados Unidos e a Unido Europeia listaram HQ como poluente
ambiental, altamente toxico e pouco degradavel, portanto, pode prejudicar
a saude humana e o meio ambiente (VALENZUELA et al., 2024; AHMED
et al., 2024).

Estudos ambientas demonstraram que a HQ foi potencialmente tdxica



para organismos aquaticos, como Pimephales promelas, Brachydanio
rerio, Daphnia magna, Desmodesmus armatus, Synechocystis sp. , Nostoc
sp. e Microcystis aeruginosa (ENGUITA; LEITAO, 2013).

Os principios dos 3Rs foram criados no fim de 1950, com o objetivo de
substituir (replacement), reduzir (reduction) e refinar (refine) o uso de
animais em pesquisas cientificas. A protecdo dos seres humanos, a
garantia do bem-estar animal e minimizar a exposicado dos animais em
testes sdo o0s objetivos principais da criacdo do programa (RUSSELL;
BURCH, 1959; HAMPSHIRE; GILBERT, 2019).

Deve-se tentar em primeiro lugar, substituir o modelo animal por um
ensaio alternativo. Na definicdo de Russell e Burch (1959), substituicdo é
descrita como: “qualquer método cientifico que emprega material nao
senciente que pode, na histéria da experimentacao, substituir métodos que
usam vertebrados vivos conscientes”. Sendo assim, a suposicdo € que
quanto menos sofisticado for o desenvolvimento neuroldgico, menor serd o
de sofrimento causado por procedimentos experimentais (VITALE;
MANCIOCCO; ALLEVA, 2009).

Na reducéo, o pesquisador deve tentar ao maximo reduzir o numero de
individuos utilizados nos protocolos experimentais. S&o utilizados métodos
estatisticos apropriados, que determinam o numero minimo de animais
necessarios em um determinado desenho experimental, outras formas de
reduzir o numero é o aprimoramento e 0 avanco das técnicas
experimentais, como o0 uso de tecnologia de imagem (VITALE;
MANCIOCCO; ALLEVA, 2009).

E por dltimo, o refinamento, que é utilizado quando ndo podemos usar
técnicas de substituicdo completas e todos os recursos da teoria e da
pratica foram empregues para reduzir ao minimo o nimero de animais
usados em um determinado experimento. Russell e Burch (1959),
indicaram refinamento como “qualquer diminuicdo na incidéncia ou
severidade de procedimentos desumanos aplicados aos animais que ainda
serdo usados” (VITALE; MANCIOCCO; ALLEVA, 2009).E possivel reduzir
0 numero de experimentos biolégicos e otimizar a qualidade das
informacdes obtidas, a partir de analises in silico (BASSAN et al., 2021).

A toxicologia in silico € um componente util no processo de avaliacdo da



toxicidade de produtos quimicos e que também visam diminuir o uso de
experimentos com animais, conforme sugerido nos principios dos 3R de
Russell e Burch (1959). Os meétodos in silico estdo em constante
desenvolvimento, e € previsto que 0s métodos computacionais se
expandam com a finalidade de incluir modelos novos e especificos, para
gue possam fornecer informagbes mais precisas, comparar e combinar
resultados, personalizar e refinar modelos experimentais a medida que
novas informacdes se tornem disponiveis nos dados de bancos (RAIES;
BAJIC, 2016).

O método in silico analisa, simula, visualiza ou prevé a toxicidade de
produtos quimicos através de abordagens computacionais, a citar a analise
de citotoxicidade e mutagenicidade de um composto (MYATT, 2018;
RAIES; BAJIC, 2016; BASSAN et al., 2021).E possivel obter descritores
sobre o perfil farmacocinético e toxicologico,através do programa
ADMETLab (https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal), bem
como caracteristicas fisico-quimicas, pela analise in silico utilizando os

programasMolview (www.molview.com) e Osiris/DataWarrior

(https://www.organic-chemistry.org/prog/peo).

METODOLOGIA

A estrutura tridimensional da HQ foi otimizada com auxilio do programa
Molview.Para as andlises preditivas foram pesquisados os descritores
moleculares: i) peso molecular (MW); ii) coeficiente de particdo
octanol/agua (LogP); iii) grupamentos aceptores de elétrons (HBA); iii) area
de superficie polar topolégica (TPSA); v) permeabilidade via barreira
hematoencefélica (BBB); vi) ligacdo as proteinas plasméticas (PPB); vii)
potenciais riscos toxicologicos (carcinogenicidade, genotoxicidade, irritacéo
cutanea, citotoxicidade (A549), irritacdo ocular e corrosdo ocular) estes
descritores foram obtidos através de programas gratuitos, como o perfil
toxicocinético pelo ADMETLab
(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal) e SmartCyp

(https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to_som). Quanto as propriedades fisico-

qguimicas podem pelos programas Molview (www.molview.com) e Osiris
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Property Explorer (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo), os quais

sdo devidamente validados e publicados na Regulatory Toxicology and

Pharmacology (RTP).

RESULTADOS

Atualmente, ferramentas computacionais tém sido amplamente utilizadas

experimentalmente. Os Quadros 1 e 2 apresentam as informacdes quimicas e

fisico-quimicas da HQ.

Quadro 1 - Descritores quimicos da HQ

Nomenclatura IUPAC/
CAS

benzeno-1,4-diol/ nimero: 123-31-9

Formula Molecular CesHsO2
Peso Molar 110,11 g/mol
TPSA (Topological | 40,46 A
Polar Area de

superficie topografica)

Numero de grupos |2

aceptores de elétrons

Flexibilidade molecular | zero

Faixa de fuséo 202- 203 °C

Smiles

OC1=CC=C(0)C=C1

Fonte: Osiris Property Explorer e Molview

Quadro 2 - Descritores fisico-quimicos da HQ

PARAMETRO HIDROQUINONA
M Log P (o/a) 0,79
Log S (Solubilidade) -1,02 g/L

Fonte: Osiris Property Explorer
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Analisando as informac¢des quimicas e fisico-quimicas, a HQ tem peso
molecular inferior a 500 gg/mol, LogP inferior a 4,15. Possui menos de 10
atomos de oxigénio (O= 2 atomos) e menos que 5 grupos hidroxila (OH= 2
grupos). Tem caracter lipofilico, pois o valor de Log S é inferior a zero (Log S= -
1,02 g/L) e MLogP superior a 1,0 (M LogP= 0,79).

Para ilustrar a distribuicdo das proriedades fisico-quimicas, o grafico em
radar (Figura 1) sumariza as seis propriedades fisico-quimicas relacionadas ao
potencial efeito sistémico: lipofilia (LIPO), tamanho da molécula (SIZE),
polaridade (POLAR), solubilidade (INSOLU), saturacdo/ fracdo de carbonos no
sp3 (INSATU) e flexibilidade molecular (FLEX). Dentre as seis propriedades, a
HQ atende 5 propriedades, as quais se concentram na area résea, a qual
considera uma farmacocinética favoravel para uma potencial acdo sistémica
(AdmetLab). A insaturacdo se deve a ressonancia eletrdnica das duplas
conjugadas do anel aromatico da HQ, os quais ndo permitem solubilidade em

meio aquoso.

LIPO

FLEX SIZE

/

P

INSATU POLAR

INSOLU

Figura 1. Representacdo gréfica sobre as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da
hidroquinona. Legenda: LIPO: lipofilia, SIZE: tamanho da molécula, POLAR: polaridade,
INSOLU: solubilidade em meio lipofilico, INSATU: saturacao/ fragdo de carbonos no sp3, FLEX:

flexibilidade molecular. Fonte AdmetLab

A densidade eletronica foi representada pela analise de superficie

topogréfica polar (TPSA) (Figura 2). A érea destacada em coloracdo vermelha



se deve a ressonancia das insaturacdes do anel aromatico. Quanto a coloracéo
azul, aos aceptores de elétrons presentes na molécula. Os dois grupos
hidroxila e a extensdo da conjugacao estrutural (representados pela coloracao
amarelo-esverdeado) conferem a altamente reatividade quimica desta

substancia.

Figura 2 - Superficie topoldgica polar (TPSA) da hidroquinona. Fonte: Molview
As informacdes sobre o perfil farmacocinético da HQ, foi empregado o
software AdmetLab. No Quadro 3 sdo apresentadas as seguintes informacdes

sobre as caracteristicas farmacocinéticas da HQ (Quadro 3).

Quadro 3 - Descritoresfarmacocinéticos da hidroquinona

Ligacdo as proteinas | 47,09%

plasmaticas

Clearance 17,25 mL/min/kg

Tempo de meia-vida 0,90/ h

Log Kp (permeacéo |-6,55cm/s

cutanea)

Passagem pela | Sim (0,049), pois log BB> -0,1

barreira




hematoencefalica

(Log BBB)

Fonte: AdmetLab

Em relacdo ao metabolismo, a analise preditiva in silico da HQ foi realizada
pelo software SmartCyp. Esta molécula ndo inibe as enzimas CyP1lA2,
CyP2C19, CyP2C9, CyP2D6. Porém, inibe o sistema CyP3A4, cujos escores
atribuidos aos carbonos (codificados como 71) e oxigénios (codificados como
7) sao superiores a zero (Figura 3). O parametro “Relative Span”, apresenta
escore 1,0 para oxigénio, para os atomos de carbono, 0,6. Isso impedira a
oxidacao dos carbonos aroméaticos e de ligacdes duplas, inibindo a geracao de

metabolitos endlicos, como benzoquinona.

Figura 3: Andlise preditiva da inibicdo da enzima CyP3A4 pela hidroquinona.

3A4 Ranking Atom 3A4 Score Energy 2DSASA Span2end Relative Span  Similarity
1 01 70 15.0 0.0 0 1.0 1.0

2 Cc3 711 772 322 2 06 0.7

Fonte: AdmetLab

O programa AdmetLab permite predizer a potencial toxicidade, através de
algoritmos (Quadro 4). Foram selecionados 0s seguintes parametros:
sensibilidade cuténea, irritagdo ocular, corrosdo ocular, carcinogenicidade,
citotoxicidade e genotoxicidade, tendo em vista 0 emprego tépico da HQ,

apresentacao farmacéutica disponivel no Brasil.




Quadro 4 - Descritores toxicoldgicos da hidroquinona

PARAMETRO ALGORITMO TOXICIDADE
Sensibilizacdo cutanea 0,91 Alta

Irritac@o ocular 0,98 Alta
Corroséo ocular 0,98 Alta
Carcinogénico 0,72 Alta
Citotoxicidade (A549) 0,51 Moderada
Genotoxicidade 0,93 Alta

Fonte: AdmetLab

Valores inferiores a 0,3 sdo considerados indcuos. Valores entre 0,4 a 0,6
moderadamente toxicos e, entre a faixa de 0,7 a 1,0, altamente toxicos. Desta
forma, a HQ apresenta citotoxicidade (A549) moderadamente tdxica, por estar
na faixa de 0,4 a 0,6 e alta toxicidade em promover a sensibilizacdo cutanea
(0,91), genotoxicidade (0,93), irritacédo ocular(0,98), corrosdo ocular (0,98), bem
como carcinogénico (0,72), uma vez que os valores calculados estao na faixa
de 0,7 a 1,0.

DISCUSSAO

Através das analises in silico, pode-se observar a alta reatividade quimica da
HQ pela analise de superficie topografica polar (TPSA) (Quadro 1). A presenca
de aceptores de elétrons permite a possibilidade de formacao de quelatos com
metais. Desta forma, a HQé capaz de inibir a enzima tirosinase, a qual possui
atomo de cobre. Segundo Patil, Sistla e Jadhav (2016) o mecanismo de a¢ao
da HQ é inibir a enzima tirosinase, a qual atua na formacdo de pigmentos, a

citar a melanina.

A HQ possui caracter lipofilico, pois o valor de Log S é igual a -1,02 g/L.
Desta forma, pode apresentar uma boa permeacdo cutanea, podendo entdo
atuar sobre os melandcitos, indica que a preparacdo da formulacdo tdpica,
corroborado pelo valor de Log Kp, cujo valor de permeacéo cutanea foi de —

6,55 cm/s, sendo valor inferir a zero (Quadro 2 e 3).



A alta toxicidade da HQ pode ser justificada pela sua alta reatividade
quimica, como foi observado na representacdo da superficie topoldgica polar
(TPSA) da HQ (Figura 2).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas observadas no Quadro 1, a HQ
atende a regra de Lipinski. Sendo uma molécula de peso molecular inferior a
500 g/mol e lipofilica, pode apresentar uma alta biodisponibilidade se
administrado por via oral. Através do programa AdmetLab, o seu perfil
farmacocinético apresenta alta absor¢éo gastrintestinal. Além disso, € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (Quadro 3), podendo interferir na
metabolizacdo de neurotransmissores como a dopamina, uma vez que inibe a

enzima tirosinase (Patil, Sistla e Jadhav, 2016).

Desta forma, a HQ ndo pode ser administrada por via oral (DRUGBANK-
online- https://go.drugbank.com/drugs/DB09526), devido a sua potencial
toxicidade, bem como interferir na metabolizagdo hepatica, por inibir a enzima
CyP3A4, importante enzima envolvida na catalisacdo de muitas reacoes
envolvidas no metabolismo de medicamentos e na sintese de colesterol,

esteroides e de outros lipideos (NBI- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1576).
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