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RESUMO

O processo de desenvolvimento de novos farmacos ¢ complexo, oneroso e prolongado devido
aos diversos processos envolvidos até o registro sanitario do novo composto. A durabilidade
destes estudos eleva o custo e tempo empregados no desenvolvimento, e as técnicas
computacionais e de inteligéncia artificial auxiliam na diminuicdo do tempo e custo deste
processo. Neste trabalho foram realizados estudos de modelagem molecular in silico de 7
analogos da acetamida 1, um inibidor da tripanotiona redutase, enzima presente em parasitas
como Trypanossoma cruzi ¢ Leishmania spp. As propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas, como absor¢ao, distribui¢do, metabolismo, excre¢ao e toxicidade (ADMET),
juntamente com a avaliacdo druglikeness, foram calculadas e avaliadas utilizando servidores
como OSIRIS, SwissADME, PreADMET e Pro-tox II. Os resultados das predigdes de ADMET
e de drug-likeness sugeriram que quatro destes compostos apresentam parametros drug-likeness
promissores e todos apresentaram de média a baixa probabilidade de toxicidade. Por fim, foram
realizados estudos de docking molecular na enzima tripanotiona redutase utilizando o programa
GOLD e, a partir das analises, foi possivel selecionar 3 anadlogos que demonstraram interagdes
moleculares favoraveis in silico, sugerindo que podem atuar como potenciais inibidores da

tripanotiona redutase.

Palavras-chave: Doenca de chagas; leishmaniose, tripanotiona redutase; estudos in silico;
modelagem molecular; drug-likeness.



ABSTRACT

The process of developing new drugs is complex, expensive, and prolonged due to the different
processes involved until the sanitary registration of the new compound. The durability of these
studies increases the cost and time used in the development, and computational and artificial
intelligence techniques help to reduce the time and cost of this process. In this work, in silico
molecular modeling studies of 7 analogs of acetamide 1, an inhibitor of trypanothione
reductase, an enzyme present in parasites such as Trypanosoma cruzi and Leishmania spp.
Physicochemical, and pharmacokinetic properties such as absorption, distribution, metabolism,
excretion and toxicity (ADMET), along with drug-likeness assessment, were calculated and
evaluated using servers such as OSIRIS, SwissADME, PreADMET, and Pro-tox II. The results
of ADMET and drug-likeness predictions suggested that four of these compounds have
promising drug-likeness parameters and all have a medium to a low probability of toxicity.
Finally, molecular docking studies were performed on the trypanothione reductase enzyme
using the GOLD program and, from the analysis, it was possible to select 3 analogs that
demonstrated favorable molecular interactions in silico, suggesting that they may act as

potential inhibitors of trypanothione reductase.

Keywords: Chagas disease; Leishmaniasis; trypanothione reductase; in silico studies;
molecular modeling; drug-likeness.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (PD&I) de farmacos ¢ um processo
complexo, oneroso e de grande duragdo, que pode durar entre os processos de fase pré-clinica
até o registro sanitario, cerca de 14 anos com um custo de aproximadamente U$ 1,8 bilhdes
(BHAGAT; BUTLE, 2021). O estimulo para a produg@o de novos projetos de desenvolvimento
de farmacos tem como motivagcdo diversos fatores, entre eles, o fato que ainda existem
patologias e condi¢des clinicas em que ndo ha disponibilidade de tratamentos adequados,
quando ha alternativa medicamentosa algumas vezes ¢ de alto custo e também ha presenga
ainda de tratamentos que causam diversos efeitos adversos dificultando assim a adesdo

medicamentosa (SCHUHMACHER et al., 2016; LUPATINI et al., 2019.

Figura 1- Processo de desenvolvimento de firmacos, adaptado de Bhagat e Butle

Descobertas de novos ESucosde Desenvolvimento e . .
alvos, pesquisa e Farmacocinética- ADME . lini Registro e aprovagdo
otir;lizn ciode (Absorgdo, distribuigao, ensaios clinicos
candidatos a farmacos metabolismo e excregéo) (5= 6 anos) (1 -2 anos)
{3=5 anos] (1-2anos)
Processode
desenvolvimentode Aplicagdo de técnicas Avaliacio in silico da Desenvolvimento da Submeterla a_"élise
farmacos de quimica medicinal; predicdo de formulagio; da(as) agéncia(as)

reguladora(as)

metabolismo e
metabdlitos;

Bioinformadtica (triagem
virtual, docking

(Aproximadamente
14 anos)

molecular);

Avaliacdo da funcdoin
vitro;

Avaliac3o in vitro;

Avaliagdo in vivo.

Estudos de Fase I;

Estudos de Fase II;

Obtencdo do registro
definitivo

5 e Estudos de Fase lIl.
Avaliacdo da atividade

in vivo.

Farmacovigilancia

Fonte: AUTOR (2022)

O desenvolvimento dessas substancias que serdo futuramente candidatas a fA&rmacos,
além de um elevado custo e alta demanda de tempo, também requer uma combinacdo de agdes
com a atuagdo de diversas areas da ciéncia e de novas tecnologias, e como consequéncia desta
integragdo nos ultimos anos obtiveram-se resultados expressivos no desenvolvimento de
diversas estratégias no planejamento de novos compostos ativos e inovagoes terapéuticas com

resultados promissores (AMARAL et. al.; 2017; BHAGAT; BUTLE, 2021).
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As novas tecnologias, entre elas as computacionais e de inteligéncia artificial também
desenvolvem papel fundamental neste processo, pois oferecem mais opgdes para os avangos
cientificos na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, e levando a resultados bem promissores
para melhorias na qualidade de vida de distintas populacdes ao redor de mundo (AMARAL et.
al.; 2017; SWINNEY; ANTHONY, 2011).

A quimica medicinal fornece ampla interdisciplinaridade tematica, com a aplicagao de
conhecimentos de varias areas cientificas como, por exemplo, a quimica com o aperfeicoamento
de técnicas de sintese organica, analise e purificagdo de substancias, e, na biologia em que seus
conceitos esclarecem informagdes relevantes sobre mecanismos fisiopatologicos e
farmacoldgicos para o melhor entendimento dos processos de reconhecimento da molécula e
seu alvo de acdo e desenvolvimento de ensaios bioldgicos, além da andlise de propriedades
toxicologicas e farmacocinética dos candidatos a farmacos (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Os processos de identificacdo e otimizacao de protdtipos é uma das etapas mais
desafiadoras na pesquisa por novos farmacos, sendo necessario o conhecimento e a associagao
de diferentes abordagens cientificas e tecnoldgicas (PATRICK, 2017). Acompanhando a
evolucdo cientifica, duas principais estratégias se destacam: o planejamento fenotipico de
farmacos, o qual consiste na identificacdo de um composto com atividade farmacoldgica, e a
partir deste prototipo, se obtém andlogos estruturais que podem ser modificados, permitindo
explorar o espaco quimico de um determinado esqueleto estrutural, favorecendo os estudos de
relacdo estrutura-atividade e contribuindo para o planejamento de compostos com propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas adequadas para que possam se tornar um farmaco. E, o
planejamento genotipico, o qual consiste na identificacdo de um alvo molecular validado, a
identificagdo de um composto “hif” para aquele alvo e realizagdo de modificagdes moleculares
dessa molécula, visando a otimizacdo do perfil de atividade biologica, bem como de
propriedades farmacodinadmicas e farmacocinéticas. (WERMUTH, 2015; ZIMMERMANN,
2018).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 QUIMICA MEDICINAL E PLANEJAMENTO DE FARMACOS

A quimica medicinal tem como objetivo o estudo e aprimoramento de técnicas para
potencializacdo de compostos, que estdo em fase de desenvolvimento ou mesmo ja descobertos
em fase pré-clinica ou mesmo aprovados, e estes estudos possuem como finalidade aumentar a
poténcia destes compostos frente aos alvos, mitigar efeitos adversos e descobrir novos alvos
para essas moléculas com o intuito de tratar varias doengas e ter a possibilidade de prolongar e
aumentar a qualidade de vida (IMMING et al., 2006; SANTOS et al., 2016).

O corpo humano nada mais ¢ que uma entidade bioldgica, e para que os objetivos
farmacoterapéuticos de novos farmacos sejam alcangados, as descobertas na area da ciéncia
bioldgica sdo, sem duvida, de extrema importancia, pois entender todo sistema biologico e
metabolico principalmente do complexo enzima receptor, ¢ essencial na pratica da quimica
medicinal (IMMING et al., 2006; CHOU, 2017).

Para o processo de desenvolvimento e produgdo de farmacos normalmente levam-se
em consideragdo algumas abordagens para a defini¢ao de prioridades, uma dessas € quantitativa
e utiliza como pardmetro os dados epidemiologicos (morbidade, mortalidade ou carga de
doenga), financeiros (custos e utilizagdo) e clinicos, entre outros. Esse tipo de abordagem pode
ser melhor visualizada em um grande relatorio realizado pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), que considera que, quanto maior a carga da doenga, maior sua importancia sanitaria,
maior o custo da doenca para a sociedade e mais prioritaria para a Saude Publica (WHO, 2013;
FIGUEIREDO, 2016).

O processo para a descoberta de um novo composto e seu desenvolvimento, ¢ um
processo demorado e custoso com elevado tempo médio envolvido no desenvolvimento de que
pode variar anos ou mesmo décadas (VAN NORMAN, 2016; BHAGAT; BUTLE, 2021).
Pensando nestas dificuldades encontradas no processo, normalmente as industrias
farmacéuticas utilizam de preferéncia os estudos de patologias cujo custo do tratamento
fornecerao rapido retorno financeiro. Segundo revisao de Weng, Chen e Wang (2018) em 2010,
o investimento de US § 2,4 bilhdoes em doengas tropicais neglicenciadas (DTN) representou
apenas 1% das despesas gerais com pesquisas relacionadas a saude, e no periodo entre 2000 e
2013, houve trés novas aprovagdes de farmacos para tratamento de DTN, e cinco farmacos

direcionados a DTN estavam em ensaios clinicos de fase III, incluindo um para dengue, trés
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para oncocercose/esquistossomose € um para todas as trés doencas (leishmaniose, doenca de
Chagas e doencga do sono africana) (WENG; CHEN; WANG,2018; BHAGAT; BUTLE, 2021).

As abordagens computacionais, como a triagem virtual baseada nas estruturas de
grandes bibliotecas digitais de compostos e a avaliagao dos modos de ligacao do ligante em seu
alvo, tornaram-se um componente de extrema importancia na descoberta de farmacos na
atualidade. Além de fornecer informagdes importantes sobre moléculas que potencialmente se
ligam a um alvo especifico, também auxiliam na interpretagdo de observagdes experimentais,
como estudos de relagdo estrutura atividade (REA) (LYU et al., 2019; FISCHER ef al., 2021).

Um dos principais métodos aplicados na descoberta de medicamentos com base na
estrutura € o acoplamento ou ancoragem molecular também comumente chamado de docking
molecular (LYU et al., 2019). A adesdo a técnica da triagem virtual deve-se principalmente a
seu custo-beneficio, ja que seu uso permite em sua grande maioria minimizar os custos e reduzir
a ocorréncia de falhas no estagio final, ja que ¢ uma ferramenta que traz informagdes relevantes
sobre possiveis modos de intera¢do e afinidade de um ligante a uma determinada proteina
aumentando assim seu potencial na identificagao de novos quimiotipos e percep¢des com uma
maior acurécia das interagdes entre o ligante e seu alvo (MACALINO et al., 2015; FISCHER
etal., 2021).

Os processos de identificacdo e otimizagdo de prototipos ¢ uma das etapas mais
desafiadoras na pesquisa e desenvolvimento, sendo necessario o conhecimento e a associagao
de diferentes abordagens cientificas e tecnologicas (PATRICK, 2017).

As estratégias de modificagdo molecular permitem explorar o espago quimico de um
determinado esqueleto estrutural, favorecendo os estudos de relagdo estrutura-atividade e
contribuindo para o planejamento de compostos com propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas adequadas para que possam se tornar um farmaco Entre estas estratégias, o
bioisosterismo se destaca em fung¢do de sua versatilidade permitindo que seja feita uma
avalia¢do da influéncia quimica e estérica de determinados grupos funcionais (WERMUTH,
2015; BARREIRO; FRAGA, 2015; PATRICK,2017).

O aprimoramento de parametros fisico-quimicos ¢ um grande desafio no processo de
desenvolvimento de farmacos, e a abordagem in silico ¢ de extrema importancia neste processo.
O processo de metabolizagao de xenobioticos (por exemplo, firmacos) envolve biologicamente
acdo de transportadores e enzimas, através de um processo denominado biotransformagao em
que os farmacos sao modificados estruturalmente em diferentes moléculas (metabolitos) por

varias enzimas com capacidade metabolizadoras (BARREIRO; FRAGA, 2015).
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Os estudos acerca deste tema s3o considerados processos-chave na otimizacdo de
compostos lideres, no desenvolvimento de compostos com propriedades farmacocinéticas
ideais, na identificagdo de novas entidades quimicas com base na descoberta de metabolitos
ativos, na minimizacao de potenciais riscos de seguranca do seu uso devido a formacdo de
metabolitos reativos ou toxicos, e, para comparar resultados pré-clinicos do metabolismo entre
animais com humanos e assim garantir uma reprodutibilidade adequada acerca da produgdo de
metabolitos nessas espécies e para apoiar a previsao da dose teraputica humana segura
(ZHANG; TANG, 2018; ZHANG; ZHU; TANG, 2009).

A capacidade da quimica medicinal de auxiliar e otimizar este processo inicial de
desenvolvimento de novos compostos, tem sido muito importante em patologias como as
doengas tropicais negligenciadas (DTNs) as quais t€ém sido negligenciadas ha muito tempo na
agenda global de satide. As DTNs que correspondem a um grupo de doengas que ocorrem em
condi¢des climaticas tropicais e subtropicais ¢ estdo diretamente ligadas a pobreza onde o
acesso a saneamento ¢ inadequado e assisténcia médica € limitada, e as pessoas vivem proéximas
a animais e vetores de doengas infecciosas, principalmente em areas remotas e rurais. Entre as
doengas consideradas como DTNs podemos citar a Doenca de Chagas, Leishmaniose, Maldria,
entre outras, sendo predominante na Africa, Asia e Américas (WHO 2020; ENGELS; ZHOU,
2020)

2.2 DOENCA DE CHAGAS E LEISHMANIOES

Segundo os dados da OMS estima-se que aproximadamente de 6 milhdes a 7 milhdes
de pessoas estejam com a infeccdo causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, esta denominada
como Doenca de Chagas. Estima-se que cerca de 75 milhdes de pessoas estdo sob risco da
doenga, devido ao alto nimero de pessoas nio diagnosticadas ou nio tratadas. E uma doenca
endémica em 21 paises continentais da América Latina entre eles Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, México, Nicaragua, Panamd, Paraguai entre outros (WHO, 2022).

No Brasil estima-se em mais de um milhdo o nimero de pessoas que ainda convivem
com a infeccdo por 7. cruzi, e, ¢ uma das principais causas de dbitos causados por patologias
infecto-parasitarias (BRASIL, 2019). Entre 2003 e 2018, foram notificados 4.556 casos de
chagas, com algumas mudangas nas regides afetadas a partir de 2007, com maior concentragao
de notificacdo de casos e incidéncia na regido Norte. Ocorreram alteragdes no perfil

epidemiologico da doenga, principalmente pelo aumento nas acdes de controle vetorial, além
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das transformagdes ambientais ¢ de ordem socioecondmica, saindo do meio rural ¢ instalando
mais em meios urbanos (BRASIL, 2019; SANTOS et al., 2020).

A denominagdo dada para doenga de Chagas deve-se pela descoberta do médico e
pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, que também descreveu detalhes da doenca em
1909 (WHO, 2020). O ciclo de vida do T. cruzi alterna-se entre o inseto vetor conhecido como
Barbeiro e o mamifero hospedeiro. A infeccdo humana resulta das picadas de vetores
reduvideos (familia Reduviidae) durante o repasto sanguineo desses hematofagos infectados e
com a liberacdo de tripomastigotas metaciclicos em excregdes como as fezes e urina do
triatomineo, proximo de uma area da pele lesada ou em mucosas integras do hospedeiro
mamifero. Existem outras formas de transmissdo entre elas estdo: a ingestdo de alimentos
contaminados com excrecdes do barbeiro, transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos e
verticalmente durante o parto da mae para o recém-nascido (PEREIRA et al., 2021; TYLER;
ENGMAN, 2001).

O parasita possui dois tipos de hospedeiro, em que se completa seu ciclo de vida
(também chamado de heteroxénico), um dos ciclos € no vetor triatomineo, ele se infecta quando
realiza o repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado, os parasitos no epitélio intestinal
do vetor passam da forma tripomastigota para epimastigota proliferativa, multiplicam-se e se
diferenciam novamente na forma tripomastigota metaciclico, e via repasto sanguineo infectar
novamente outro humano, fechando o ciclo. No hospedeiro mamifero, os tripomastigotas
metaciclicos invadem células préximas ao local onde ocorreu a inoculag@o, onde se diferenciam
amastigotas intracelulares. Os amastigotas se multiplicam por divisdo bindria e se diferenciam
posteriormente em tripomastigotas, € entdo sdo liberados na circulagdo e estas formas
evolutivas infectam células de uma variedade de tecidos e se transformam em amastigotas
intracelulares em novos locais de infec¢ao (CDC, 2019; WHO, 2020).

A doenga se apresenta em duas fases, uma aguda e outra cronica. A fase aguda em
geral ¢ assintomatica, podendo apresentar alguns sintomas inespecificos e raramente ¢ mais
grave apresentando sinais e sintomas cardiacos ou neurologicos. Lesdes nodulares chamados
de chagomas, podem se desenvolver em torno do local de alimentag¢ao do vetor. A maioria dos
casos agudos se resolve em um periodo de algumas semanas ou meses nesses casos mais
prolongados apresentando uma forma cronica subclinica da doenga também chamada de forma
indeterminada (CDC, 2019; WHO, 2020).

A forma cronica sintomdtica (forma determinada) pode demorar anos ou mesmo

décadas apos a infeccao inicial podendo incluir envolvimento cardiaco ou gastrointestinal, que
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ocasionalmente ocorrem quase simultaneamente. As muitas complicagcdes da doenga de Chagas
cronica podem ser fatais. A invasdo da forma amastigota na musculatura de oOrgaos
gastrointestinais e cardiovascular pode causar em carca de 30% a 40% das pessoas
megaesofago, megacolon e cardiomiopatia dilatada (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019; CDC,
2019).

Os dois principais tratamentos para eliminacdo do parasita causador da doenga de
Chagas sdo o benznidazol e também o nifurtimox (Figura 2), eles apresentam praticamente
100% de eficacia na cura da doenga se ocorrer a administracdo logo apds a infec¢do no inicio
da fase aguda, incluindo nos casos de transmissao congénita. O tratamento também ¢ indicado
para aqueles nos quais a infecg@o foi reativada como por exemplo, em portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), em transplantados, entre outras imunodeficiéncias. e para

pacientes no inicio da fase cronica (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; WHO, 2020).

Figura 2 - Estrutura quimica dos farmacos atualmente utilizados para controle parasitario

benznidazol e nifurtimox.
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Fonte: AUTOR (2021)

Porém ha uma diminuicao da eficacia de ambos os fArmacos quando a pessoa estd mais
tempo com processo infeccioso (processo cronico), mas adultos infectados, principalmente os
assintomaticos, devem receber o tratamento antiparasitario para poder prevenir ou reduzir a
progressdo da doenga, porém deve-se avaliar muito bem o uso como medida preventiva ja que
ocorre um aumento das reagdes adversas como intolerancia gastrica, erupgdes cutaneas ou
problemas neuromusculares, principalmente em pessoas com idade avangada com exposi¢ao
progressiva ao farmaco, o que pode atrapalhar o tratamento farmacologico (ALTCHEH et al.,

2014;ECHEVERRIA; MORILLO, 2019; WHO, 2020).
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Apesar de ambos os medicamentos terem alto grau de eficacia, no Brasil o
Benznidazol ¢ o farmaco de primeira escolha, e em casos de resisténcia ou intolerancia a
medicacao ¢ utilizado como segunda opcao o nifurtimox (DIAS et al., 2016).

As leishmanioses sao doengas parasitarias transmitidas por vetores de ao menos 20
espécies do género Leishmania, e sdo transmitidos entre hospedeiros mamiferos por mais de 90
espécies de flebotomineos fémeas. Os parasitas de Leishmania apresentam dois estagios
morfologicos: promastigotas flagelados extracelulares no trato digestivo do vetor flebotomineo
e formas amastigotas dentro das células do sistema fagocitico mononuclear (macréfagos) do
hospedeiro (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Existem trés formas de manifestacdes
clinicas da doenca: cutanea, mucocutanea ¢ leishmaniose visceral, afetam coletivamente 12
milhdes de pessoas em 98 paises e 1 bilhdo estdo em risco de infecgdo, além disso, sdo relatados
quase 1 milhao de novos casos e 30.000 mortes atribuidas a leishmanioses a cada ano (BAZIN
etal.,2021; WHO, 2020).

A leishmaniose visceral (também conhecido como kala-azar ou calazar) ¢ fatal em
mais de 95% dos casos se ndo ocorrer tratamento adequado, o quadro clinico ¢ caracterizado
por episodios irregulares de febre, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e anemia. A
maioria dos casos ocorre no Brasil, Africa Oriental e na India, com uma estimativa que 50.000
a 90.000 novos casos de leishmania visceral ocorram em todo o mundo anualmente, em 2018,
mais de 95% dos novos casos notificados 8 OMS ocorreram em 10 paises entre eles Brasil,
China, Etiopia, India, entre outros da Asia, da Africa e Oriente médio (WHO, 2020).

A comunidade cientifica tenta desenvolver mecanismos para tratamento e preven¢ao
da leishmaniose, testes com vacinas ja foram realizadas, mas ainda nao ha uma com amplo uso
clinico para preven¢do da leishmaniose humana e outras abordagens como controle vetorial
permanecem extremamente dificeis nos principais paises atingidos pela doenca (WHO, 2020).

Além destas dificuldades, o tratamento farmacologico € de dificil adesao, assim como
ocorre com a doenga de Chagas ha um numero limitado de medicamentos utilizados no
tratamento da leishmaniose, incluindo antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina,
paromomicina e miltefosina (Figura 3), sendo este tltimo o Gnico farmaco ativo administrado
por via oral e ¢ altamente eficaz com taxas de cura de at¢ 98%, e os demais farmacos
normalmente sdo administradas por via parenteral. Porém, a maioria desses fa&rmacos causam
uma série de eventos adversos e altas taxas de toxicidade, além de serem de alto custo € o0 uso

a longo prazo pode levar a resisténcia parasitaria (BAZIN et al., 2021, WHO 2020).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos principais farmacos utilizados para o tratamento das

leishmanioses.
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Viarios aspectos estdo envolvidos no sucesso do tratamento farmacoldgico como
fatores do hospedeiro (genética, imunidade e apresentagdo clinica da doenca), recursos de
tratamento, dosagem, duracgdo e conclusdo da terapia, além das caracteristicas do parasita, como
sensibilidade da espécie e resisténcia ao medicamento. No Brasil, a recomendacao pelo
ministério da saude para o tratamento da leishmaniose visceral sdo os seguintes medicamentos:
antimoniato de N-metilglucamina, desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal
(ASSIS et al., 2017).

Esforcos foram empregados na ultima década por alguns setores governamentais e
organizagdes de origem ndo governamentais e sem fins lucrativos para o desenvolvimento de
novos compostos com avangos para os estagios pré-clinicos e clinicos no processo de
descoberta de novos compostos, especialmente contra a leishmaniose visceral, mas o conjunto
de novos medicamentos ainda ¢ extremamente limitado, portanto, ainda hd necessidade na
identificacao de novos compostos para o tratamento da doenga de Chagas e leishmanioses, que
sejam protdtipos para o desenvolvimento de fArmacos com maior poténcia e seletividade e que

atuem com especificidade em vias essenciais e Unicas dos parasitos assim diminuindo a



20

toxicidade e efeitos colaterais dos farmacos (ZIMMERMANN, 2018; BAZIN et al., 2021; DE
RYCKER, M. et al. 2018).

2.3ALVOS MOLECULARES E ESTUDOS COMPARATIVOS

Na ultima década, vem em constante crescimento o interesse em pequenas moléculas
com multiplos alvos moleculares, especialmente no contexto da polifarmacologia, este conceito
refere-se a cada vez mais evidéncias de que pode haver melhor eficacia dos medicamentos com
o envolvimento de multiplos alvos terapéuticos, porém esse processo ainda percorrera um longo
caminho, pois também inclui efeitos colaterais indesejados na farmacoterapia, devido a
interagdes especificas de compostos com multiplos alvos (BOLOGNESI; CAVALLI, 2016;
STUMPFE; GILBERG; BAJORATH, 2018).

As proteinas intracelulares que possuem alta especializagdo s3o as enzimas, elas atuam
com extrema eficiéncia catalitica, ¢ sdo fundamentais para qualquer processo bioquimico.
Algumas destas enzimas nao requerem nenhum outro grupamento quimico para realizagcdo de
sua atividade, porém muitas delas dependem da presenga de cofatores como ions inorganicos
ou pequenas moléculas como NADH ¢ NADPH (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014;
PATRICK, 2017).

O conhecimento do mecanismo de catdlise da enzima ¢ muito importante para o
planejamento na procura de alvos para determinadas enzimas, j4 que muitos dos farmacos
disponiveis exercem seu efeito biologico através de diversas interagdes com estas proteinas. A
catalise realizada por uma enzima ocorre dentro de um bolsdo da enzima, também chamado de
sitio ativo que ¢ revestido por residuos de aminoécidos e a molécula que ¢ ligada no sitio ativo
¢ denominada de substrato que através de interacdes fisico-quimicas com estes residuos provem
a catalise, portanto os fArmacos podem ser projetados para se ligarem neste local, impedindo a
ligacdo do substrato, e assim, inibindo sua acdo (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014;
PATRICK, 2017).

Para que ocorra a interagdo efetiva do farmaco com o sitio ativo, € necessario certo
grau de afinidade e especificidade com os residuos de aminodcidos de determinados alvos
moleculares, os quais serdo determinados pelas interagdes intermoleculares como: ligacdes
covalentes, interagdes eletrostaticas ou idnicas, interagdes de hidrogénio, van der Waals,
dipolo-dipolo e hidrofobicas (BARREIRO; FRAGA, 2015). Existem 20 aminoacidos

comumente encontrados em humanos responsaveis pelas ligacdes peptidicas presentes nas
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proteinas. Estas ligacdes sdo planares, sendo que a conformacao adotada pela proteina depende
dos residuos de cada aminoacido e eles podem ser classificados quanto a natureza quimica de
acidez ou basicidade e de polaridade (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014).

Através da descoberta gendmica e da bioquimica parasitaria, foi possivel identificar
estruturalmente novos alvos exclusivamente dos parasitas. Como exemplo, as enzimas do
metabolismo dependentes de grupo tidis (tripanotiona redutase, tripanotiona sintetase e
triparedoxina peroxidase) e cruzaina (SUETH-SANTIAGO et al., 2017).

Estudos comparativos entre os parasitas 7T.cruzi e Leishmania spp. tem sido
conduzidos com intuito de identificar um composto com amplo espectro parasitario e que atue
em ambos os parasitos. Enzimas como a tripanotiona redutase (TR) estd entre os principais
alvos de novos farmacos, tanto em Leishmania spp. € outros tripanossomatideos devido ao
papel altamente relevante na manutengao da homeostase redox do parasita preenchendo
requisitos relevantes para ser um alvo interessante, pois € essencial para a sobrevivéncia do
parasita (SCHMIDT et al., 2002; BUDDE et al., 2003; BERNARDES; ZANI; CARVALHO,
2013).

2.3.1 Tripanotiona redutase

Ao contrario dos mamiferos que possuem a homeostase redox baseado na glutationa,
os parasitas tripanossomatideos possuem tripanotiona N1, N8-bis (glutationil) espermidina
conhecida também como tripanotiona reduzida como o principal agente desintoxicante contra
o dano oxidativo. Este ditiol € sintetizado pela tripanotiona sintetase (e € reduzido a tripanotiona
reduzida pela tripanotiona redutase) (Figura 4). A tripanotiona reduzida ¢ entdo usado pelo
conjunto de enzimas chamadas triparedoxina / triparedoxina peroxidase I (TXN/TXNPx) para
neutralizar peréxido de hidrogénio produzido por macréfagos durante a infecgdo (COLOTTTI et
al.,2019; COLOTTI et al., 2013).

Os parasitas Leishmania spp. € Trypanosoma spp. compartilham muitas caracteristicas
celulares, entre elas a conservagdo de genes, elevada identidade de aminoécidos entre suas
proteinas, presenca de estruturas subcelulares, como glicossomos e cinetoplastideos, e
arquitetura de seu genoma; tais conservagdes podem tornar o desenvolvimento de fairmacos
especifico da familia, em vez de especifico somente para a espécie, isto ¢, com base na inibi¢ao
de um alvo comum. O TR foi validado como alvo tanto em Leishmania spp. quanto em

Trypanosoma spp., a alta homologia de sequéncia de TR’s de diferentes organismos (80-100%)
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o torna um alvo de grande valia para o desenvolvimento de um inico farmaco de amplo espectro

ativo contra todos os tripanossomatideos (ILARI et al., 2017; BATTISTA et al., 2020).

Figura 4 - Esquema reacional do metabolismo da tripanotiona.
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Fonte: Adapatado de Colotti et al. 2019

Os tripanossomatideos possuem muitas vias metabolicas e fungdes celulares Unicas,
divergentes de outros eucariotos, e estas sdo alvos potenciais para a descoberta de novos. Por
exemplo, essa familia ndo possui a enzima glutationa redutase (GR), enzima que possui como
fun¢do a manutengdo a homeostase redox antioxidante nos humanos. Embora, TR ¢ GR
possuam cerca de 40% de identidade entre seus aminoacidos, elas apresentam local de ligagao
do substrato diferente (ILARI et al., 2018; BAILEY et al., 1993).

O substrato da TR difere da glutationa dissulfeto, substrato da glutationa redutase, em
tamanho, sendo maior e pela presenca de uma por¢ao espermidina e grupos amonios catiénicos
no lugar dos grupos carboxilatos anidnicos. Este fato confere em pH fisioldgico uma carga +1
a tripanotiona dissulfeto, enquanto a glutationa tem carga -2, justificando a seletividade dos
substratos. Estas diferenciagdes proporcionam maior possibilidade de identificar moléculas
capazes de ter como alvo especificamente a TR (BAILEY et al., 1993; HUNTER et al., 1992;
SULLIVAN et al., 1991).

A TR ¢ uma proteina homodimérica (Figura 5), onde cada monomero (A e B) ¢

formado por trés dominios de ligagdo: dominio FAD (aminoacidos 1-160 e 289-360), dominio
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NADPH (aminoécidos 161-289) e de interface entre os mondmeros (aminoacidos 361-488)
(ILARI et al., 2017). A tripanotiona redutase possui um sitio de ligagio com 20 A de
comprimento, 15 A de profundidade e 15 A de largura. Os aminoécidos que compde esse sitio
de ligagao estdo correlacionados com o dominio de ligacdo FAD (15A-22A, 53A-62A, 103A—
114A e 335A-343A) ¢ dominio de interface entre as duas subunidades 396B-399B ¢ 461B-
470B (BOND et al., 1999).

Figura 5 - Dimero da enzima tripanotiona redutase de T. cruzi com as cadeias A ¢ B

(adaptado de BOND et al., 1999).

Substrato
dissulfeto

FAD esfera azul. Substrato dissulfeto esfera vermelha. A interface do dimero esté indicado por uma reta
purpura. Dimero A verde e dimero B ciano. Fonte: AUTOR (2021), ilustragdes obtidas através do
PyMOLWin.

A tripanotiona dissulfeto, interage com 25 aminoacidos do sitio ativo da TR, em
grande parte por meio de interagdes hidrofobicas. Ha também presenca ligagdes de hidrogénios
entre a ligacao peptidica nas porgdes glicina e espermidina do substrato e os aminoacidos
Glul9A e Tyrl111A da tripanotiona. A GR possui um total de 19 aminoacidos envolvidos na
interagdo com o substrato (Figura 6), desses, 14 estdo presentes na TR, incluindo as do sitio
catalitico da GR (aminoécidos Cys53A, Cys58A e o residuo basico His461B). Ja os

aminoacidos nao conservados entre as duas enzimas sao Glul9A (Ala34A em GR), Trp22A
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(Arg37A), Serl10A (Ile113A), Metl 14A (Asn117A), e Ala344A (Arg347A) (BOND et al.,
1999; KARPLUS; SCHULZ, 1989, ZIMMERMANN, 2018; SULLIVAN et al., 1991).

Figura 6 - Comparagdo entre os dois sitios cataliticos: em verde, glutationa redutase (1 XAN)

€ em ciano, tripanotiona redutase (1BZL).

Fonte: AUTOR 21), ilustragdes obtidas através do PyMOLWin.

Com o avango nos estudos da enzima TR e a identifica¢do da tripanotiona dissulfeto
como seu substrato, inibidores miméticos aos substratos comegaram a ser pensados e dentre os
jé& identificados podemos citar os compostos biciclicos, heterociclicos, triciclicos, peptideos
miméticos, poliaminas e diarilssulfetos e organometalicos que atuam de diversas maneiras na
inibi¢do enzimatica de forma competitiva, irreversivel ou subversivo levando a producdo de
radicais livres e consequentemente ao estresse oxidativo (BENSON et al., 1992; ILARI et al.,
2017; CHAN et al., 1998; MACCARI et al., 2011; ZIMMERMANN, 2018).

A tripanotiona dissulfeto, substrato da TR, € uma molécula de elevado peso molecular,
sendo este um fator de limitagdo, muitas vezes, para a descoberta de compostos lideres. A fim
de identificar compostos que possuissem um outro esqueleto estrutural e com atuacdo na enzima
TR, Benson e colaboradores (1992) realizaram o primeiro estudo de modelagem molecular. A
partir deste estudo, compostos antidepressivos triciclicos foram identificados como sendo
inibidores competitivos da enzima TR (Figura 7) como a clomipramina, clorpromazina,

amitriptilina e mepacrina (BENSON et al., 1992; JACOBY et al., 1996; ZIMERMMAN, 2018).
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Figura 7 - Antidepressivos triciclicos identificados com ac¢do na tripanotiona redutase.
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2.4 ABORDAGENS COMPUTACIONAIS

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, as abordagens e metodologias usadas
durante o planejamento de fairmacos alteraram-se com o decorrer dos anos. Com o aumento de
estudos que utilizam produtos naturais como fontes de moléculas com atividade biologica e de
triagens biologicas automatizadas em alta escala (high-throughput screening, HTS), o uso de
abordagens computacionais ja pode ser considerado como parte do desenvolvimento em varios
estagios no processo de planejamento e descoberta de um novo composto Ait
(KALYAANAMOORTHY et al., 2011, ZIMMERMANN, 2018; HOFFER et al., 2018).

Determinado composto ¢ considerado 4it quando apresenta a atividade especifica no
alvo desejado no processo da triagem virtual de bancos de dados de compostos naturais,
sintéticos ou bibliotecas combinatérias e tem sua atividade confirmada através de ensaios
biologicos (HUGHES et al., 2011; KATSUNO et al., 2015). Durante as fases iniciais de
planejamento de farmacos, sao identificadas diversas moléculas que normalmente apresentam
baixa poténcia e afinidade e que precisam de otimizagdes em relagdo a uma série de

propriedades farmacodinadmicas e farmacocinéticas (HOFFER et al., 2018).
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Os estudos de relacdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR — do termo em inglés
quantitative structure-activity relationship) ou de relacdo estrutura-propriedade (QSPR — do
inglés quantitative structure-property relationship) tornam-se essenciais em projetos de
desenvolvimento de novos farmacos. (FERREIRA, 2002; YANG et al., 2020).

Na area de quimica medicinal teodrica, a predicdo da atividade bioldgica de novos
compostos usando relacdes matematicas baseadas em propriedades estruturais, fisico-quimicas
e conformacionais de potenciais compostos previamente testados, ¢ de extrema relevancia nos
estudos cientificos. Os estudos de REA sao uteis para entender e explicar o mecanismo de agao
de farmacos em nivel molecular e permite o projeto e o desenvolvimento de novos compostos
com propriedades biologicas desejaveis além de permitir a sintese (MARTINS; FERREIRA,
2013; FERREIRA, 2002).

Com o desenvolvimento de diversas tecnologias e softwares que auxiliam no processo
de descoberta de novos farmacos, varias metodologias de triagem estao sendo empregadas para
melhor desenvolvimento destes novos compostos. Entre essas metodologias destacam-se as
empregadas no design negativo ou também conhecido como negative design ¢ um grupo de
métodos de triagem virtual que possui como proposta eliminar compostos com propriedades
“indesejadas” nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos compostos biologicamente
ativos (RAREY, 2009; YANG et al., 2020).

Essas metodologias empregadas preveem trés caracteristicas importantes de
propriedades farmacologicas: semelhanca entre fArmacos mais conhecido como drug-likeness
em que se explora a correlacdo entre diversas moléculas, como propriedades estruturais e fisico-
quimicas, € comportamentos moleculares in vivo, especialmente para efeitos farmacocinéticos;
a presenga compostos “promiscuos” (do inglés frequent hitters) que possuem a capacidade de
ligar-se a diferentes alvos (compostos que se ligam em diversos alvos moleculares podem nao
ser o desejado para os farmacos durante o desenvolvimento de novos compostos); € por fim, a
analise do metabolismo e toxicidade que visa analisar o potencial toxicologico desses hits
(YANG et al., 2020; WALTERS; A MURCKO, 2002, MCGOVERN et al., 2002).

Com a finalidade de cada vez mais proporcionar o aumento de eficacia neste processo
de desenvolvimento, o negative design propde regras ou filtros baseados em propriedades
fisico-quimicas e/ou baseadas em subestruturas geradas em processos de metabolizagado, estes
filtros podem ser aplicados em diversos softwares que facilitam a andlise desses dados. Tais
métodos apresentam vantagens em sua simplicidade, o emprego de algumas ferramentas de

baixo custo e boa interpretabilidade destes resultados, mas também possuem defeitos inerentes
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ao método como inflexibilidade algumas vezes podendo dificultar na tomada de decisao quando
deparam-se com os resultados obtidos, além da descontinuidade de algumas dessas ferramentas
de andlise (YANG et al., 2020).

As abordagens computacionais, como a triagem virtual baseada nas estruturas de
grandes bibliotecas digitais de compostos e a avaliacdo dos modos de liga¢ao do ligante em seu
alvo, tornaram-se um componente de extrema importadncia na descoberta de farmacos
atualmente. Além de fornecer informacgdes importantes sobre moléculas que potencialmente se
ligam a um alvo especifico, também auxiliam na interpretacdo de observagdes experimentais,
como estudos de REA (LYU et al., 2019). O aumento na adesdo a técnica da triagem virtual
origina-se de seu custo-beneficio, seu potencial para identificar novos quimiotipos e percepgdes
dos mecanismos das interacdes entre o ligante e seu alvo, e um dos principais métodos aplicados
na descoberta de medicamentos com base na estrutura € o docking molecular (FISCHER et al.,

2021; LYU et al., 2019).

2.4.1 Interacio ligante proteina e docking molecular

As interagdes entre complexos e proteinas ocorrem através de forcas de interagdo bem
documentadas atualmente na literatura bioquimica (IUPAC, 2019; BARREIRO; FRAGA,
2015; PATRICK,2017; FOKOUE et al., 2020). Comumente estas interagdes, sdo classificadas
em dois grupos, as forgas eletrostaticas propriamente ditas (como as de ion-dipolo ou ion-ion)
e as forgas de van der Waals, estas, que sao forgas residuais de atracao ou repulsdo entre &tomos
que nao estdo ligados por ligacdes covalentes ou por forgas eletrostaticas entre ions ou entre
ions e espécies neutras (FOKOUE et al., 2020).

J& entre as interagdes eletrostaticas a mais destacada ¢ a intera¢do de hidrogénio, que
sdo interagdes atrativas entre um atomo de hidrogénio (H) de uma molécula ou fragmento
molecular X-H em que X seja mais eletronegativo que H, e quanto maior a eletronegatividade
da molécula ou fragmento aqui representado como X mais forte € a interagdo. As propriedades
de ligagdo de hidrogénio sdo muito importantes neste processo de docking, devido a sua forte
influéncia na especificidade de ligacdo, sua onipresenca e flexibilidade tornam as ligacdes de
hidrogénio a interagado fisica mais importante em sistemas de biomoléculas em solugdo aquosa,
j& que os atomos de hidrogénio compreendem aproximadamente metade dos atomos de

macromoléculas biologicas (FOKOUE et al., 2020; WILLIAMS et al., 2008).
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As demais interagdes encontradas sdo classificadas como interagdo cation — m uma
intera¢do molecular ndo covalente que ocorre entre um sistema 7 rico em elétrons e um cation
adjacente a ele. Interagdes anion-m que sao interagdes que ocorre entre sistemas aromaticos
deficientes em elétrons e anions, sendo assim como um tipo especial das interagdes idnicas ou
interagdes ion-dipolo. Empilhamento m — amida, também uma interagdo ndo covalente que
ocorre entre um sistema m rico em elétrons e uma amida. Outras que merecem importancia na
analise dos resultados sdo a interagdo alquila-arila que ¢ considerada com um tipo de ligagao
de hidrogénio ndo classica com anel aromatico (CH-r), que ocorre quando uma ligacdo C-H de
um grupo alquila é polarizada na presenca de um anel com sistema m e as interagdes
hidrofébicas que ocorre devido a tendéncia dos hidrocarbonetos em formar agregados
intermoleculares em meio aquoso (FOKOUE et al., 2020; BARREIRO; FRAGA, 2015;
NISHIO et al., 2014).

No docking molecular, as configuragdes de ligacdes ligante-proteina sao identificadas,
e sdo gerados resultados que sd3o chamados de poses de ligante, a geragdo desta interacdo do
complexo molécula-proteina pode predizer qual a melhor orientacdo espacial durante a
interacdo do complexo e também qual seria sua conformacdo mais estavel da molécula
analisada dentro da proteina de alvo de interesse. Para quantificar esse processo utilizam-se
fungdes de pontuagdo que sdo calculos matematicos gerados para estabelecer esse tipo de
predicio (WOJCIKOWSKI et al., 2019; FISCHER et al., 2021).

Porém assim como outros métodos computacionais encontram-se algumas limitagdes
neste método, por exemplo, a quantificagdo das interagdes ligante-proteina ¢ baseada em uma
funcdo de pontuagdo simplista, e, essa modelagem molecular simplificada ¢ uma limitagao
substancial da metodologia, que se manifesta por imprecisdes na classificacdo de pose e um
resultado desfavoravel na previsao de energias livres de liga¢ao absoluta ou relativa (CAPPEL
et al., 2020; FISCHER et al., 2021).

Além disso, a amostragem correta de poses de ligante pode ser limitada por efeitos de
ajustes induzidos, ou por estados conformacionais distintos da proteina, que na maioria das
vezes ¢ tratada como um “corpo rigido”, levando a imprecisdes além daquelas impostas pelas
fungdes de pontuacgdo. Por isso ¢ importante desenvolver um método de inspegao visual nesta
metodologia, diminuindo assim possiveis erros computacionais ¢ otimizando ainda mais o
processo de escolha das moléculas (CAPPEL et al., 2020; RIPPHAUSEN et al., 2012;
FISCHER et al., 2021).
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O processo de minimizagdo de energia molecular, etapa importante nos estudos de
docking, ¢ feita com célculos de mecanica molecular. A metodologia da mecanica molecular
esta baseada na aproxima¢ao de Born-Oppenheimer, que ¢ caracterizada por considerar os
movimentos nucleares e por tratar os elétrons indiretamente, diferindo dos métodos quanticos
de orbitais moleculares, caracterizados por estudar a estrutura eletronica, para uma posi¢ao
nuclear fixa. Na mecanica molecular supde-se que a densidade eletrdnica pode ajustar-se
instantaneamente a qualquer alteragdo na configuragdo geométrica dos nucleos, assumindo que
os nucleos possuem movimento livre e que todas as interagdes nucleares sao de caracteristicas
aditivas. No modelo de mecanica molecular as moléculas sdo consideras como uma colecao de
atomos ligados entre si por forcas elasticas ou harmonicas e a descrigao destas forcas sdo feitas
pelas funcdes de energia potencial das contribui¢des estruturais, comprimentos e angulos de
ligacdo, angulos diedros e interagdes em que nao ha ligagdes (COELHO et al., 1999;
ALLINGER et al., 1975).

Estes softwares levam em considera¢do que durante a construgdo da estrutura 3D da
molécula analisada pode ocorrer alteragdes no comprimento das ligacdes, angulos das ligagdes
ou angulos de torsdo e precisam ser submetidas a um processo chamado de minimizagao de
energia. Neste processo, a partir da molécula em sua conformacdo inicial, sdo feitas variagdes
no comprimento e angulo das ligagcdes e de torsdo até alcancar uma conformagdo
energeticamente favoravel, o que permite melhor visualizagdo das interagdes com o alvo
estudado (JONES et al., 1997; PATRICK, 2017).

Para esse processo de minimizacao de energia utilizam-se métodos semi-empiricos
como AM1, PM3 e PM7 que empregam parametros determinados com base na experiéncia e
observagdo estrutural, esses métodos normalmente sdo rapidos e precisos, € possuem
parametros ajustaveis para reproduzir propriedades quimicas importantes. A AM1 que utiliza
fungdes Gaussianas para computar a energia total das moléculas e sua geometria ideal
(FORESMAN; FRISCH, 1996). A PM3 baseado no método modified neglect of diatomic
overlap — MNDO, primeiro método utilizado para reproduzir propriedades quimicas
importantes através de calculos semi-empiricos (CRAMER, 2002). E a PM7 um dos métodos
mais atuais e utilizados em softwares de docking foi projetado para melhorar os anteriores e
reproduzir tanto as energias de interacdo intermoleculares quanto os calores de formagao das
reacdes quimicas (STEWART, 2012).

Para realizag¢do do trabalho de docking e previsao dos modos de ligagdo e afinidades

de compostos na interagdo com um sitio de liga¢ao na proteina, utilizam-se diferentes softwares
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com diversos algoritmos disponiveis para realizagdo do docking proteina-ligante entre eles
encontram-se 0 DOCK, FlexX, PRO LEADS, ¢ GOLD que sdao exemplos de softwares para
essa finalidade. A maioria das abordagens considera a proteina (principalmente) rigida e
permite que o ligante seja flexivel (JONES et al., 1997; VERDONK, 2003).

Um dos principais softwares o GOLD utiliza como base do algoritmo para calculos
funcdes de pontuacao ou também chamadas de score, entre elas a GOLDSCORE uma fun¢ao

de mecanica molecular que utiliza quatro termos:

GOLD Fitness = Shb_ext+ Svdw ext + Shb_int +Svdw int

Sendo que Shb _ext é a pontuacdo fornecida referente a ligacdo de hidrogénio do
ligante-proteina e Svdw_ext ¢ a pontuagdo das interacdes de van der Waals. Shb int é a
contribuicdo para um calculo chamado Fitness devido as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares no ligante ancorado e o Svdw int é a contribuicdo devido a tensdo
intramolecular no ligante (VERDONK, 2003; JONES et al., 1997).

Os principais atomos citados na literatura como principais doadores de ligacdes de
hidrogénio sdo os grupos N-H, O-H e F-H. A energia associada a uma ligagdo de hidrogénio
varia de 2 a 10 kcal mol™! e as distancias entre o 4tomo H do doador (A) e o 4tomo aceptor (B)
da ligacdo H ficam tipicamente entre 1,7 € 2,4 A (FOKOUE et al., 2020; MARTIN et al., 1999).
As interagdes de Van der Waals encontram-se principalmente em regides hidrofébicas das
moléculas e sdo mais fracas energeticamente que interagdes de hidrogénio (LONDON et al.,
1937; FOKOUE et al., 2020).

As pontuagdes fornecidas pelo GOLD GoldScore, ChemScore, ASP (Astex Statistical
Potential) e ChemPLP sdo consideradas adimensionais, no entanto, em cada uma destas
pontuacgdes sdo fornecidas escalas em que pode se inferir quao boa € a pose; quanto maior a
pontuacdo, melhor serd o resultado do docking. A funcdo GoldScore ja4 mencionada
anteriormente ¢ fun¢ao de pontuagdo original. A fungdo de ChemScore leva em conta a area de
contato hidrofobico-hidrofébico, ligagao de hidrogénio, flexibilidade do ligante e interagcao do
ligante com metal (JONES et al., 1997; CCDC, 2020).

A funcdo de ASP é um potencial de distancia &tomo-atomo derivado de uma base de
dados de complexos proteinas-ligandos e pode ser comparado com outros potenciais de
pontuacdo baseados em conhecimento e incorpora alguns parametros do ChemScore. O

ChemPLP usa principalmente as interagdes de hidrogénio, alguns parametros de ChemScore e
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miultiplos potenciais lineares para modelar van der Waals e termos repulsivos. E rapido de
calcular (um pouco mais rapido que o ChemScore e até quatro vezes mais rapido que o
GoldScore) e testes de validagao recentes mostraram que ele ¢ geralmente mais eficaz do que
as outras funcdes de pontuagdo para previsao de pose e triagem virtual. Essa funcdo de

pontuacgdo ¢ o padrao para GOLD versao 5.1 e posterior (JONES et al., 1997; CCDC, 2020).

2.4.2 Farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK)

Com o desenvolvimento e avango tecnologico ha um aumento significativo no nimero
de aplicagdes desenvolvidas e publicadas sobre temas que abordam a predicdo de
farmacocinética clinica (PK, do inglés clinical pharmacokineti), impulsionada em grande parte
pela exigéncia de empresas farmacéuticas integrarem dados gerados em estudos de absorcao,
distribui¢do, metabolismo e elimina¢ao (ADME) in vitro e parametros de PK in vivo em ensaios
pré-clinicos durante a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (THOMAS, 2008;

FERREIRA et al, 2021).

Sao elevados os beneficios potenciais da previsao farmacocinética na descoberta de
medicamentos. Dentre estes beneficios podemos citar: a identificacio de compostos que
possuam maior probabilidade de ter farmacocinética in vivo aceitavel, levando em consideracao
a eficacia e os potenciais efeitos colaterais indesejados; durante o desenvolvimento com o
planejamento dos ensaios clinicos adequados economizando tempo e custo; € por fim no pos-
lancamento com a previsdo da farmacocinética em varios cenarios clinicamente relevantes para
eficacia do medicamento, andlise nas diferentes populagdes-alvo, regimes de dosagem,

intera¢des medicamentosas, etc. (SAGER et al., 2015; FERREIRA er al., 2021).

O intuito do estudo da farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK, do inglés
Physiologically based pharmacokinetic) ¢ permitir a predicdao confiavel da farmacocinética em
populagdes, sejam de humanos ou animais em estudos pré-clinicos. Entre os dados que
permitem essas predigdes encontram-se: propriedades fisico-quimicas, dados de ensaios de
triagem de ADME in vitro e dados de PK in vivo e esses métodos matematicos tém sido usados
para prever a farmacocinética (THOMAS, 2008; SAGER et al., 2015).

Vérios métodos matematicos t€ém sido descritos para a predicdo da farmacocinética.
Trés que sdo comumente usados sdo: a alometria que relaciona parametros como depuragdo e

volume de distribuicdo entre os organismos (SIMEONI er al, 2004); modelagem QSPR ja
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mencionada anteriormente que tenta prever varias propriedades de um composto por meio de
descritores quantitativos calculados a partir da estrutura do composto; ¢ a modelagem de PK
que envolve o desenvolvimento de modelos de simulagdo matematica projetados para simular
o destino temporal de um ou mais compostos administrados a um organismo, baseados em
variagoes de um modelo conceitual dos 6rgaos importantes do corpo, de tecidos distribuidores
(como adiposo e muscular) e os fluxos sanguineos entre eles que sdo responsaveis pela
distribuicao de diversos xenobioticos (THOMAS, 2008; SAGER et al., 2015).

Os ntimeros relativos de dados de ADME in vitro e PK in vivo gerados variam entre
instituicdes, empresa, softwares e, de fato, por projetos em geral. No entanto, a tendéncia é que
as fases iniciais de descoberta de medicamentos sejam orientados por estudos de ADME e
fisico-quimicos in silico, sendo estes complementados por dados obtidos in vivo, através de
dados farmacocinéticos obtidos tanto em animais quanto em humanos durante o
desenvolvimento pré-clinico ou pelos ensaios clinicos de Fase I ¢ II (THOMAS, 2008;
SAGER et al., 2015).

Alguns pardmetros possuem relevancia significativa na triagem/predicio ADME in
silico entre elas: nivel de ligagdo de proteinas plasmaticas, depuragdo microssomal de
hepatdcitos, lipofilicidade e pKa. Ja na década de 2000 essas metodologias ja foram descritas
como sendo apropriadas para o rastreamento de um grande numero de compostos na
identificacdo e otimizagdo de composto lider, classificando-os de acordo com os critérios
farmacocinéticos desejados, e selecionando esses compostos para progressao dos estudos

(BRIGHTMAN et al., 2005; THOMAS, 2008).

2.4.3 Analises in silico de propriedades farmacocinéticas, metabolismo e toxicologia.

Entre os pontos considerados essenciais no desenvolvimento de novos farmacos um dos
mais relevantes ¢ a biodisponilidade oral. Cada vez mais torna-se importante conhecer a analisar
as propriedades moleculares que possam vir a limitar tal propriedade no farmaco. Com base em
um grande banco de dados de farmacos conhecidos, a “Rega dos 5” (RO5) de Lipinski e
colaboradores, as informagdes disponibilizadas através desses dados representa uma ferramenta
rapida de analise e determina valores limites para quatro descritores: 1. peso molecular (< 500);
2. cLogP (< 5); 3. doadores de ligagdes de hidrogénio < 5: 4. soma de ligagdes O-H e N-H ; 5.
aceptores de ligacdes de hidrogénio < 10: soma de atomos de N e O) (LIPINSKI, 2000).
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De forma complementar, Veber e colaboradores observaram que uma maior
biodisponibilidade oral foi descrita para compostos que apresentavam numero de ligagdes
rotativas menores que dez e menores areas de superficie polar (< 140 A%) (VEBER et al., 2002),
e estas regras sugerem que compostos que violem um ou mais de descritos podem apresentar
problemas de biodisponibilidade oral.

Diferentes ferramentas computacionais foram desenvolvidas com o tempo para analises
dessas propriedades, € com seu desenvolvimento criou-se a oportunidade de promover cada vez
mais a otimiza¢do quimica destas moléculas, empregando técnicas que visam promover uma
relacdo estrutura-atividade destes compostos orientando na diregdo em suas otimizagdes
(YANG et al., 2020).

A maioria desses softwares desenvolvidos como ferramentas para analise e predi¢ao
fisico-quimica, utilizam regras baseadas em varios bancos de dados tradicionais com estruturas
quimicas, como o0 MACCS II Drug Data Report (MDDR, um conjunto de estruturas que foram
rastreadas in vitro), Physicians' Desk Reference (PDR, um conjunto de estruturas de
medicamentos ja prescritos) e novas entidades de produtos quimicos (NCE) que nada mais ¢
que um conjunto de estruturas que passaram nas fases I e II de ensaios clinicos, além de banco
de dados de diversas empresas da industria farmacéutica (GHOSE; VISWANADHAN;
WENDOLOSKI, 1998; CHARIFSON; WALTERS, 2002 YANG et al., 2020).

Os modelos empregados nestas técnicas podem ser de natureza empirica, com a
representacdo da distribuicdo de um fiarmaco em uma série de ‘“‘compartimentos”
interconectados com volumes de distribui¢do variados, essa depuracdo do farmaco pode ser
representada usando a eliminacao cléssica de primeira ordem para a predi¢ao da depuragdo; ou
pode ser mais complexa, por exemplo, a cinética de Michaelis Menten, ou mesmo os modelos
farmacocinéticos de base fisioldgica que representam Orgdos “reais” conectados
anatomicamente pelo fluxo sanguineo, estes modelos matematicos fornecem processos
fisiologicos mais “reais” quando comparado a modelos obtidas nos modelos empiricos
(JOHNSON; GOODY, 2011; UPTON; MOULD, 2014).

Em grande parte dos casos, esses processos biologicos sdo razoavelmente bem
compreendidos e podem ser descritos matematicamente a partir de dados in vivo obtidos a partir
de experimentos permitindo entdo a determinagdo de parametros farmacocinéticos relevantes,
desde que tais dados estejam disponiveis para estudo (KUEPFER et al., 2016; PETITO et al.,
2019).
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No entanto estes testes in vitro geram um esfor¢o significativo, com a aplicacdo de
diversos ensaios e utilizagdo de modelos animais, para o teste de apenas uma unica molécula
em muitos os casos, sendo assim, as ferramentas in silico sao adequadas para analise prévia e
permite a previsao virtual de alto rendimento das propriedades farmacocinéticas ¢ ADME no
inicio do processo de desenvolvimento de medicamentos (PETITO et al., 2019). Propriedades
como permeagdo da barreira hematoencefalica e absor¢do intestinal podem ser investigadas
usando fungdes descritoras para compostos de interesse antes que estudos in vitro sejam
decididos e aplicados (JAMEI et al., 2009; PETITO et al., 2019).

O metabolismo do farmaco ¢ dividido em reagdes de Fase I (oxidacdo, hidrdlise,
reducdo) e Fase II (conjugacdo). Os citocromos P450 (CYP) sdo as principais enzimas da Fase
I e que metabolizam a maioria dos fArmacos, e a glucuronidacdo ¢ a principal reagcdo da Fase
I, que ¢ catalisada pela uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase (UGT) e serve como

mecanismo de depuragdo para farmacos de diversas classes terapéuticas (RUDIK et al., 2015).

2.5 COMPOSTOS CARBAMATOS E ACETAMIDAS COM ATIVIDADE TRIPANOCIDA
E LEISHMANICIDA.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na busca de novos compostos lideres ativos
contra o agente etiolégico da doenca de chagas e leishmania fazendo uso de diferentes
ferramentas de Modelagem Molecular. Em um trabalho anterior realizado por Zimmermann
(2018), foi realizado estudos de triagem virtual, para identificacdo de um composto inibidor da
enzima tripanotiona redutase. (BOND et al., 1999; BERNARDES; ZANNI; CARVALHO,
2015; VUORINEN; SCHUSTER, 2015).

No estudo conduzido por Zimmermann (2018), foi empregado dentre as técnicas
atualmente mais utilizadas dentro da quimica medicinal a de triagem virtual (ou Virtual
Screening). O termo virtual screening (VS), foi criado no final da década de 1990, e descreve
o uso de algoritmos e modelos computacionais para a identificacdo de novas moléculas
(SCHNEIDER, 2010; SCHNEIDER et al., 2000).

Esta técnica tornou-se uma alternativa para os grupos académicos e industrias
farmacéuticas na descoberta de novos compostos, tornando-se uma maneira mais economica de
encontrar hits rastreando grandes bibliotecas de compostos virtuais in silico. E com a avango

cada vez maior do processamento de hardware dos computadores, aprimorou-se ainda mais o
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fluxo de trabalho neste processo de desenvolvimento reduzindo de maneira significante o tempo
deste ciclo de descoberta de hits (WANG et al., 2020; DRWAL; GRIFFITH, 2013).

Os métodos VS podem ser classificados em duas grandes categorias: VS baseado em
ligante com bioatividade (conhecido como structure-based drug discovery ou a sigla SBDD)
geralmente farmacos candidatos e ou com atividades promissoras; e VS baseado em
alvo/estrutura (também conhecido como ligand-based drug design ou a sigla LBDD), que
comega a partir dos ligantes conhecidos de um alvo e da estrutura cristalina tridimensional (3D)
de um alvo respectivamente (RIPPHAUSEN ef al., 2010; WANG et al., 2020).

Para realizagcdo da triagem virtual no trabalho realizado por Zimmermann (2018),
foram construidos diferentes modelos farmacoforicos, baseados em inibidores ja descritos na
literatura presentes em diferentes bibliotecas quimicas, comerciais e in house (BRAGA;
ANDRADE, 2013; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Os modelos gerados foram
preferencialmente com base em estruturas cristalograficas ja disponiveis para a enzima
tripanotiona, pois conferem maior confiabilidade na exposicdo da interacdo da enzima com os
substratos e inibidores, ¢ complementarmente para obtencao de uma maior cobertura quimica
estrutural, foram elaborados modelos com base em inibidores da tripanotiona redutase ja
descritos na literatura (ZIMMERMANN, 2018).

A geracdo do modelo farmacoférico acorreu através do software LigandScout (LS)

com base em duas estruturas cristalograficas, sendo que foi gerado um modelo automaticamente
para cada estrutura cristalografica selecionada. Para a construir os conjuntos de dados
estruturais o estudo compilou o maior nimero de dados encontrados nas plataformas
SCIFINDER e ChEMBL, selecionando preferencialmente, trabalhos publicados no periodo de
2010 a 2015, e que apresentassem descri¢do dos ensaios in vitro de inibi¢do de tripanotiona
redutase, constando informagdes sobre o tipo de inibicdo (se ¢ competitiva ou ndo) e dados
sobre atividades bioldgicas mensuradas Clso e/ou Ki (ZIMMERMANN, 2018).
Ao final da geracao dos modelos farmacoforicos e da triagem virtual tanto em banco de dados
comerciais quanto in house, foram identificados mais de 600 #hits e, alguns desses foram
selecionados e realizado um novo refinamento onde verificou-se: caracteristicas fisico-
quimicas, compostos que apresentaram na estrutura quimica probabilidade de interferirem nos
ensaios biologicos e levarem a resultados falso-positivo, e o ancoramento molecular destes hits
junto a enzima tripanotiona redutase (BAELL; HOLLOWAY, 2010; BOND et al., 1999;
ZIMMERMANN, 2018).
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Chegou-se a dois compostos mais ativos S21 e S33 (Figura 8), tiveram Clso
determinados: 42,3 uM e 93,3 uM, respectivamente, e verificou-se também a seletividade entre
as duas enzimas, os compostos foram avaliando a capacidade de inibicao enzimatica, frente a
enzima glutationa redutase (GR), e o composto S21 apresentou uma porcentagem de inibigao
em torno de 17 % e o compostos S33 em torno de 4%. Inferindo que sdo mais ativos frente a
enzima parasitaria do que para a enzima humana (a GR) nas concentracdes avaliadas

(ZIMMERMANN, 2018).

Figura 8 - Estrutura quimica dos compostos S21 e S33, estudo realizado por Zimmermann,

2018.
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Fonte: ZIMMERMANN (2018)

Os dois compostos identificados como inibidores da enzima TR tiveram a atividade
reportada pela primeira vez, instigando o planejamento e a elaboragdo de umas séries de
compostos, tendo como prototipos os compostos S21 e S33. Foram sintetizados derivados
objetivando o melhoramento da agdo tripanocida e leishmanicida e diminui¢do da toxicidade,
permitindo assim estabelecer estudos de REA destas classes de compostos (ZIMMERMANN,
2018). Para a otimizagao molecular destes compostos foram utilizadas diferentes estratégias de
modificacdo molecular como variagdo de substituintes, substitui¢ao por bioisdsteros, contracao
de cadeias, simplificacido molecular, rigidez e flexibilidade da molécula (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

A partir dele, aplicando as estratégias de modifica¢cdes moleculares classicas dentro da

quimica medicinal como simplificagdo de cadeia e variagdo de grupos funcionais (WERMUTH,
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2015; PATRICK, 2017), foram planejados e sintetizados diferentes dos prototipos S21 e S33,
e avaliados frente a inibicao da enzima TR de 7. cruzi, e também a enzima glutationa redutase,
a fim de avaliar seletividade a enzima parasitaria. Seis desses derivados, apresentaram melhor
atividade leishmanicida que o prototipo S21e um frente a atividade tripanocida e, de modo
geral, menor citotoxicidade celular, dentre eles o composto sintético N-(2-((5-bromo-2-((3
fluorobenzil)oxi)benzil)amino)etil)acetamida (Composto 1) se mostrou mais promissor (Figura

9).

Figura 9 - Estrutura quimica do composto S21, selecionado em estudos de triagem virtual e seu

analogo acetamida 1, obtido por simplificagdo molecular e variagdo de grupos funcionais.
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Fonte: ZIMMERMANN (2018)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Planejar  andlogos  bioisostéricos do  composto  N-(2-((5-bromo-2-((3-
fluorobenzil)oxi)benzil)amino)etil)acetamida 1 e avaliar as propriedades estruturais e fisico-

quimicas utilizando ferramentas in silico.

Composto 1

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Calcular e avaliar as propriedades fisico-quimicas e pardmetros de biodisponibilidade
dos compostos propostos utilizando metodologias in silico.

e Realizar estudo de metabolismo e toxicidade in silico dos analogos propostos

e Realizar estudos de docking molecular dos andlogos propostos junto a enzima
tripanotiona redutase.
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4. METODOLOGIA

4.1 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

4.1.1 Preparacio da estrutura dos compostos

As estruturas 2D dos 7 compostos, foram construidas utilizando o software Chem
Draw Ultra 16.0 (PERKIN ELMER, 2017). Os derivados bioisosteros do composto 1 foram
desenhados com as substitui¢des propostas no anel A. As estruturas 3D e otimizacao desses
derivados foram obtidas pelo software Discovery Studio — DS (versdo 20.1) (BIOVIA, 2021),
através da utilizagdo do codigo SMILES gerado no Chem Draw Ultra 16.0.

Foi realizado como complementagdo na preparacdo das moléculas a verificacdo do
estado de protonogdo utilizando o  software Marvin  Scketch v. trial
(https://chemaxon.com/products/marvin-js). Realizar a verificagdo do estado de protonacdo
adequado de determinada molécula ¢ importante para o docking, ja que a forca eletrostatica ¢
capaz de causar alteragdes conformacionais e de ionizagdo tanto no receptor quanto no ligante.
Para o presente estudo utilizou-se o pH intracelular (7,4), assumindo que no sitio ativo as
moléculas estdio em um ambiente quimico de acordo com este pH (PETUKH; STEFL;
ALEXOV, 2013).

A minimizagdo de energia destes compostos foi feita no software Mercury (versao
2021.3.0) (CCDC, 2020). Durante esse calculo de minimizac¢do, a energia do sistema ¢
reduzida, alcangando, por fim, uma conformagao mais estavel para a molécula facilitando assim
analisar as supostas interacdes (VERLI, 2014). O método selecionado para calculo da
minimizagdo de energia foi Hamiltonian - QM - Quantum mechanics - PM7 (STEWART,
2012).

4.1.2 Docking molecular

O estudo de docking molecular foi realizado em um processador Intel Core 17 com
Windows 10, utilizando o programa GOLD (versao 2021.3.0) (JONES et al., 1997). O
complexo cristalografico da enzima tripanotiona redutase ligado com substrato tripanotiona
dissulfeto (1BZL) (BOND et al., 1999) e com resolucdo de 2.4 A, foi retirado do banco de
dados PDB (“RCSB Protein Data Bank — RCSB PDB,” 2015).


https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-core/components/mercury
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As simulacdes foram realizadas utilizando os seguintes parametros: o sitio ativo foi
definido em 9 A em volta do ligante original na cadeia [A] da proteina e o niimero de algoritmos
genéticos ou genetic algorithm (GA) runs estabelecidos foi de 400 e como fung¢do de pontuagdo
foi aplicado ChemPLP. A reancoramento ou re-docking do substrato da enzima serviu para
validar o método utilizado.

A andlise das poses obtidas nos célculos de docking molecular dos compostos
bioisosteros propostos (Compostos 2-8) no sitio ativo da enzima tripanotiona redutase foi
realizada utilizando o programa DS v.21.1.0.20298, 2021 (BIOVIA, 2021). Para cada composto
foram analisados os melhores scores obtidos e as principais interagdes moleculares foram

identificadas por meio das medidas de distancia entre os atomos do ligante e da enzima.

4.1.3 Avaliacao in silico das propriedades fisico-quimicas e de biodisponibilidade.

Nos estudos in silico foram previstas as propriedades fisico-quimicas dos andlogos
biosisosteros do composto 1, bem como o perfil de administragdo, distribuicdo e excregao
(ADME) e toxicidade das moléculas analisadas no presente estudo.

Os parametros fisico-quimicos de area de superficie polar (PSA), coeficiente de
particdo octanol/agua (LogP), massa molécula (g/mol), nimero de grupos aceptores e doadores
de ligacao hidrogénio (regra de Lipinski) e o nimero de ligagdes rotacionaveis foram avaliados
através do software livre Osiris Property Explorer (OPEN MOLECULES, 2016). Os dados de
solubilidade em agua (LogS) e parametros de permeabilidade foram obtidos através de dois
softwares gratuitos disponiveis online o SwissADME (SIB, 2022), e PreADMET (AVADA
2021). Essas plataformas cada vez mais estdo presentes em estudos recentes acerca do tema, e
mostrando-se bases seguras para os calculos dessas propriedades (DAINA et al., 2017;
DOLABELA et al., 2018; SILVA, 2020).

O programa SwissADME permite a representacdo de dados em formato de dois
importantes graficos: o Bioavailability Radar (apresenta um conjunto de propriedades
favoraveis para biodisponibilidade) baseado em 6 propriedades: lipofilicidade, tamanho,
polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturagcdo, e o BOILED-Egg para que fornece dados
referentes a absorcao gastrointestinal passiva (HIA) (area correspondente a elipse de cor branca)
e a permeabilidade da barreira hematoencefalica (circulo amarelo), e a presenca de PAINS (pan-

assay interference compounds) esta que visa identificar compostos reativos que tendem a atuar


http://www.3dsbiovia.com/products/collaborative-science
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como falsos positivos, além de avaliar a possibilidade dos compostos serem substratos da Pgp

(glicoproteina P) (Figura 10) (DAINA; ZOETTE, 2016; PEREIRA, 2019).

Figura 10 - A esquerda o Bioavailability Radar- grafico de perfil ideal de biodisponibilidade

(area rosa) e a direita o grafico BoiledEgg.
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Fonte: SwissADME (2022)

Sabendo que a familia das isoenzimas citocromo P450 (CYP450) bem como a
glicoproteina P sdo de elevada importancia ndo apenas para previsao da biodisponibilidade de
determinado farmaco, mas também para previsdo de eventos adversos e interagdes
medicamentosas foi realizagdo, por meio do programa SwissADME e PreADMET, a previsao
das moléculas estudadas serem substratos das 5 maiores isoformas de Citocromo P450
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2C9, CYP3A4) e da Pgp.

O programa PreADMET reside inteiramente em um servidor web, escrito
principalmente em PHP, uma linguagem de script comumente usada para aplicativos da Web.
O PreADMET consiste em quatro partes principais: calculo de descritores moleculares
constitucionais, topologicos, eletrostaticos, fisico-quimicos e geométricos (LIPINSKI, 2000;
VEBER et al., 2002). Predicao da semelhanca de farmacos (frequent hitters) que relaciona as
estruturas quimicas as possiveis atividades biologicas por exemplo em bancos de dados como
o MDDR (TEAGUE et al., 1999; OPREA et al., 2000).

A determinacdo da permeabilidade dos farmacos através de membranas do trato
gastrointestinal (TGI) ¢ importante na previsdo da biodisponibilidade, e diversos estudos in
vitro possibilitam determinar a permeabilidade efetiva, estes métodos utilizam tecidos e

segmentos de intestino de diferentes espécies animais. H4 uma diferenca morfologica e
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funcional entre os modelos animais e os enterdcitos humanos, ¢ devido a essa diferenca
surgiram pesquisas € modelos matematicos visando correlacionar os resultados de
permeabilidade obtidos em animais com os originados em humanos, atualmente estao sendo
estudadas metodologias empregando cultura de células como Caco-2, MDCK e MDCK-MDR 1
(SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007; KULKARNI; HAN; HOPFINGER, 2002; IRVINE
etal., 1999;)

A plataforma PreADMET fornece a predicdo da absor¢ao utilizando dados de
compostos armazenados com estudos in vitro ja realizados em modelos como o Caco-2 e o
modelo de células MDCK (Madin-Darby canine renal) através da comparagdo entre as
moléculas presentes nesses bancos de dados e a molécula alvo de estudo, através disso torna-se
possivel uma previsdao da absor¢ao oral de candidatos a novos farmacos. Além disso este
modulo fornece modelos in silico da absor¢ao intestinal humana e o modelo de permeabilidade
da pele, sendo que e ambos podem prever potenciais medicamentos para administragdo oral e

transdérmicos (KULKARNI; HAN; HOPFINGER, 2002; IRVINE et al., 1999).

4.1.4 Avaliacao in silico das propriedades de metabolismo dos compostos e toxicidade

Para predicdao dos sitios de metabolizacdo foram utilizadas ferramentas online
SmartCyp e SOMP. A SmartCyp foi desenvolvida por pesquisadores da Universidade de
Copenhagen, Dinamarca (MONTEFIORI et al., 2006; RYDBERG ef al., 2010). E a segunda
ferramenta SOMP foi desenvolvida pelo Institute of Biomedical Chemistry of Rus. Acad. Med.
Sci. (IBMC 2022; RUDIK et al., 2015).

Com a produgdo de diversas plataformas in silico tornou-se também possivel a
predi¢do de toxicidade, através da andlise de dados obtidos através de uma rede neural de
informacdes classificam diversas caracteristicas de compostos com a capacidade de
mutagenicidade utilizando resultados de estudos mutagénicos como por exemplo o Ames
Salmonella que utiliza varias cepas da bactéria Salmonella typhimurium que carregam mutacdes
em genes envolvidos na sintese de histidina (essencial para crescimento e multiplicacdo) e neste
tipo de testes os compostos sdo avaliados quanto a capacidade de causar uma reversao no
crescimento dessas bactérias em um meio livre de histidina (AMES et al., 1972; LAGAROS;
PAPADRAKAKIS, 2012).

Plataformas como o Pro-ToxII (PREISSNER, 2018) realiza a predi¢cao do perfil de

toxicidade de diversas estruturas, utilizando um algoritmo relacionado a arvores de decisao para
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classificar cada ligante em seis classes de risco toxicologico fazendo uso de arvores de tomada
de decisao (BANERIJEE et al., 2018; MARQUES, 2021).

Outro mecanismo utilizado para a previsdao de possiveis efeitos adversos foi a
utilizacao da ferramenta PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) que permite
estimar o perfil de atividade biologica de um composto organico (cuja massa molecular varia
de 50 a 1250 Da) com base em sua formula estrutural, a estimativa ¢ baseada em uma anélise
das relagdes estrutura-atividade de um conjunto de dados contendo informagdes sobre a
estrutura e atividade biologica de mais de 300.000 compostos organicos, entre elas substancias
medicamentosas, candidatos a medicamentos em varios estagios de estudos clinicos e pré-
clinicos, € compostos, para os quais sdo conhecidas informagdes especificas de toxicidade
(IBMC, 2022). Assim, o PASS pode ser usado para estimar os perfis de atividade bioldgica
para moléculas projetadas virtualmente, muito antes de sua sintese quimica e testes biologicos

(FILIMONOV et al., 2014).
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5 RESULTADOS

O presente trabalho teve como propdsito o planejamento, estudos in silico e sintese de
analogos bioisostéricos de compostos acetamidas com atividade tripanocida e leishmanicida.
Devido a pandemia de COVID-19, e seus efeitos em toda a sociedade, adaptagdes tiveram que
ser realizadas no trabalho focando especialmente no planejamento, aplicando estratégias
atualmente muito presentes e difundidas na quimica medicinal como o estudo de bioisosterismo
e arealizagdo de diversas analises in silico, para direcionamento e posterior processo de sintese
destes compostos e finalizar com os testes de sua atividade bioldgica e por fim executar a

relacdo estrutura e atividade destes compostos.

5.1 PLANEJAMENTO

O planejamento racional de fArmaco possui como base a aplicagdo de um conjunto de
técnicas, que envolve dois passos importantes os estudos in silico e a aplicacdo experimental
através da sintese e obtengdo dos compostos previamente planejados, visando obter novas
moléculas potencialmente ativas, tentando utilizar metodologias que envolvam reagdes de
obtencdo rapidas e com menores nimeros de reagentes quimicos.

Considerando as estratégias de modificagdo molecular com intuito de explorar o espaco
quimico e aperfeicoar propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas, no presente trabalho
utilizamos a técnica de bioisosterismo, que nos permite fazer a avaliagdo da influéncia quimica
e estérica dos grupos funcionais propostos para o trabalho. Os estudos in silico foram realizados
com 7 analogos bioisostérico derivados do composto 1 (Figura 11), o qual no trabalho anterior
apresentou resultados promissores (ZIMMERMANN, 2018).

Foram sugeridos compostos com os seguintes substituintes no anel A: -Br (Composto
2), -ClI (Composto 3) , -CH3z (Composto 4) , -N(CH3)2 (Composto 5), -NO> (Composto 6), -
OCH3 (Composto 7) e -OH (Composto 8) conforme Figura 4, no presente trabalho também
nomeamos os anéis aromaticos da estrutura como anéis A ¢ B. Desta forma, as estruturas 2D
dos compostos propostos foram construidas no software ChemDraw Ultra 16.0 e,

posteriormente, otimizadas utilizando o programa Visual Studio 2020.
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Figura 11 - Estrutura do composto 1 e os respectivos analogos propostos, compostos 2-8.
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A estrutura 3D foi obtida pelo software CORINA Classic (https:/www.mn-
am.com/products/corina), através do codigo SMILES, no ChemDraw e o processo de
minimizagdo de energia pelo software Mercury 2020.1.1. Durante esse célculo, a energia do
sistema ¢ reduzida, alcancando, por fim, uma conformagdao mais estavel para o sistema de
interacdes (VERLI, 2014). O método selecionado foi Hamiltonian - QM - Quantum mechanics
- PM7 (STEWART, 2012).

A enzima tripanotiona redutase (Figura 12) ¢ uma proteina homodimérica, onde cada
monomero (A e B) é formado por trés dominios: dominio de ligacdo FAD (aminoacidos 1-160
e 289-360), dominio de ligagdo NADPH (aminoécidos 161-289) e dominio de interface
(aminoacidos 361-488) (ILARI et al., 2017). A maioria dos aminoécidos do sitio ativo da TR
interagem com a tripanotiona dissulfeto por meio de interagdes hidrofobicas. Observam-se
ligacdes de hidrogénios entre a ligacdo peptidica nas porc¢des glicina e espermidina da
tripanotiona e os aminodcidos Glul9A e Tyrl11A (BOND et al., 1999; ZIMMERMANN,
2018). O complexo cristalografico enzimdtico utilizado foi obtido no Banco de dados PDB

(“RCSB Protein Data Bank - RCSB PDB” 2021) e dentre as estruturas disponiveis, optou-se
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por utilizar o complexo cristalografico 1BZL com resolugdo de 2,40A, o qual possui

cocristalizado na proteina o composto bis(gamma-glutamil-cisteinil-glicinil)espermidina.

Figura 12 - Complexo cristalografico da enzima tripanotiona redutase, modelo 1BZL

Fonte: PROTEIN DATA BANK (2021)

5.2 ENSAIOS IN SILICO

A capacidade de prever a farmacocinética de um medicamento e entender os principais
fatores que influenciam na intera¢do do farmaco com os alvos pretendidos durante as fases
iniciais do desenvolvimento de novos compostos bioativos, ¢ uma ferramenta poderosa para
evitar o desperdicio de tempo e principalmente de materiais que muitas vezes Sa0 onerosos €
com potencial toxico (ALQAHTANI, 2017). A modelagem molecular (in silico) emprega
ferramentas adequadas para esta tarefa e tem potencial para minimizar os requisitos propostos
durante os estudos experimentais (PETITO et al., 2019).

Os topicos a seguir irdo explorar trés estudos de predicao in silico sendo eles as
analises das caracteristicas fisico-quimicas e de biodisponibilidade, metabolismo e predigao
toxicoldgica e pdr fim a ancoragem molecular (docking molecular) utilizando como alvo a
tripanotiona redutase, enzima presente nos parasitas causadores de doenga de Chagas (causada
por Trypanossoma cruzi) e Leishmaniose (causada por Leishmania sp.), obtendo resultados
preditivos de perfis farmacocinético, a biodisponibilidade, a toxicidade e possiveis mecanismos

de interag¢do destes compostos com o alvo, para estudos biologicos posteriores.
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5.2.1Avalico in silico das propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade

Com o desenvolvimento e aperfeicoamento de inimeros bancos de dados estruturais, a
etapa da avaliagdo in silico tornou-se essencial para determinar a viabilidade de determinados
compostos, visto que a maioria dos medicamentos possui a administra¢do via oral como
principal meio de adesdo farmacologica (YANG et al., 2020). Varias mudangas podem ser
observadas nas distribui¢cdes de propriedades dos medicamentos com o decorrer dos anos, e
algumas caracteristicas fisico-quimicas em comum foram observados no processo de
desenvolvimento até a aprovacao principalmente de medicamentos administrados por via oral
(LEESON; DAVIS, 2004; PROUDFOOT, 2005; YANG et al., 2020).

O peso molecular médio aumentou significativamente de uma média de ~300 na década
de 1950 para ~420 na década de 2010, enquanto log P permaneceu estavel com um ligeiro
aumento de ~2,5 na década de 1950 para ~3,3 na década de 2010. Portanto para uma melhor
comparag¢do e andlise, os dados de peso molecular, logP, nimero de aceptores de hidrogénio
(NHBA), nlimero de doadores de hidrogénio (NHBD), e o nimero de ligagdes rotativas (Nrotb),
tém sido amplamente utilizadas na maioria das regras de avaliacdo in silico (LEESON; ST-
GALLAY; WENLOCK, 2011; SHULTZ, 2018, YANG et al., 2020).

O peso molecular (PM) ¢ um importante descritor fisico quimico, pois o tamanho de
uma molécula tem um impacto direto nos perfis de ADME, o aumento do PM acima de 400Da
levaria, a um declinio constante da biodisponibilidade (incluindo um decréscimo constante da
absorcdo intestinal), moléculas com peso maior de 500Da (como macrociclos e peptideos),
apresentam como forma de administragdo principal a via parenteral (VARMA et al., 2010;
YANG et al., 2020). O logP tem uma grande influéncia na poténcia nos perfis ADME e de
toxicidade, compostos com alta lipofilicidade, frequentemente sdo mais propensos a se ligar a
multiplos alvos que aumentam a probabilidade de alta promiscuidade dos alvos, podendo levar
a eventos adversos ndo desejados para a farmacoterapéutica, no entanto, se apresentar valores
baixos, ha uma maior probabilidade de possuir baixa permeabilidade e problemas de depuracao,
portanto estar na faixa ideal de lipofilicidade ¢ destacada como bons indicios de
biodisponibilidade (A ARNOTT; PLANEY, 2012; YANG et al., 2020).

Em estudos mais recentes observou-se que a interacao de hidrogénio desempenha um
papel muito importante na permeag¢ao da membrana e absorcao intestinal, com acao direta em

glicoproteinas, além disso, ¢ bem conhecido que as interagdes de hidrogénio t€ém uma grande
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influéncia na afinidade de ligagdo entre o ligante e sua proteina alvo (DESAI; RAUB;
BLANCO, 2012; ZHANG et al., 2019; YANG et al., 2020).

O numero de ligagdes rotacionaveis, € uma caracteristica que representa bem a
flexibilidade molecular, e estd intimamente relacionado a afinidade do alvo e a forca da
interagdo intermolecular, uma diminui¢do de Nrotb torna uma molécula mais rigida e, portanto,
restringe sua liberdade conformacional, enquanto um grande aumento de Nrotb pode aumentar
a complexidade molecular e, assim, influenciar sua atividade biologica, podendo ligar-se a
distintos alvos moleculares, e por fim a area topoldgica de superficie polar (TPSA) se
correlaciona bem com propriedades de transporte de farmacos, como absor¢do intestinal e
penetragdo na barreira hematoencefalica, nos compostos ativos por via oral os valores de TPSA
sdo geralmente inferiores a 120, e para medicamentos que precisam passar pela barreira
hematoencefalica, sdo quase abaixo de 70 (KELDER et al., 1999;VEBER et al., 2002; YANG
et al., 2020).

Uma avaliagdo prévia das propriedades fisico-quimicas dos derivados bioisostéricos foi
realizada utilizando o software de acesso livre “Osiris Data Warrior”, que fornece informacgdes
relacionadas a propriedades como solubilidade do farmaco e biodisponibilidade oral por meio

resultados obtidos com base em calculos teoricos (SANDER et al., 2015).

Tabela 1 - Dados dos compostos obtidos no software “Osiris DataWarrior”.

R4

©\/o
o)
N/\/ Br

Compostos R; PM clogP HDA HBA TPSA N°de Rotb
(500Da) | (<5) (=5) (£10) | (<140 4) (£10)
Composto 2 Br 456,77 3,30 2 4 50,36 8
Composto 3 Cl 411,72 3,18 2 4 50,36 8
Composto 4 CH3 391,31 2,92 2 4 50,36 8
Composto 5 N(CH3)2 420,35 2,47 2 5 53,60 9
Composto 6 NO; 42228 1,66 2 7 96,18 9
Composto 7 OCH; 407,31 2,51 2 5 59,59 9
Composto 8 OH 393,28 2,23 3 5 70,59 8

Fonte: AUTOR (2022)
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Como observado na Tabela 1 entre os analogos analisados ndo houve violagao das regras
propostas por Lipinski ou por Veber (LIPINSKI, 2000; VEBER et al., 2002). Para que um
farmaco apresente bons resultados de poténcia e eficacia, ele deve possuir boa capacidade de
atravessar as barreiras fisiologicas e ser absorvido, sabendo disso os resultados do coeficiente
de parti¢ao octanol 4gua (LogP) ¢ um 6timo preditivo para analisar a lipofilicidade tedrica dos
compostos propostos, e como observado nos resultados, essa série apresentou valores de LogP
entre 1,66 e 3,30 , valores menores que 5 (LogP <5) o que sugere boa permeabilidade em
membranas bioldgicas e absor¢dao (LIPINSKI, 2000; BARREIRO; FRAGA, 2015).

Outros softwares de livre acesso que fornecem dados importante de biodisponibilidade
dos farmacos sao o SWISSAdme e PreADMET, dados como solubilidade, predicdo da
caracteristica de absor¢do em determinadas metodologias empregadas na pratica
biofarmacéutica como metodologias Caco-2 e absorcdo transdérmica (incluindo a predi¢do de
irritabilidade da pele), além de predizer parametros de absor¢do pela barreira hemato-encefalica
(BHE) ou do inglés Blood-brain barrier (BBB), capacidade de ligagao a proteinas plasmaticas,
porcentagem de absorcdo intestinal humana e probabilidade de efluxo pela glicoproteina P
(Pgp) principal responsavel pelo aumento do transporte de efluxo celular, podendo assim
diminuir a biodisponibilidade do farmaco (DAINA et al., 2017; YEE, 1997; BORGES, 2018).

A baixa solubilidade de diversos firmacos em meio aquoso € um dos grandes problemas
nao somente para o desenvolvimento de formulagdes, mas principalmente para absorc¢ao, ja que
para um medicamento possua sua absorc¢ao ideal ¢ necessario que esse seja parte de uma solucao
aquosa (SHARMA et al., 2009).

Portanto ¢ importante o conhecimento acerca da solubilidade de candidatos a novos
farmacos, por isso os compostos do presente estudo tiveram o perfil de solubilidade em meio
aquoso (LogS) avaliado através da metodologia ESOL. Outras metodologias como a General
Solubility Equation (GSE) possuem como descritores ponto de fusdao e logP com valores
ionizados, ja o modelo Estimated SOLubility (ESOL) ESOL possui 4 descritores facilmente
encontrados em softwares in silico para o célculo da solubilidade, estre eles incluem-se o peso
molecular de um composto, o nimero de ligagdes rotacionaveis que a molécula possui, a
propor¢ao de atomos “pesados” na molécula que estao diretamente associados com um sistema
aromatico, e o logP da molécula (JAIN; YALKOWSKY, 2001; DELANEY, 2004; ALI et al.,
2012).

Os compostos foram analisados no software SwissADME e os resultados podem ser

observados na tabela 2, expressos em valores de LogS, solubilidade em mg/mL e a escala de
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solubilidade de acordo com a seguinte escala: insoluvel (I) < - 10 < pouco soluvel (OS) < -6

<moderado (M) < -4 <soluvel (S) < -2 < muito soluvel (MS) <0 < altamente soluvel (AS).

Tabela 2 - Dados dos compostos obtidos nos softwares SwissADME ([ ) e PreADMET
().

Parametros
Compostos | ¢ Solubilidade Classificasho TPSA ,, \pg  Caco2 I(‘i‘;bli)‘f‘gi"
mg/mL solubilidade (A) (nm/seg)
Composto 2 | -4.19 2.95¢-02 M 50,36 95,63 48,19 Nao
Composto 3 | -4.13 3.08e-02 M 50,36 95,41 47,14 Nao
Composto 4 | -3.86 5.44e-02 S 50,36 95,04 46,1 Nao
Composto 5 | -3.67 9.08e-02 S 53,6 95,32 49,79 Nao
Composto 6 | -4.26 2.33e-02 M 96,18 95,18 12,25 Sim
Composto 7 | -3.64 9.43e-02 S 59,59 95,1 45,58 Nao
Composto 8 | -3.53 1.15e-01 S 70,59 92,85 24,14 Nao

Fonte: AUTOR (2022)

Os compostos analisados possuem valores de LogS entre -3,53 e -4,26, todos os
compostos apresentam valores maior que -5,00, os compostos 2,3 e 6 apresentaram valores
caracteristicos de solubilidade moderada e os compostos 4,5, 7 e 8 demonstrar boa solubilidade.
Portanto pode-se inferir que todos os compostos sdo teoricamente soluveis em fluidos
biologicos pelos valores apresentados de solubilidade (LogS > -5) (ALI et al., 2012).

Outra etapa importante realizada pela plataforma SwissADME ¢ a identificacdo de
PAINS (pan-assay interference compounds) que no contexto de triagem virtual e analises in
silico sao amplamente conhecidos como compostos altamente promiscuos que produzem
resultados falsos positivos com a possibilidade de interagdo com diversos alvos. Esses PAINS
possuem estruturas definidas, abrangendo varias classes de compostos, estas estruturas
normalmente estdo presentes em bancos de dados sejam do meio académico ou mesmo de
industrias farmacéuticas, e identificar compostos com estas caracteristicas sao essenciais para
evitar a otimiza¢ao de compostos que provavelmente irdo gerar insucessos durante todo seu
desenvolvimento. Na presente andlise realizada através do SwissADME os compostos nao
geraram alertas da presenga de PAINS o que ¢ esperado para prosseguimento dos estudos

(BAELL; WALTERS, 2014; ISYAKU et al., 2020; BOLZ et al., 2021).
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Antes de um farmaco atingir seu alvo de acdo e exercer seu efeito farmacologico, ele é
levado para a corrente sanguinea e distribuido entre os diferentes tecidos. Esse processo
geralmente ocorre através de superficies como as mucosas do trato digestivo principalmente a
absor¢ao intestinal, mas outras formas de absor¢des também podem ocorrer no processo de
transporte até a corrente sanguinea, como por via enteral, parenteral (subcutanea, intramuscular
ou intravenosa), via membrana mucosa ou transdérmica.

A avaliacao desse processo de absor¢ao tornou-se uma etapa muito importante para o
planejamento de novos farmacos, uma vez que sua andlise pode avaliar esses novos compostos
quanto a sua biodisponibilidade e consequentemente na previsdo de sua via de administracao
(GOLAN, 2009). Logo, sabendo que a absor¢ao via gastrointestinal ¢ 0 mais comum entre os
farmacos disponiveis, foi avaliado o perfil preditivo de pardmetros de absor¢do gastrointestinal
(%ABS), e permeacao de células Caco-2 disponibilizado através do software Pre ADMET.

O TPSA ou também conhecido como PSA ¢ um parametro relacionado com o transporte
passivo membranar e permite a predi¢ao da absor¢ao intestinal humana e passagem através da
BHE, no qual valores de TPSA <140(A°) sdo considerados desejaveis para indicar boa absor¢ao
gastrointestinal e passagem na barreira hematoencefalica. Todos os compostos apresentaram
porcentagem de absorcao intestinal acima de 90% (Tabela 2) o que ¢ um indicativo de uma
biodisponibilidade relevante, relembrando que esta ¢ uma metodologia de comparacdes e claro
podem existir algumas diferencas nos valores experimentais destes compostos ou seus
metabolitos (YEE, 1997; BORGES, 2018).

O PreADMET fornece além da previsao da absorcao intestinal, métodos de previsao de
absorc¢do através de técnicas como a Caco-2 fornecendo dados importantes sobre a absorcao de
determinados compostos. Em relacdo ao Caco-2 (Permeabilidade nas células), hd uma
classificagdo empregada pelo banco de dados PreADMET feita por Yamashita et al. 2000 e
IRVINE et al., 1999, em que valores inferiores a 4 nm/seg indicam baixa permeabilidade, entre
4 e 70 nm/seg uma permeabilidade média e maiores que 70 nm/seg, uma permeabilidade alta.
Dessa forma, como observado na Tabela 2 todas as moléculas analisadas apresentaram a
classifica¢do de média permeabilidade com destaque aos compostos 2, 3 4 e 7 que apresentaram
valores proximos a 50 nm/seg.

Os derivados bioisostéricos também foram analisados segundo o grafico Bioavailability
Radar (Figuras 13 e 14) da plataforma SwissADME, que correlaciona dados como tamanho da

molécula, flexibilidade, solubilidade, lipofilicidade, saturagdo e polaridade. A area marcada de
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cor rosa tem o papel de delimitar as condi¢des ideais de biodisponibilidade para a administragao
de um farmaco via oral (DAINA et al., 2017).

Como pode ser visto nas figuras 13 e 14, a maioria dos compostos parece apresentar
exceléncia para biodisponibilidade oral, uma vez que, praticamente todos os parametros
avaliados estdo dentro da area rosada, que corresponde de padrdes ideais de biodisponibilidade.
Comparando os andlogos, nota-se que os derivados 2, 3, 4 e 8 (Figura 13) atendem teoricamente
uma excelente biodisponibilidade, ja que todas as moléculas se encontram dentro dos

parametros fisico-quimicos ideais para esse tipo de predigao.

Figura 13 - Radar de biodisponibilidade dos compostos 2,3,4 ¢ 8.
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Legenda: LIPO (lipofilicidade)= XLOGP3 entre -0.7 e +0.5, SIZE (tamanho da molécula) = entre 150 e 500 g/mol,
POLAR (polaridade)= TPSA entre 20 e 130A2, INSOLU (insolubilidade)= LOG S< 6, INSATU (satura¢io)=
fracdo de carbonos em sp3 >0.25, FLEX (flexibilidade) <9 grupos rotaveis. Fonte: AUTOR (2022)

Ja em contrapartida, nos compostos 5, 6 ¢ 7 (Figura 14) observa-se um perfil de boa
biodisponibilidade, porém a flexibilidade nestes compostos encontra-se superestimada, ou seja,
apresentando um perfil de disponibilidade um pouco menos atraente, ja que um aumento de
flexibilidade molecular pode ndo ser desejado, uma vez que compostos grandes e flexiveis,

quando comparados com a maioria dos farmacos, sao de interesse para atingir alvos que ndo
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podem ser modulados por pequenas moléculas que geralmente sdo compativeis com a regra dos

cinco (CARON et al., 2020).

Figura 14 - Radar de biodisponibilidade dos compostos 5,6 ¢ 7.
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Legenda: LIPO (lipofilicidade)= XLOGP3 entre -0.7 e +0.5, SIZE (tamanho da molécula) = entre 150 e 500 g/mol,
POLAR (polaridade)= TPSA entre 20 e 130A2, INSOLU (insolubilidade)= LOG S< 6, INSATU (saturacio)=
fragdo de carbonos em sp3 >0.25, FLEX (flexibilidade) <9 grupos rotaveis. Fonte: AUTOR (2022).

Além dos graficos de radar a plataforma SwissADMET fornece o grafico chamado
BOILED-Egg (Figura 15) que faz uma correlagdo do TPSA com lipofilicidade (LogP), dentre
os compostos analisados nota-se que apenas um dos compostos analisados ndo apresenta
capacidade de ultrapassar a BHE representada pelo circulo amarelo, possuir esta caracteristica
nao ¢ muito desejado neste processo de desenvolvimento, pois essa habilidade de penetragao
sO se faz interessante quando o alvo farmacologico estéd localizado no sistema nervoso central
(SNC), caso contrario, o0 medicamento podera acarretar no aparecimento de efeitos colaterais
como cefaleia, sonoléncia entre outros a depender da 4rea em que possa ocorrer alguma

interacdo. (BORGES, 2018; PEREIRA, 2019).



54

Figura 15 - BOILED-Egg dos analogos.
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Fonte: AUTOR (2022)

A ligacdo as proteinas plasmaticas (PPB, do inglés, Plasma Protein Binding) ¢ uma das
propriedades farmacocinéticas de grande importancia no planejamento de fArmacos. A ligacao
de farmacos as proteinas plasmaticas balanceia a capacidade de determinado farmaco sofrer
difusdo do sangue para o local de a¢do e faz com que possa ocorrer uma reducdo da
biodisponibilidade do farmaco, visto que os que se encontram ligados a elas ndo possuem efeito
terapéutico, apenas a forma livre. Dependendo da extensao da ligagao, as formas podem variar
de 1 2 99,9%. O complexo farmaco-proteina age como um reservatorio na corrente sangiiinea,
retardando assim a chegada de fArmacos aos sitios de eliminagdo e disponibilizando-os no local
de acdo quando necessario. Quando a ligacdo a proteina ¢ forte (fragdo livre < 0,1),
normalmente ocorre uma diminui¢do na intensidade maxima de a¢do de uma dose de um
farmaco, alterando assim sua resposta clinica, reciprocamente, quando a ligacao ¢ fraca, pode
ocorrer um aumento na intensidade de agdo (MODA, 2007; SANTANA et al., 2020).

Como observado na tabela 3, em andlise fornecida pela plataforma PreADMET os
compostos apresentaram uma faixa entre 76% — 59% de ligacdo a proteinas plasmaticas, o que

¢ desejado no desenvolvimento de diversos farmacos pois além de ter uma répida difusao
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resultando em alto nivel de ligacdo ao local de acdo farmacologica, ter uma alta depuragao e
também menores chances de interagdo com outros farmacos que possam ser administradas
concomitantemente na terapéutica (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2014).

Outro parametro importante nos estudos de ADME ¢ analise da interacao das moléculas
com a glicoproteina P. Essa proteina ¢ membro da bomba de efluxo ATP-dependente agindo
como barreira fisiologica para expulsar toxinas e xenobioticos para fora das células. A Pgp
esta diretamente envolvida na absor¢ado intestinal, metabolismo e penetracijona BHE em
grande maioria dos farmacos, e sua inibi¢do ou inducdo pode alterar drasticamente a
biodisponibilidade oral de determinado medicamento diminuindo o tempo de retencdo de
diversos farmacos (AMIN, 2013; PEREIRA, 2019).

Como observado na tabela 3, na analise realizada pela plataforma Pre ADMET apenas o
composto 6 demonstrou potencial interacdo com a Pgp, estando o restante livre dessa interagao
indicando, assim, apesar da capacidade aumentada dos compostos analisados atravessarem a
barreira hematoencefalica, esses farmacos apresentam excelentes parametros de

biodisponibilidade apos a analise in silico e baixa probabilidade de efluxo.

Tabela 3 - Valores da % de ligag@o a proteinas plasmaticas, acao de inibi¢do na Pgp e logKp

referente a permeabilidade da pele.

Parametros

Compostos % Ligacoes a Inibi¢do da Permeabilidade
proteinas Pgp na pele

plasmaticas logKp (cm/hr)
Composto 2 76,4 Nao -2,64545
Composto 3 73,4 Nao -2,88205
Composto 4 66,2 Nao -2,76793
Composto 5 60,8 Nao -2,91371
Composto 6 68.9 Sim -2,93387
Composto 7 61,7 Nao -3,03495
Composto 8 59,1 Nao -3,64599

Fonte: AUTOR (2022)

E por fim o PreADMET também fornece um modulo que visa prever o coeficiente de
permeabilidade da pele (Kp) através de um modelo de regressao linear (logKp). O parametro
permeabilidade cutanea indica a capacidade de determinada molécula ser absorvida pela pele,
¢ um parametro importante na prospeccao de farmacos com capacidade de distribuigcdo via

intradérmica, para prever possivel exposicdo a compostos toxicos ou mesmo a absor¢ao
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acidental do composto durante o manuseio. O valor negativo do pardmetro Permeabilidade da
pele indica que o farmaco serd impermeavel a pele. Como observado na tabela 3, os valores
foram todos negativos indicando que provavelmente ¢ um composto com baixa possibilidade
de ser utilizado via intredérmica, porém demonstra ser atoxico na exposicdo com a pele

(POTTS; GUY, 1992; SOUZA et al., 2022).

5.2.2 Avaliagao in silico do metabolismo dos compostos

A administra¢do de medicamentos por via oral é a mais simples via de administracao
visto que evita problemas como a inducdo infec¢des locais ou sistémicas causadas por
administracao intravenosa, intramuscular ou subcutanea, sendo, portanto, um meio eficaz e
seguro para a administragdo de farmacos. Além da importincia do estudo da absorcao, a andlise
do metabolismo de fArmacos e as enzimas especificas envolvidas nesse processo podem auxiliar
no planejamento de novos farmacos, e indicar alguma probabilidade de efeitos colaterais e
interacdes medicamentosas (GOLAN, 2009; HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2014).

No metabolismo de farmacos destacam-se as diversas isoformas do citocromo P450,
também identificadas como CYP, que sdo conhecidas pelo metabolismo de diversos
xenobioticos entre eles os farmacos. Sabendo disso, foram realizados estudos in silico com as
isoformas CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4.

Como observado na tabela 4 na predigao realizada através da plataforma PreADMET,
os compostos estudados ndo inibem as isoformas CYP2C19 e CYP2C9, porém essas isoformas
ndo estdo diretamente relacionadas a inibi¢do de farmacos sendo que as isoenzimas CYP2D6 e
CYP3A4 sdo a mais comumente relacionadas no metabolismo de farmacos, cerca de 70% do
metabolismo hepatico de farmacos realizados pela CYP450 ¢ dado principalmente por essas
duas isoformas, € na presente analise entre os compostos pelo menos uma dessas duas
1soenzima ¢ inibida dando indicativo de um perfil um pouco indesejado de inibicdo dessas
isoformas e com potenciais chances de intera¢cdes medicamentosa, caracteristica ndo desejada

em patologias que exigem polifarmacologia (LEPPERT, 2011).
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Tabela 4 - Resultado da predi¢ao de inibicdo dos compostos as isoformas CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 ¢ CYP3A4

Isoformas

Compostos  Cyp CYP CYP CYP
2C19 2C9 2D6 3A4

Composto 2 | Naio Nao Nao Sim
Composto 3| Naio Nao Nao Sim
Composto 4| Naio Nao Nao Sim
Composto 5| Nio Nao Nao Nao
Composto 6 | Nio Nao Sim Nao
Composto 7| Nao Nao Sim Sim
Composto 8 | Nao Nao Sim Sim

Fonte: AUTOR (2022)

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) Doenga de Chagas
disponibilizado pelo Ministério da Satde, o manejamento farmacoldégico da doenga ocorre no
tratamento etiologico da doenca de Chagas na fase cronica que consiste na utilizagcdo de dois
medicamentos o benzonidazol e o nifurtimox. O tratamento das complicacdes clinicas da
doenca de Chagas ¢ direcionado a condi¢do clinica relacionada (por exemplo, insuficiéncia
cardiaca ou megaes6fago), no tratamento de alteracdes digestivas ha indicacdo da utilizag¢do de
medicamentos como nifedipina e dinitrato de isossorbida que visa basicamente atenuar os
comprometimentos clinicos. E no tratamento de complicac¢des cardiovasculares o tratamento €
semelhante aquela dos casos com doenca devido a outras etiologias, utilizagao de inibidores da
enzima conversora de angiotensina (enalapril e captopril), diuréticos (hidroclorotiazida e
furosemida), beta bloqueadores (metoprolol, caverdilol e propranolol) dos bloqueadores do
receptor da angiotensina (por exemplo, losartana), antagonista de aldosterona (espirolactona) e
digoxina (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Em consulta ao bulario eletronico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e a plataforma de interagdes medicamentosas do Food and Drug Administration
(FDA) foram consultadas as possiveis interagdes com medicamentos que possam inibir ou
serem substratos de CYP ou Pgp, e, os tnicos farmacos diretamente relacionados a CYP e Pgp
preconizados pela diretriz do ministério da satde para doenca de Chagas foram os beta

bloqueadores que sao substratos de CYP2D6 (metoprolol, propranolol, carvedilol e nebivolol)
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e o carvedilol que ¢ também substrato de Pgp, portanto os niveis plasmaticos de metoprolol
podem ser elevados pela coadministracdo de compostos que fazem interagdes pelo CYP2D6 e
na analise in silico foi observado que os compostos 6,7 € 8 possam ter interacdes com essa
isoforma (ANVISA, 2022; FDA, 2020).

Entre os diversos estudos de predi¢do a identificacdo do(s) sitio(s) de metabolismo
(SOMs) de um composto por CYPs ¢ importante no desenvolvimento de farmacos. A
determinagao dos SOMs pode ajudar a transformar os sitios em grupos funcionais mais estaveis,
aumentando a estabilidade metabodlica e evitar a produgdao de metabolitos potencialmente
toxicos. As identificagdes experimentais de SOM’s sdo geralmente trabalhosas, demoradas e
custosas, e, com avango tecnoldgico e de interligagdo de redes neurais e banco de dados de
compostos, muitos métodos computacionais foram desenvolvidos para prever os SOM’s de
substratos de CYPs. Eles geralmente podem ser classificados em abordagens baseadas em
ligantes e estrutura (ZHANG et al., 2021).

Existem dois importantes servidores da web disponiveis gratuitamente, que permitem
prever sitios de metabolizagdo para xenobioticos metabolizados por isoenzimas P450, a
SmartCyp prevé sitios para compostos que sdo metabolizados por CYP3A4, CYP2CY9 e
CYP2D6 (RYDBERG et al., 2010), e o prediction of site of metabolism (SOMP) que preve as
principais isoformas da CYP além de possiveis sitios de atuagao da UGT.

Para cada previsdo, os seguintes valores sdo calculados: Pt ¢ a probabilidade de que o
atomo marcado seja um sitio de metabolismo da enzima apropriada, e a Pf € a probabilidade de
que o atomo marcado ndo seja o sitio da enzima. Os dtomos nos compostos sdo arranjados de
acordo com os valores deltaP (Pt-Pf). (RUDIK et al., 2015). Para a ferramenta SOMP foram
consideradas na avalia¢do os &tomos que apresentam valores de deltaP positivos, um indicio de
que ha uma probabilidade maior daquele realmente ser o sitio de metabolizagdo do xenobidtico,
ja para ferramenta SmartCYP utilizou-se os trés principais sitios de metabolizagao gerados pelo
software os quais também correspondem aos de maior probabilidade de ocorréncia de
metabolizacao.

A ferramenta SmartCYP como mencionado anteriormente apresenta os possiveis sitios
de metabolizagdo por trés enzimas do citocromo P450, a CYP2C9 e a CYP2D6 ¢ a CYP3A4.
Cada isoforma possui sua “preferéncia” por substratos e reacdes de metabolizacao, por exemplo
a CYP3A4 ¢ responsavel por reacdes de oxidacdao, a CYP2C9 preferéncia por substratos que

contenham grupos doadores de ligacdo hidrogénio CYP1A2 preferéncia por substratos
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planares, e a CYP2D6 preferéncia por substratos arilalquilaminas (BARREIRO; FRAGA,
2015).

Para permitir uma melhor analise dos resultados obtidos serdo utilizadas marcagdes

enumerando as posi¢des dos atomos assim como descrito na Figura 16.

Figura 16 - Posi¢des dos atomos para analise dos provaveis sitios de metabolizagao fornecidos

pelas plataformas SmartCYP e SOMP.
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Fonte: AUTOR (2021)

A simulagao forneceu provaveis locais suscetiveis a sofrerem reagdes de metabolizagao,
quatro desses analogos bioisostéricos (Compostos 2,3,7 e 9) analisados praticamente
apresentaram os mesmos locais de metabolizacdo e provavelmente os mesmos tipos de reagdes

de metabolizacdo, sendo que o composto 8 diferiu somente em uma posi¢ao (Figura 17).

Figura 17 - Provaveis sitios de interacdes fornecidos pela ferramenta SmartCYP para os

compostos 2,3,6 e 8.
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Analisando os principais locais presume-se que as principais reacdes de
biotransforma¢ao de fase I sdo as de hidroxilacdo a-heterodtomo em que carbonos de o
heteroatomos (O,S,N) sdao substratos de oxidagao das CYPs, e na presente analise ocorreram
principalmente nos carbonos 16, 18 ¢ 23 (respectivamente C16, C18 e C23); reagdes de
hidroxilagdo aroméatica uma das reagdes de biotransformag¢ao mais comuns de fase I, visto que
em farmacos disponiveis atualmente para terapéutica ha a presenca de no minimo um anel
aromatico e a regiosseletividade de ocorréncia no anel, onde deve-se considerar fatores
eletronicos, fatores estéricos e de como ha a interagdo do composto com a isoenzima, o anel A
apresentou-se como o principal local para estas rea¢des de oxidagdo aromatica (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

E por fim uma provavel reagao de N-dealquilacdo no N17, com as hidroxilagdes de
carbonos a-heteroatomos, resultam-se na obten¢do de aminoacetais (RNH-C-OR”), tioacetais
(RS-C-OR’) e acetais (RO-C-OR”), através de rearranjos intramoleculares, ocorrem a perda do
grupamento alquila ligado ao heteroatomo. Os éteres, aminas secundarias e ou aminas terciarias
sdo fragmentos bem suscetiveis a essa reacdo de biotransformacdo (BARREIRO; FRAGA,

2015).

Figura 18 - Provaveis sitios de interagdes fornecidos pela ferramenta SmartCYP para os

composto 4,5 ¢ 7.

Isoformas CYP450 Composto4 Composto5 Composto?7
N 7
N
@\@0
o
AR
CYP3A4 N Br

N
\NQ) @
fj*;n@ S, 1Sen
CYP2C9 )J\HA@N Br )\ﬁ/\eN Br )Ln/\e'N Br

Legenda 2 : —
(Provaveis reagdes de biotransformacio) o Hidroxilag&o a-heterodtomo o X-dealquilagdo (X=N,0,5) f;} HidroxilagZo aromética o Hidroxilag3o benzilica
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Os compostos 4 e 7 apresentaram o mesmo perfil de provaveis sitios de metabolizacao
na analise dos resultados gerados na plataforma do SmartCYP. Nas isoformas CYP3A4 com
reacoes de N-dealquilagao (N17) e de hidroxilacao de a-heteroatomo (C16 ¢ C18) e a CYP2C9
com reagdes de hidroxilagao benzilica no composto 4 na regido da metila (posi¢do 1 ou R1) e
no composto 7 também em R1, mas neste caso uma reagdo de O-delaquila¢do, e por fim
possivel reagdo de hidroxilagdo de a-heteroatomo (C16 e C18). A hidroxilacdo benzilica ocorre
quando hé a presenca de metila (s) ou carbonos benzilicos na estrutura de algum xenobiotico,
resultando em labilidade metabdlica resultado de uma reacdo oxidativa nesta regido
(BARREIRO; FRAGA, 2015). Na isoforma 2D6 as principais regides de metabolizagdo foram
o anel A (reagdes de hidroxilacdo aromatica) e os substituintes da regido R1 com X-
dealquilagdes e com hidroxilagdo de a-heteroatomo. O carbono da posi¢cdo 7 foi um local
susceptivel de hidroxilagdo benzilica no composto 5 (Figura 18).

A ferramenta SOMP forneceu duas regides distintas de metabolizacdo para o composto
2 (Figura 19), a CYP3A4 demonstrou o mesmo perfil obtido na ferramenta anterior, com
inclusdo de uma regido proximo da ligagdo éter entre os anéis no C7, sugerindo uma reagao de
hidroxilagdo benzilica, esta regido apareceu em praticamente todas as outras isoformas,
sugerindo que ¢ uma regido com alta probabilidade de sofrer processo de biotransformacgao.
Outra regido que apresentou resultados positivos de deltaP foi a regido do C16 sugerindo
reagOes de hidroxilacao de a-heterodtomo ou mesmo hidroxilagdo benzilica. Quanto a UGT
enzima da fase II, os resultados obtidos na simulagao in silico ndo forneceu resultados de deltaP
relevantes quanto a algum sitio de metabolizagdo para este composto.

O composto 3 (Figura 19) apresentou perfil semelhante ao composto anterior,
apresentando regido proximo da ligacdo éter entre os anéis no C7, sugerindo uma reagao de
hidroxilagdo benzilica, a regido do C16 sugerindo reacdes de hidroxilacdo de a-heteroatomo ou
mesmo hidroxila¢ao benzilica, no anel A probabilidade de reacdes de hidroxilagdo aromatica.

Os compostos 4 e 5 (Figura 20) apresentaram perfis semelhantes quanto aos provaveis
sitios de metabolizag¢do, que foram principalmente o carbono proximo ao éter na posicao 7 (C7),
e na posi¢do R1 diferindo nas reagdes de metabolizacao que variam entre hidroxilagdo benzilica
e hidroxilagdo de a-heterodtomo. Nestes compostos o valor de deltaP apresentaram valores
favoraveis para ocorréncia das reagdes de glucuronidagdo, no composto 4 o mais susceptivel

foi a regido do N na posic¢do 17 e no composto 5 no N da dimetilamina na posi¢do R1.
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Figura 19 - Provéaveis sitios de intera¢des fornecidos pela ferramenta SOMP para os
compostos 2 e 3.
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Fonte: AUTOR (2021)

Figura 20 - Provéaveis sitios de interagdes fornecidos pela ferramenta SOMP para os
compostos 4 e 5.
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As reacdes de conjugacdo ocorrem em uma fase do metabolismo denominada fase 11, os
metabolitos formados na fase I apresentam um coeficiente de particdo inferior ao fdrmaco
original, promovendo uma maior polaridade desses metabolitos, porém muitas vezes nao sao
suficientes apenas essa reacao de fase I fazendo-se necessaria para excrecao desses farmacos a
conjugacao, esta reacdo ocorre através da inser¢ao de moléculas enddgenas ao substrato, através
da agdo de transferases, tornando esses conjugados mais hidrossoluveis. As principais reagdes
de conjugacgao sao a glicuronidacdo ou glucuronidagdo executa pela UGT, a sulfatagdo pela
sulfotransferase, metilacdo com agdo da acetiltransferase e conjugacdo com glutationa através

da Glutationa-S-transferase (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Figura 21 - Provéaveis sitios de interagdes fornecidos pela ferramenta SOMP para os

compostos 6 ¢ 7.
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Fonte: AUTOR (2021)

Os compostos 6 e 7 (Figura 21) apresentaram praticamente as mesmas regioes
encontradas nos compostos anteriores, ressaltando que no composto 6 hd uma grande
possibilidade de reag¢des de hidroxilagdo aromatica no anel A, pois obteve deltaP relevante em
praticamente todas as isoformas, além disso foi o inico composto que apresentou probabilidade
de sitios com ac¢do da UGT com o oxigénio da posi¢do 8 e com a aminha da posicdo 17. No
composto 6 e 7 apareceram provaveis sitios de reagcdes de hidroxilagdo benzilica e hidroxilagao

de a-heterodtomo principalmente no carbono da posi¢ao 7, além disto a posicdo R1 também se
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mostrou propensa a sofre reacdes no caso do composto 7 reagdes de O-dealquilagdo e no
composto 6 reacao de reducgdo na posi¢do R1.

As reagdes metabolicas de reducao promovem modificagdo na estrutura do substrato
através da adi¢do de um hidrogénio em sistemas contendo duplas ligagdes, costumam catalisar
redugdes de grupamentos nitro (R-NO2). O tltimo analisado foi o composto 8 que apresentou
todas as reagdes observadas nos outros compostos, em locais semelhantes como reagdo de
hidroxilagdo aromatica no anel A, reacdes de hidroxila¢ao de a-heteroatomo no C16, C18 ¢

C19 e probabilidade de glucuronidagdo na posi¢ao do R1 (Figura 22).

Figura 22 - Provaveis sitios de interagdes fornecidos pela ferramenta SOMP para o composto
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Fonte: AUTOR (2021)

As ferramentas SmartCYP e SOMP possuem como foco apenas a fase de
metabolizacao pelas enzimas microssomais, mas conseguem predizer quais sao os sitios labeis
metabolicamente que estdo presentes nas estruturas analisadas, tornando esse pardmetro um
importante guia para otimizagdo dos compostos estudados que apresentem propriedades
indesejadas durantes os testes in vitro (SILVA et al., 2021).

Os compostos 2 a 8 de maneira geral apresentaram sitios bem semelhantes de
metaboliza¢do que correspondem principalmente ao anel aromatico A e a por¢do em que ha a
presenca da amina e da amida ligadas ao anel B, por¢do esta semelhante a fracdo espermidina

do substrato, ou seja, 0 metabolismo ativo nesta regido nao € o desejado, tornando-se necessario
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a confirmacao in vivo acerca deste comportamento do metabolismo, e se 0 mesmo acelera a
inativagdo destes compostos.

As propriedades toxicologicas dos ligantes foram preditas através do software ProTox
II. A precisao da predicdo para o perfil de toxicidade para compostos (tabela 5) variaram
67,38% a 68,07%, estes valores indicam que, para cada molécula analisada, houve uma precisao
maior que 60% para cada via toxicologica predita, visto que valores entre 40-100% sao

considerados ideais de previsao (BNERIJEE et al., 2018).

Tabela 5 - Perfil toxicologico preditos pelo ProTox II para os compostos 2-8.

Parametros
Com- P
postos LDso (,i,l::isf Similaridade Pre;;sao Hepato-  Carcino- Imuno- Muta- Cito-
. média .~ toxicidade genicidade toxicidade genicidade toxicidade
cidade predicdo

310 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

2 ma/k v 63,50% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
gike 0.84) 0.63) 0.89) 0.67) 0.67)

220 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

3 ma/k 1 67,32% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
ke 0.84) 0.62) 0.70) 0.68) 0.68)

310 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

4 ma/k v 62,88% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
gike 0.85) 0.64) 0.78) 0.69) 0.69)

310 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

5 me/k v 61,19% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
gike 0.87) 0.61) 0.96) 0.62) 0.51)

220 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

6 me/k 1 57,08% 67,38% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
gike 0.71) 0.65) 0.96) 0.78) 0.53)

310 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

7 ma/k v 62,85% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
gike 0.86) 0.64) 0.98) 0.68) 0.70)

310 Inativo Inativo Ativo Inativo Inativo

8 me/k v 63,99% 68,07% (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.: (Prob.:
ke 0.84) 0.66) 0.95) 0.71) 0.68)

Legenda: Classes: I: fatal se ingerido, II: fatal se ingerido, III: téxico se ingerido, I'V: nocivo se

ingerido, V: pode ser nocivo se ingerido e VI: ndo téxico. Fonte: AUTOR (2022).

Além disso, a plataforma realiza uma classifica¢do da classe de toxicidade de acordo
com os valores de dose letal média (LDso), onde na classe I e II, sdo classificadas moléculas
potencialmente fatais se ingeridas, na classe III estdo as moléculas em que hé possibilidade de
serem toxicas se ingeridas, classe IV sdo moléculas nocivas se ingeridas e na classe V estdo as
moléculas que podem ser prejudiciais se ingeridas e na classe VI sdo moléculas potencialmente

atoxicas. Para a previsdo de toxicidade, a plataforma conta com uma abordagem chamada de
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sistemas especialistas, que considera o conhecimento desenvolvido em bancada sobre
toxicidade aliada a modelos estatisticos, onde o modelo implementado no software sdo os
algoritmos de aprendizagem de maquina (DWARL et al., 2014; MARQUES, 2021).

Assim, a previsdo de toxicidade, atua como uma ferramenta de alerta para os
compostos que possuem alta probabilidade de serem toxicos, porém, como sinalizado, a
predi¢do fornece um provavel perfil que auxilia no direcionamento de futuros estudos in vitro
e in vivo. Um exemplo ¢ quando ¢ feita a predicao do composto benznidazol e se obtém o perfil
IV de toxicidade, mas ¢ amplamente utilizado na doenca de Chagas. (PREISSNER,
2018;SEGALL; BARBERL, 2014; MARQUES, 2021).

Dentre os compostos analisados dois deles os compostos 3 e 6 foram classificados na
classe III e os demais classificados como pertencentes a classe IV de toxicidade, servindo como
um alerta tanto a classe quanto os valores provaveis de LDso, indicando que € necessaria uma
baixa dosagem para induzir a letalidade de 50% de uma populacdo estudada. Outras
caracteristicas como a hepatoxicidade, imunotoxicidade, mutagenicidade, carcinogenicidade e
citotoxicidade também foram preditas.

O perfil de hepatoxicidade e carcinogénico para as todas as moléculas indicam que
nenhuma delas induz aos danos aqui avaliados, com probabilidade que variam entre 0.71 — 0.86
para hepatoxicidade e 0.61e 0.66 para carcinogenicidade, sendo que quanto mais proximo de 1
maior a probabilidade de ndo causar o dano avaliado.

Analisando a predi¢ao de imunotoxicidade indicam que todas as moléculas possuem a
probabilidade de serem imunotdxicas variando apenas nos valores de probabilidade, sendo
menores nos compostos 3 e 4 (0.70 e 0.78 respectivamente) e os demais acima de 0.90. E por
fim para o perfil de mutagenicidade e citotoxicidade, todas indicam baixo poder de inducao
destes dois parametros analisados, probabilidade que variam entre 0.62 — (.78 para
mutagenicidade e 0.51 - 0.70 para citotoxicidade.

A toxicidade representa um grande desafio para pesquisadores no processo de
descobrimento de novos candidatos a farmacos e a predi¢ao in silico de parametros importantes
na toxicidade dos compostos auxiliam no processo de tomada de decisdes e orienta no processo
de reducao deste nivel, podendo realizar através de processos de modificacdao estrutural dos
compostos a fim de reduzir seus niveis de toxicidade (SEGALL; BARBER, 2014; MARQUES,
2021).

A plataforma PreADMET fornece outros testes de relevante interesse entre eles testes

de toxicidade que descrevem previsdes sobre as capacidades mutagénica e carcinogénica de
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certos compostos em funcdo de sua estrutura molecular. Os resultados dos testes de toxicidade
para os compostos do presente estudo sdo apresentados na Tabela 6. O teste de Ames avalia a
capacidade de um farmaco em causar muta¢des no DNA (mutagenicidade) e tornou-se uma
ferramenta importante no planejamento de farmacos, em estudos sobre agrotdxicos,
desenvolvimento de cosméticos e amostras de produtos encontrados no meio ambiente. A
capacidade da molécula em causar carcinomas em ratos ¢ camundongos (carcinogenicidade)
também foi avaliada (SEGALL; BARBER, 2014; RIM, 2020; SMITH et al., 2021; SOUZA et
al., 2022).

Com excecdo dos compostos 6 ¢ 7 de acordo com a predi¢do eles demonstraram
capacidade mutagénica, de acordo com o teste de Ames. Apenas os compostos 7 ¢ 8 nao
apresentaram atividades carcinogénicas em ratos e camundongos, os demais compostos
apresentaram atividades carcinogénicas somente em camundongos apresentando resultado

positivo.

Tabela 6 - Resultados dos testes de toxicidade fornecido pelo PreADMET.

Parametros de toxicidade

Compostos Carcinogénico em  Carcinogénico em Inibicao hErg
Ames teste ratos camundongos

Composto 2 mutagénico ndo carcinogénico carcinogénico risco médio
Composto 3 mutagénico nao carcinogénico carcinogénico risco médio
Composto 4 mutagénico nao carcinogénico carcinogénico risco médio
Composto 5 ndo mutagénico ndo carcinogénico carcinogénico risco médio
Composto 6 mutagénico nao carcinogénico carcinogénico risco alto
Composto 7 ndo mutagénico ndo carcinogénico ndo carcinogénico risco médio
Composto 8 mutagénico nao carcinogénico ndo carcinogénico risco médio

Fonte: AUTOR (2022)

A causa mais frequente de efeitos adversos cardiacos na utilizagdo de determinados
farmacos ¢ o bloqueio do canal do gene humano relacionado ao ether-a-go-go potassium
channel (hERG), ¢ um canal K* (Kv) dependente de voltagem, critico para fungio nervosa e
cardiaca, desempenha um importante papel na repolarizacdo do potencial de agdo cardiaco e
sua inibi¢do pode causar a sindrome de QT, um efeito colateral que leva a taquicardia (ZHANG
et al., 2004; ASAI et al., 2021; DANKER; MOLLER, 2014 SOUZA et al., 2022). Entre os
compostos estudados apenas o composto 6 demonstrou nivel alto de inibi¢do de hERG os

demais risco moderado, e por isso, devido a doenca de Chagas ter como principal alvo a
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musculatura cardiaca, o ideal seria 0 medicamento nao possuir interagdes com hERG alterando
o potencial cardiaco.

Entre as ferramentas in silico utilizada para prever efeitos farmacologicos de
metabolitos secundarios, ¢ a plataforma “Prediction of Activity Spectra for Substances” ou
Previsdo de Espectros de Atividade para Substancias (PASS) ferramenta que prevé a
Probabilidade de Atividade (Pa) e Probabilidade de Inatividade (Pi) de uma molécula possuir
uma determinada propriedade. A capacidade do composto alvo de estudo em exibir uma
determinada propriedade experimentalmente ¢ classificada como muito provavel (quando Pa >
0,7), provavel (quando 0,5 > Pa > 0,7) e improvavel (quando Pa < 0,5). (GOEL et al., 2010;
SOUZA et al., 2022). Os resultados avaliados via PASS Online sobre os analogos do presente
estudo sdo mostrados na Tabela 7.

O PASS possibilita prever diversos efeitos farmacoldgicos, mecanismos de agdo e
toxicidade especifica com base na estrutura da substancia com alta reprodutibilidade, ja
validado por testes in vitro e in vivo, esta comparacao ocorre através da estrutura quimica com
compostos biologicamente ativos disponiveis em bancos de dados que incluem farmacos,
candidatos a farmacos, compostos em processos de registro, substancias comprovadamente
toxicas, dentre outros, em um total de aproximadamente de 260.000 descritores. (GOEL et al.,
2010; AMPARO, 2016).

Utilizando a ferramenta PASSonline, foi possivel identificar diferentes atividades
bioldgicas relacionadas aos compostos estudados. O numero de alvos indicados pelo
PASSonline, com valores de Pa-Pi > 0 foram apresentados para cada derivado analogo
biosisostero do composto 1 estudado (Figura 23).

A utilizagdo da plataforma PASSonline teve como objetivo identificar potenciais
atividades bioldgicas dentre as 3500 atividades avaliadas pela ferramenta. Foram listados como
relevantes os alvos com valores de Pa-Pi superiores a 0,4. Em seguida, foram identificadas as
15 potenciais atividades biologicas que se relacionam entre os compostos (Tabela 7). As
principais atividades bioldgicas encontradas foram a antiviral, atuando como inibidor de fatores
diretamente relacionado a tumores como STAT e STAT3, citoprotetor e antibacteriano sendo

indicadas para a grande maioria dos compostos estudados, pelo PASSonline.
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Figura 23 - Numero de alvos indicados pelo PASSonline para cada composto do estudo.
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Fonte: AUTOR (2022)

A grande maioria das potenciais atividades biologicas relatadas na Tabela 7, referem-
se aos efeitos do fator de transcri¢do da familia STAT (STAT1 e STAT3) elas possuem efeitos
contrarios, a STAT1 ¢ um supressor de tumor e o STAT3 sdo oncogenes que sdo ativados
através de citocinas e fatores de crescimento e na presente avaliacdo os compostos podem
suprimir esses dois fatores de transcricdo conjuntamente (ZHANG et al., 2019). Todos os
compostos propostos também apresentaram funcdo de aumento na expressdo de 3-
hidroximetilglutaril-CoA sintase 2 (HMGCS2) que ¢ a principal enzima limitante da velocidade
da cetogénese, quadro muito comum em diabéticos (PUCHALSKA; CRAWFORD, 2017).

Outras fungdes importantes também destacadas sdo: as fungdes celulares
citoprotetoras, anti-hipdxia, alteragdes no mecanismo de degradagdo de proteinas ndo
funcionais através da proteossoma ATPase e agdo sobre os canais de calcio sensiveis a
voltagem; as fungdes anti virais com destaque para probabilidade de atuagdo na replicacao do
HIV e efeito também na Influenza um dos principais virus envolvido nas sindromes gripais;

atuacao contra micobactéria com agao anti-tuberculose.
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Tabela 7 - Potenciais atividades biologicas identificadas, pelo PASSonline para cada

composto.

C2 C3 C4 C5 (0] Cc7 C8
Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa

Atividades biolégicas - PASSonline

Inibidor do fator de transcriedo (3, 513 0641 0485 0,658 0,648 0,603

STAT3
Intensificador de expressao 0626 0,656 0576 0545 0,682 0562 0,580
HMGCS2 2 b b b b b b
Inibidor do fgtT";%e transericdo 505 0551 0577 0428 0,585 0,574 0,551
Inibidor de amidase micotiol S- 5,3 439 0460 0418 0428 0491 0,504
conjugada
Anti hipoxico 0,502 0426 0478 0,449 0,563 0,409 0,491
Inibidor de proteassoma ATPase 0,519 0,428 0,480 0,430 0,401 0,428 0,529
Citoprotetor 0,573 n 0,554 n n 0,579 0,609
Antagonista do Neuropeptideo Y2 0,511 0,586 0,526 n n 0,510 0,436
Inibidor de calpaina 0,409 0413 0,401 n 0,463 0,401 n
Inibidor de fixacao do HIV 0,438 0,401 n n 0,400 n n
Inibidor de pepzn;n; de Rhodotorula 0510 n 0,400 n 0,617 0424 0401
Antiviral (Influenza) 0,444 n n 0,400 0,456 0,410 0,474
Anti-tuberculose 0,400 n n n 0,515 n 0,419
Ativador do ‘canal de calcio (sensivel 0453 0491 0.419 n n n 0.454
a voltagem)
Anti micobacteria n n n n 0,511 0,400 0,410

Legenda: n — valores de Pa < Pi; C2 — Composto 2; C3 — Composto 3; C4 — Composto 4; C5 — Composto 5; C6 — Composto
6; C7 — Composto 7; C8 — Composto 8. Fonte: AUTOR (2022)

E por fim outra funcdo a ser destacada ¢ atuacdo no neuropeptideo Y2, O NPY ¢ um
neuropeptideo distribuido heterogeneamente e desencadeia seus efeitos fisiologicos e
bioquimicos por uma a¢ao em seis subtipos diferentes de receptores (Y1-Y6). O NPY estimula
a ingestdo de alimentos, inibe o gasto energético e aumenta o peso corporal pela ativacdo dos
receptores Y1 e Y5 no hipotalamo, gerando estudos que tentaram desenvolver ligantes de
receptores de neuropeptideos Y2, Y4 e Y5 como potenciais agentes anti-obesidade
(DOURISH et al., 2008; MITTAPALLI; ROBERTS, 2014).

Considerando que o presente estudo tem como intengdo a avaliacdo da atividade
antiprotozoario dos compostos, principalmente frente a organismos como tripanossoma,
leishmania, plasmodio e ameba. A ferramenta PASSonline também apontou apesar da menor

probabilidade um potencial de atividade antiprotozodrio para a maioria dos compostos
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estudados principalmente frente a tripanossoma e plasmédio, o composto 6 foi 0 composto que

mostrou probabilidade de atividade em diversos protozoarios (Tabela 8).

Tabela 8 - Predicao de atividades antiparasitarias fornecidas pelo PASSOnline dos compostos

2-8.

Atividades anti parasitarias - C2 3 C4 G5 Cé6 c7 C8
PASSonline Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa
Anti protozoario (em geral) 0,165 0,186 n n 0,234 0,175 0,174
Anti protozoario (Plasmodium) 0,2 0,241 0,177 0,198 0,181 0,218 0,198

Anti protozoario (Toxoplasma) 0,156 0,165 0,176 0,156 n 0,205 0,163
Anti protozoario (Trypanosoma) 0,301 0,231 0,223 023 0401 0,271 0,319

Anti protozoario (Amoeba) 0,244 0,245 0,231 0,239 0,302 n 0,242
Anti protozoario (Coccidial) n n n n 0,243 n n
Anti protozoario (Trichomonas) n n n n 0,204 n n

Legenda: n — valores de Pa < Pi; C2 — Composto 2; C3 — Composto 3; C4 — Composto 4; C5 — Composto 5; C6 — Composto
6; C7 — Composto 7; C8 — Composto 8. Fonte: AUTOR (2022)

5.2.3 Docking molecular

No estudo de docking molecular torna-se necessario a execucao de uma etapa inicial de
validacdo, que determina os parametros que serdo empregados no software utilizado para os
estudos. A etapa validacdo do método ¢ realizada utilizando a mesma estrutura presente no
complexo cristalografico, e, esta etapa ¢ também comumente chamada de re-docking
(reancoramento). Para validacdo, foram construidas as estruturas planar e tridimensional do
composto bis(gamma-glutamil-cisteinil-glicinil)espermidina cristalografado junto a enzima, e
a estrutura construida para andlise foi submetida ao processo de docking molecular, onde os
parametros do software GOLD foram testados e modificados a fim de obter um RMSD menor
de 2A que ¢é indicado na literatura como um valor ideal para os estudos de docagem
(VERDONK et al., 2003).

Os estudos de validacdo foram feitos no software GOLD, utilizando as mesmas
variaveis do trabalho anterior de Zimmermann (2018): tamanho do GRID (corresponde ao
espaco de interacdo permitido entre o ligante € o composto alvo), GA runs (Genetic

algorithms runs - determina o nimero de poses que serdo criadas) e a funcao score. A

partir do GRID definido de 9A foi determinado quatro numeros de GA runs para validacio
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mantendo a mesma fung¢do score CHEMPLP. O Quadro 4 apresenta os resultados de RMSD

obtidos nessa etapa de validacao.

Quadro 4 - Resultados obtidos na etapa de validacdo do processo de docagem. Ligante:

composto bis(gamma-glutamil-cisteinil-glicinil)espermidina.

GRID GA RUNS SCORING FUNCTION RMSD
9A 10 CHEMPLP 1,13
9A 20 CHEMPLP 1,34
9A 100 CHEMPLP 1,09
9A 400 CHEMPLP 0,95

Fonte: AUTOR (2021)

A estrutura cristalografica obtida no PDB (1BZL) possui o substrato bis(gamma-
glutamil-cisteinil-glicinil)espermidina. Essa molécula interage com os seguintes residuos de
aminoacidos: Ser15A, Leul8A, Trp22A, Val54A, Val59A, Lys62A, Tyrl11A, Metl14A,
Phe396A, Leu399B, His461B, Pro462B, Thr463B, Ser464B, Glu466B, Glu467B (BOND et
al., 1999). No processo de validacdo do docking, o composto desenhado apresentou
praticamente as mesmas interagdes encontradas no substrato bis-espermidina cristalografado
na estrutura. Apenas os residuos Val54A, Val59A nao apresentaram interagdo no processo de
re-docking, e os residuos Serl 10A e Ser470B mostraram interacdo no processo de validagdo e
ndo apresentam interagdo na estrutura obtida no PDB (Figura 24). Juntamente com o RMSD de
0,9511, sendo assim as interacdes encontradas foram utilizadas para validagao do método.

Apo6s a etapa de validagao do docking e definigdo dos pardmetros mais adequados a
serem utilizados, foi realizado entdo o docking dos compostos 2-8. Os 7 compostos foram
submetidos ao processo no software GOLD, utilizando os seguintes parametros: GRID 9A, GA
runs de 400 e Scoring Function CHEMPLP.

O PLP e ChemPLP sao fun¢des de pontuagdo empiricas otimizadas para uma predi¢ao
de melhor posicionamento da molécula na interacdo com seu alvo, estas posi¢des geradas no
calculo das pontuagdes também sdo conhecidas como poses. O ChemPLP ¢ a funcdo de
pontuagdo padrao no GOLD 5.2, ele utiliza para modelagem as interagdes de hidrogénio,
interacdes de van der Waals e os potenciais de repulsdo, e a partir destes potenciais modelar a
complementaridade estérica entre a proteina e o ligante (SAPUNDZHI et al., 2019). Cada pose

gerada na andlise gerou seu respectivo score de pontuacdo, € os dados no Quadro 5 apresentam
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os melhores scores gerados nas poses de cada composto analisado durante o processo de

docagem.

Figura 24 - Interagdes entre os residuos de aminoécidos do receptor tripanotiona redutase com
o modelo de bis(gamma-glutamil-cisteinil-glicinil)espermidina construido para a validacdo da

docagem.
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Fonte: AUTOR (2021)

Quadro 5 - Ranking de melhores scores de cada derivado biosisostérico obtidos no estudo de

docagem molecular pelo software GOLD.

Compostos SCORE
Composto 2 72.30
Composto 3 69.64
Composto 4 69.37
Composto 5 73.45
Composto 6 66.90
Composto 7 73.41
Composto 8 69.44

Fonte: AUTOR (2021)
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Figura 25 -. Disposi¢do dos andlogos biosisostéricos no sitio ativo da tripanotiona redutase.

Legenda: vermelho (Compostos: 3, 6 ¢ 7) ¢ Azul (Compostos: 2, 4, 5 ¢ 8). Fonte: AUTOR (2021)

Os compostos 3, 6 e 7 apresentaram perfis de interagdes semelhantes pois ambos
apresentaram interagdes de hidrogénio com os aminoacidos Glu467B e Glu466B que estdo na
mesma regido do sitio ativo (Figura 25). J& os demais com os substituintes -Br, -CH3, -N(CHz3)2
e -OH (2.,4,5 e 8 respectivamente) apresentaram-se de maneira diferente no sitio ativo fazendo
interacdes de van der Waals com os residuos Val59A,Leu399B, Met400B, His461B (Tabela 9).

Os sete derivados foram analisados de forma individual, tendo suas interacdes
comparadas com as obtidas no re-docking e com o sitio ativo do receptor. Foram analisadas as

interacdes de todos os compostos seguindo a ordem dos atomos (Figura 26).

Figura 26 - Posi¢des dos atomos para anélise dos resultados das interacdes obtidas

através do docking molecular e das reagdes de metabolismo
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Fonte: AUTOR (2021)
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Tabela 9 - Principais interagdes encontradas para os derivados ancorados na TR.

Atomo do Distancia
Molécula Aminoacido Categoria Tipo Score
ligante A)
Interagdo de
TYRI11A 022 Hidrogénio 1,86
Interagio de convencional
THR463 H7 . . 2,64
Hidrogénio
Interagdo Carbono
LYS62A Anel A Hidrogénio 3,19
MET400B Anel A Pi-enxofre 5,91
LYS62A Brl 4,01
Alquil S
— 72.30
2 MET400B Brl 4,58
PRO398B Anel A 5,33
Pi-Alquil
LEU399B Anel A 4,72
LEU399B Anel B Hidrofébica 453
VALS54A VALS9A
LEU63A THR66A
ILE107A SER110A . Van Der
Ligante
PHE396B THR397B Waals
HIS461B PRO462B
THR463B SER464B
GLU467B H17 Interagdo de 2,19
GLU466B H17 N Hidrogénio 1,84
Interagdo de
GLU466B H20 L convencional 1,99
Hidrogénio
Interagdo Carbono
GLU467B H19 2,68
Hidrogénio
THR463B Anel B Pi-amida 427
Composto i
X LEU399B Anel B Alquil 5,37 69.64
LY62A THR335A
PRO336A ILE339A Hidrofébica
PHE396B THR397B .
Ligante Van der Waals -

PRO398B LYS402B
HIS461B PRO462B
SER464B

Continua
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Continuacio
Atomo do Distincia
Molécula Aminoacido Categoria Tipo Score
ligante A)
LEU399B 08 Interagdo de 2,21
Hidrogénio
THR397B H17 ) 1,95
Interagéo de convencional
PRO398B 08 Hidrogénio 2,65
I 3 —_—
THR463B H17 nteragdo Carbono 2.90
Hidrogénio
MET400B Anel B 3,07
LEU399B Anel B Pi-sigma 2,73
MET400B Anel A Pi-enxofre 5,41
VALS59A Br12 4,34
Composto LEU399B Bri2 Alquil 491
4 PRO398B Cl 463 6937
MET400B Cl 3,91
HIS461B Brl2 5,21
Hidrofobica Pi-Alquil
PRO398B Anel A 5,07
LEU399B Anel A 5,05
LYS62A ALA103A Ligante -
ASNI106A ILE107A
PHE396B HIS401B Van der Waals
LYS402B
ASP432B PRO462B
SER464B
Interagdo de
THR397B H20 Interacdo de Hidrogénio 1,99
Hidrogénio Convencional
THR397B H18 Interagdo Carbono 2,51
LEU399B Anel A Hidrogénio 2,68
VALS54A Brl2 4,23
VALS59A Brl2 4,77
Composto -
5 ILE107 Brl2 391 73.45
PRO398 Cl 464
. . Alquil S
MET400B Cl1 Hidrofobica 4,30
LYS62A cr 4,39
LEU399B cr 4,13
MET400B cr 5,15

Continua




77

Continuacio
PRO398B Anel A 5,25
LEU399B Anel A 4,84
Pi-Alquil
VALS9A Anel B 4,65
LEU399B Anel B 491
THR66A TYRI11A
PHE396B HIS401B
LYS402B HIS461B .
Ligante Van der Waals -
PRO462B THR463B
SER464B GLU466B
GLU467B
Atomo do Distincia
Molécula Aminoacido Categoria Tipo Score
ligante A)
THR397B 01 2,01
LYS402B or Interagdo de 2,04
GLU467B H17 Hidrogénio 1,95
Interag@o de . e
GLU466B H17 Convencional 2,07
Hidrogénio S
GLU466B H20 2,05
PHE396B or Interagdo Carbono 2,90
Composto o —_—
GLU467B H18 Hidrogénio 2,98 66.90
6
LEU399B Anel B Pi-Alquil 5,11
PRO462B Br12 Alquil 4,84
LEU399B Bri2 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,87
LYS62A THR335A
PRO336A ILE339A .
Ligante Van der Walls
PRO398B THR463B
SER464B SER470B
GLU467B H17 Interagdo de 1,95
GLU466B H20 Hidrogénio 2,11
GLU466B H17 Convencional 1,98
GLU467B HI8 Interagdo Carbono 3,03
LEU399B Anel A Hidrogénio 2,96
THR463B Anel A Pi-Amida 4,50
Composto
PRO398B Cl 4,21 73.41
7 Alquil -
MET400B Cl 4,61
LEU399B Anel A Hidrofobica 4,51
LYS62A THR335A
PRO336A ILE339A
PHE396B THR397B Ligante Van der Walls
HIS461B PRO462B
SER464B SER470B Continua
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Continuacao
Atomo do Distincia
Molécula Aminoacido Categoria Tipo Score
ligante A)
LEU399B o7 2,71
SER464B )} Interacdo de 1,85
Interagdo de N
THR397B H17 ) ) Hidrogénio 1,75
Hidrogénio ) S
GLU436B H1 Convencional 1,94
THR397B H20 1,97
Composto MET400B Anel A Pi-enxofre 5,23 69.44
8 HIS461B Brl2 5.43 '
Alquil S
LEU399B Anel B ) 4,72
Hidrofobica
VALS9A LYS62A
PHE396B PRO398B )
Ligante Van der Waals
LYS402B PRO462B
THR463B

Fonte: AUTOR (2021)

Composto 2: este derivado faz interagcdes com 4 aminodcidos do sitio ativo da
enzima, o oxigénio da amida (posi¢do 22) faz intera¢do de hidrogénio com a Tyrl11 em uma
distancia de 1,86 A, este tipo de interagdo apresenta tipicamente a distncia entre 1,7 e 2,4A
(FOKOUE et al.,2020; BAKER; HUBBARD, 1984). O anel A faz uma interacao de hidrogénio
com a Lys62A a uma distancia de 3,19 A, esta interagdio é denotada como liga¢des de carbono
hidrogénio (também chamada liga¢do de hidrogénio-n ou ligacdo alquila-arila), que ocorre
quando uma liga¢dao C-H de um grupo alquila € polarizada na presenca de um anel com sistema
n, € uma interacdo do tipo dipolo-dipolo induzido fraca, e geralmente o grupo C-H estéd
perpendicular ao sistema © (FOKOUE et al., 2020). Este tipo de interacdo nao ¢ comumente
reportado na literatura, porém alguns estudos tém ilustrado que mesmo o carbono sendo
relativamente menos eletronegativo que o oxigénio € o nitrogénio por exemplo, estes atomos
de carbono sdo capazes de formar interacdes de hidrogénio fracas (HOROWITZ et al., 2012;
STEINER et al., 1998).

O carbono da posi¢do 7 faz outra interacdo de hidrogénio-n com a Thr463B a uma
distancia de 2,67 A. Adicionais a essas interagdes com os aminoacidos do sitio ativo, ha com
outros aminodcidos da enzima, anel A faz interagdes de hidrogénio-mt com os aminoacidos
Lys62A, o bromo ocupa uma cavidade formada por aminoécidos apolares e ¢ capaz de realizar

interagdes hidrofobicas com os residuos destes aminodcidos da cavidade, neste estudo ele
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apresentou interagdes deste tipo com a Pro398B, Leu399B e Met400B. E por fim o anel A faz

interagdo do tipo m-enxofre com o aminoacido Met400B (Figura 27).

Figura 27 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 2.
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Fonte: AUTOR (2021)

Outras interacdes importantes de nota sdo as de van der Walls, sdo forcas residuais
atrativas ou repulsivas entre dtomos que nao estdo ligados por ligagdes covalentes ou através
forgas eletrostaticas entre ions ou entre ions e espécies neutras (FOKOUE et al., 2020; IUPAC,
2019). O composto 1 apresentou este tipo de interacdo com os seguintes residuos de
aminoacidos: Val 54A, Val59A, Leu63A, Thr66A, Ile107A, Serl10A, Phe396B, Thr397B
His461B, Pro462B, Thr463B, Ser464B, dentre estes residuos nove estes presentes no sitio ativo
(BOND et al., 1999).

Composto 3: este derivado faz interagdes com apenas 3 aminoacidos do sitio ativo
da enzima, mas com interagdes consideradas relevantes, principalmente de hidrogénio
semelhantes a encontrada no substrato utilizado no re-docking. A amina secundaria (posi¢ao
17) faz interagdes de hidrogénio com a Glu466B a uma distancia de 1,85 A e com a Glu467B
a uma distincia de 2,19 A, esta porcdo da estrutura apresenta grupamentos funcionais
semelhantes a bis glutationil espermidina presente no substrato enzimatico.

O nitrogénio da amida (posicao 20) faz outra interagdo com a Glu466B a uma distancia

de 2,00 A e o carbono anterior a amida (posi¢io 19) também faz interacdo de hidrogénio-m com
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a Glu467B a uma distancia de 2,48 A. O anel B faz interagdes de hidrogénio-n com a Leu399B
e hidrofobicas com a Thr463B aminoacido presente no sitio ativo e com a Leu399B unico

residuo ndo pertencente ao sitio de atividade (Figura 28).

Figura 28 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 3.
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Fonte: AUTOR (2021)

As interagdes de van der Walls ocorreram com os residuos Ly62A, Thr335A, Pro336A,
Thr335A, 1e339A, Phe396B, Thr397B, Pro398B, Lys402B, His461B, Pro462B, Ser464B entre
eles cinco pertencentes ao sitio ativo.

Composto 4: este derivado faz interacdes com 3 aminoacidos do sitio ativo da enzima,
o carbono da posi¢ao 7 faz interacao de hidrogénio-n com a Thr463B (residuo do sitio ativo) a
uma distancia de 2,90 A, o oxigénio da ligacdo éter (posi¢do 8) faz interacdo de hidrogénio com
os residuos Leu399B e hidrogénio-m com a Pro398B (2,21 A € 2,61 A respectivamente) porém
estes ndo fazem parte do sitio ativo. A amina secundaria (posi¢ao 17) também faz uma interagao
de hidrogénio, mas com o residuo Thr397B a uma distancia de 1,96 A.

Os aminoacidos mais apolares tendem a formar cavidades e fazerem interagdes
hidrofobicas, e o anel A interage através de interacdes hidrofobicas com a Leu399B e de

interagio de hidrogénio-m com a Met400B esta interagdo a uma distancia de 3,07 A. A metila
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do anel A (posicao 1) faz interagdes hidrofobicas com os residuos Pro398B e Met400B, ¢ o
bromo do anel B (posi¢do 12) faz interagdes hidrofobicas com a Val59A e a Leu399B a
distancias que variam de 2,80 — 4,90 A (Figura 29).

As interacdes de van der Waals ocorreram com os residuos Lys62A, Alal03A,
Asnl06A, Ile107A, Phe396B, His401B, Lys402B, Asp432B, Pro462B, Ser464B trés deles

pertencentes ao sitio ativo.

Figura 29 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 4.
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Fonte: AUTOR (2021)

Composto 5: este derivado faz interagcdes com 4 aminoécidos do sitio ativo da enzima,
estas interagcdes sdo principalmente interagdes hidrofobicas, as metilas da amina (posi¢dol)
fazem interagdes com a Lys62A pertencente ao sitio ativo, e adicionalmente com Pro398B,
Leu399B e Met400B que nao sdo pertencentes ao sitio ativo com distancias que variam 4,13 —
5,24 A, o anel A faz interacio hidrofobica com a Pro398B e o anel B com a Val59A (este ultimo
pertencente ao sitio ativo) e a Leu399B. O atomo de bromo do anel B faz interagdes
hidrofobicas com Val54A, Val59A e lle107A (ambas pertencente ao sitio ativo).

A metila e a amida (posicdes 19 e 20) fazem interagdes de hidrogénio com a Thr397B
do sitio ativo e a Leu399A (nao pertence ao sitio de atividade) faz interacao de hidrogénio-nt
com os carbonos do anel A (Figura 30). E por fim as interacdes de van der Waals ocorrem com
os residuos Thr66A, Tyr111A, Phe396B, His401B, Lys402B, His461B, Pro462B, Thr463B,
Ser464B, Glu466B, Glu467B sete deles pertencentes ao sitio ativo.

ASP
B:432
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Figura 30 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 5.
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Fonte: AUTOR (2021)

Composto 6: este derivado faz interacdes com 3 aminoacidos do sitio ativo da enzima,
com perfil semelhante a encontrada no docking do Composto 2, a amina secundaria (posigao
17) faz interagdes de hidrogénio com a Glu466B e Glu467B nas distancias de 2,05 Ael1,95A
respectivamente, o nitrogénio da amida (posi¢do 20) faz interacdo de hidrogénio com a
Glu466B a uma distancia de 2,08 A, os oxigénios do grupo nitro também fazem interagdes de
hidrogénio com a Thr397B, Phe396B, Lys402B a distincias que variam de 2,04 — 2,90 A,
porém estes trés residuos ndo fazem parte do sitio ativo enzimatico. O anel A faz interagdes
hidrofobicas com a Leu399B e a Pro462B e, de van der Waals com os residuos Lys62A,
Thr335A, Pro336A, 11e339A, Pro398B, Thr463B, Ser464B, Ser470B 4 deles pertencentes ao

sitio ativo (Figura 31).
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Figura 31 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 6.
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Fonte: AUTOR (2021)

Composto 7: este derivado faz interacdes com 4 aminoécidos do sitio ativo da enzima,
com perfil semelhante a encontrada no docking do derivado cloro e nitro (Compostos 2 ¢ 6
respectivamente), a amina secundaria (posi¢do 17) faz interagdes de hidrogénio com a Glu466B
e Glu467B nas distancias de 1,98 A e 1,95 A respectivamente, o nitrogénio da amida (posi¢io
20) faz interagdo e hidrogénio com a Glu466B a uma distancia de 2,10 A. A Leu399A também

apresenta interagao de hidrogénio-t com o Anel A.

Figura 32 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 7.
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O anel A adicionalmente faz interagdo do tipo m amida com a Thr463B (pertencente ao
sitio ativo), intera¢des hidrofobicas com a Pro398B e Met400B estas duas nao pertencentes ao
sitio de atividade e, de van der Waals com os residuos Lys62A, Thr335A, Pro336A, I1e339A,
Phe396B, Thr397B, His461B, Pro462B, Ser464B, Ser470B cinco deles pertencentes ao sitio
ativo enzimatico (Figura 32).

Composto 8: este derivado faz interagcdes com apenas 1 aminoacido do sitio ativo, com
a His461B através de uma interacao hidrofobica com o bromo do anel B. As demais interagoes
s30 com aminoacidos ndo pertencentes ao sitio ativo, sao do tipo m com a Met400B e do tipo wt-

amida com a Ser464B.

Figura 33 - Interagdes obtidas no processo de docking com o composto 8.
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Fonte: AUTOR (2021)
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O oxigénio da hidroxila (posi¢do 1) faz interacdes de hidrogénio com Glu436B e
Ser464B, o oxigénio da ligacdo éter (posi¢ao 8) também faz interagdo de hidrogénio com
Leu399B, o nitrogénio da amida (posi¢ao 20) e da amina secundaria (posi¢do 17) fazem
interacdes de hidrogénio com a Thr397B (Figura 33). E por fim as interagdes de van der Waals
ocorrem entre 0 composto e os residuos Val59A, Lys62A, Phe396B, Pro398B, Lys402B,
Pro462B, Thr463B quatro deles pertencentes ao sitio ativo enzimatico.

No trabalho anterior de Zimmermann, 2018 o composto 1 teve como substituinte no
anel A um atomo de fluor, e obteve como resultado de docking, os resultados considerados mais
relevantes foram: interacdes de forma hidrofobica com os aminoacidos Ile107A e Leu399B e

através de uma intera¢ao de hidrogénio entre a carbonila da amida e o aminoacido Tyrl11A a
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2,65 A, se assemelhando em algumas interacdes encontradas no presente trabalho,
principalmente no que corresponde as interagdes de caracteristica hidrofobicas.

Analisando os resultados obtidos no docking os compostos 3, 6 ¢ 7 foram os que
apresentaram além das interagcdes mais interessantes no sitio ativo o melhor posicionamento
dentro do sitio de atividade do possivel alvo, e, as poses obtidas mostraram que eles se encaixam
melhores no sitio ativo de maneira a proporcionar melhores interagdes com os aminoacidos do
sitio ativo. Os substituintes destes compostos sdo eletronegativos o que pode explicar a
conformacao obtida no docking, j4 que essa semelhanca eletronica também pode obter um efeito
estérico similar nessas moléculas (WERMUTH, 2015). A unica exce¢do no presente estudo foi
do composto 2 que apesar de ser eletronegativo teve sua conformagdo semelhante as outras

estruturas com efeitos eletronicos distintos aos seus.
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6 CONCLUSAO

e Foram planejados 7 compostos derivados do composto 1.

e Através da jungdo de diversas técnicas computacionais in silico os compostos foram
analisados quanto as suas caracteristicas de biodisponibilidade, metabolismo e
toxicidade e apresentaram caracteristicas promissoras quanto a biodisponibilidade, mas
de alerta quanto a toxicidade e metabolismo, sendo necessaria a confirmagao in vitro e
in vivo dos parametros criticos obtidos.

e Por meio de estudos de docking molecular, foi possivel propor uma hipotese de
interagdo entre esses derivados amidas e o sitio ativo da enzima, a qual parece envolver
duas regides estruturais destes derivados no sitio ativo da enzima;

e A validagdo do estudo de docking utilizando a estrutura cristalografica disponibilizada
no banco de dados PDB (Protein Data Bank) — 1BZL e o substrato co-cristalizado
elaborado para os estudos in silico apresentou um RMSD dentro do valor preconizado
na literatura.

e Osanélogos 3,6 ¢ 7 interagem provavelmente em uma por¢ao um pouco mais hidrofilica
da enzima tripanotiona redutase realizando interacdes de hidrogénio bem semelhantes
ao substrato natural da enzima tripanotiona redutase;

e Foram avaliados os principais residuos de interagao entre os 7 derivados acetamidas e a
tripanotiona redutase com destaque para os residuos Lys62A, Tyrl11A, Thr463B,
Glu466B e Glu467B que compdem o sitio ativo fazendo interagdes com a maioria dos
compostos;

e De forma geral, de acordo com o docking molecular, esses analogos atuam
supostamente em regides do sitio ativo da enzima ja bem estabelecidas, principalmente
em porg¢des hidrofdbicas em que hd também interagdo do substrato natural da enzima
ou inibidores, como inibidores triciclicos;

e Os resultados obtidos por ambas as estratégias de identificacdo de compostos ativos
contribuiram para o direcionamento na identificacdo de novos e promissores compostos

antitripanossomatideos.
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7 PERSPECTIVAS

O enriquecimento e evolucao da quimica computacional contribuem para a pesquisa e
desenvolvimento de novos compostos com potencial e candidato a farmaco. Abordagens in
silico, por exemplo, representam uma reducao de tempo, custos financeiros e operacionais, além
de apresentar metodologias que podem interferir diretamente na sintese e avaliacdo da atividade
de novos compostos. Essas abordagens permitiram um conhecimento maior acerca de as
estruturas propostas no presente trabalho que possuem promissora atividade inibidora da
tripanotiona redutase.

O composto 1, previamente sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa, apresentou
atividade in vitro contra a forma amastigota de Trypanossoma cruzi, no entanto, hd a
necessidade de explorar melhor sua estrutura com a finalidade de aumentar sua poténcia e
possuir melhores caracteristicas de biodisponibilidade.

A avaliagdo in silico dos bioisdsteros mostrou que esses compostos interagem com
residuos de aminoacidos importantes para agdo enzimatica, portanto a proxima etapa no
desenvolvimento desses compostos serd a sintese e posterior teste de atividade e citotoxicidade
in vitro e como avaliado também serd importante a realizagdo de testes de metabolismo para

avaliacdo dos metabdlitos formados.

Figura 34 - Rota sintética proposta para obten¢ao de analogos bioisosteros do protdtipo

acetamida 1.
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Fonte: AUTOR (2020)
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Visando o planejamento racional dos derivados do composto 1, os compostos que
obtiveram resultados mais promissores no estudo in silico principalmente no docking, serdo
sintetizados seguindo a metodologia ja descrita (Figura 34) sendo que o material de partida para
as reagdes ja pode ser obtido comercialmente. As estruturas dos compostos sintetizados serdo
elucidadas utilizando espectroscopia de RMN de 'H e '*C e espectrometria de massas.

Posteriormente, os compostos serdo submetidos primeiramente aos ensaios biologicos
de atividade inibitdria da enzima tripanotiona redutase e atividade tripanocida in vitro. Embora
a avaliagdo bioldgica de acdo no parasita ainda seja uma importante etapa no desenvolvimento
de novas moléculas, a contribuicdo da quimica computacional é fundamental para o
desenvolvimento racional de novos compostos, economizando tempo, custos e evitar a

exposicao e uso de produtos quimicos alinhando-se aos conceitos de quimica verde.
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