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RESUMO

A Doenga de Chagas ¢, atualmente, um problema de satide publica que afeta de 6 a 7
milhoes de pessoas em 21 paises apenas na américa latina, segundo a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS). Os tratamentos existentes nao sdo especificos para o parasita, de modo que os
efeitos colaterais gerados por tais medicamentos trazem um grande desconforto aos pacientes,
e aliado ao fato de que o tratamento da fase cronica nao ¢ efetivo, se faz necessario a busca por
novos compostos com maior especificidade e melhores caracteristicas farmacocinéticas. Uma
das formas de atingir tais resultados se da pela técnica de Virtual Screening, utilizando a enzima
lanosterol 14-alfa demetilase (CYP51) de Trypanosoma cruzi, um alvo validado na literatura.
Utilizando o pacote de programas da OpenEye Scientific Software, Inc, e o banco de dados
Drugs Now do ZINC, foi gerado uma Hit list dos 500 melhores compostos obtidos via virtual
screening, sendo os melhores compostos selecionados de acordo com suas caracteristicas de
ADMET (absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excrecao e toxicidade) geradas a partir do web

server pkCSM, e analisadas pelo sofiware Orange3.
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1. INTRODUCAO

A Doenga de Chagas (DC) ¢ uma parasitose caracterizada pela a¢do do agente etioldgico
Trypanosoma cruzi. Esta na lista da Organizacdo Mundial da Satide como uma das doengas
tropicais negligenciadas, afetando cerca de 21 paises, e 8 milhdes de pessoas s6 na América
Latina. Mais de 10.000 pessoas morrem por ano por causa da doenga, e cerca de 25 milhdes de
pessoas estdo em risco de adquirirem-na. E considerado um problema de saide mundial, com

casos relatados em outros continentes (WHO , 2017).

Um dos seus vetores é o Triatoma infestans, inseto da familia Reduviidae. E comumente
chamado de barbeiro, e por ser um hemat6fago, a transmissao para o vetor ocorre quando ele
se alimenta de sangue de outros mamiferos contaminados. Neste caso, 0 mamifero contaminado
contém em sua corrente sanguinea formas tripomastigotas do parasito, e quando o 7. infestans
ingere o sangue contaminado, as células se diferenciam em amastigotas no intestino médio do
vetor. Ap0s isso, as células amastigotas se diferenciam, novamente, em células epimastigotas,
células essas, que juntamente com as amastigotas, sdo replicativas. As células epimastigotas se
ligam a parede cerosa do intestino médio do inseto por meio de interagdes hidrofobicas, e se
diferenciam em formas metaciclicas, estas por sua vez, sdo excretadas pelo 7. infestans
enquanto se alimenta, assim, por meio da ferida, as células metaciclicas caem na corrente

sanguinea da presa, e reiniciam o ciclo de vida do protozodrio (TYLER; ENGMAN , 2001).

Atualmente, a DC ¢ tratada com quimioterapia por meio da utilizagdo dos medicamentos
nifurtimox e benznidazol, porém, ambos apresentam diversos efeitos colaterais, incluindo
efeitos gastrointestinais e neuronais (CASTRO et al. , 2006). A doenca pode ser curada durante
a fase inicial da infec¢do, sendo de extrema importancia o diagndstico precoce para que o
tratamento seja efetivo, mas ja que a fase aguda da doenca apresenta sintomas muito parecidos

com infec¢des comuns, grande parte dos hospedeiros ndo sabe que contrairam a doenca,



diminuindo a eficiéncia dos tratamentos existentes. Tais medicamentos atingiram cerca de 76%
(16 de 21 pacientes) de cura durante a fase aguda da doenca, porém ela ¢ uma fase muito breve
em relacdo a cronica, e a eficacia do tratamento ¢ prejudicada nesse ultimo periodo,
apresentando cerca de 8% (9 de 113) de pacientes com testes soroldgicos constantemente

negativos (CANCADO , 2002).

A Busca de potenciais alvos para doengas negligenciadas ja ¢ uma realidade, e no caso
da proteina lanosterol 14-alfa demetilase (CYP51), diversos tratamentos estdo sendo
desenvolvidos contra os organismos dos mais diversos reinos, géneros e espécies. (CHOI et al.
, 2014). Essa proteina ¢ da superfamilia P450 (CYP), familia essa responsavel pelas proteinas
mais antigas, estando presente em quase todos os reinos bioldgicos. No tocante aos
protozoarios, a CYP51 estd atrelada a rota metabdlica do esqualeno, sendo crucial para a
formagdo de ergosterol, o equivalente metabolico para o colesterol em vertebrados. E um
importante componente da membrana celular, e sua falta induz a formagao de poros na mesma,
causado o desbalanco das concentracdes dos ions, € consequentemente a morte da célula
(KINSKY , 1970). Desta forma, dada sua importancia na sobrevivéncia do protozodario, pode-

se afirmar que a proteina CYP51 ¢ um importante e promissor alvo biologico.

O alinhamento global de proteinas humana (Uniprot ID: Q16850) e do parasito (Uniprot
ID: M1KKO91), utilizando o software EMBOSS needle (RICE et al. , 2000), mostra uma
similaridade de 30,7% dos aminoacidos, apontando uma baixa chance de que haja inibidores
comuns, corroborando com o fato de que hé diferenca significativa entre as duas proteinas para

que possa haver o desenvolvimento de drogas seletivas.

Hoje sabe-se que para a comercializagdo de uma nova droga no mercado, centenas de
milhares de outas moléculas foram analisadas e descartadas durante o processo de

desenvolvimento, e isso se converte em tempo e dinheiro desperdicados, seja no isolamento ou



sintetizacdo das moléculas, ou nos proprios testes de bancada. Entre os anos 1960 e 1980, o
custo para produzir uma nova droga passou de 4 milhdes, para 350 milhdes de dolares, desta
forma, fez-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas e ferramentas para atingir os

resultados esperados (OOMS , 2000).

O design de drogas auxiliado por computadores (CADD) foi uma dessas técnicas muito
utilizada no design racional de drogas, com o intuito de se reduzir o tempo requerido, e
aumentar as taxas de eficiéncia e eficacia dos testes pré-clinicos. Tal método tira proveito do
poder computacional para calcular a similaridade de ligantes, simular interacdes entre estruturas
moleculares, entre outras possibilidades. Para tal, foi necessario o desenvolvimento de novas
formas de se analisar os dados obtidos através de técnicas empiricas, como a Ressonancia
Magnética Nuclear (NMR) e a Cristalografia de Raios X, com o intuito de caracterizar e agrupar

as moléculas conhecidas.

De acordo com Wermuth et al. (1998) "Texto traduzido", tem-se que farmacoforo, ou
modelo farmacoforico, ¢ "O conjunto de caracteristicas estéricas e eletronicas que sdo
necessarias para garantir a interagcdo supramolecular 6tima com um alvo bioldgico, e acionar -
ou bloquear - sua resposta bioldgica.", ou em outras palavras, um modelo farmacoférico ¢ uma
entidade virtual, que contém informacdes a respeito de uma determinada molécula, ou conjunto
de moléculas, de forma que interagdes hidrofobicas, doagdo e acepcdo de elétrons, grupos
formadores de ligacdo de hidrogénio, e sitios de interagdo eletrostatica tém suas coordenadas
tridimensionais anotadas, permitindo o reconhecimento molecular do alvo por esse pequeno

conjunto de informagdes.

A modelagem de farmacdéforos se dé por duas vias principais, a modelagem baseada no
ligante e a baseada na estrutura. Na primeira, as informac¢des farmacoforicas dos ligantes

conhecidos na literatura sdo extraidas e usadas como um molde para comparar as informagdes



com outras moléculas, e determinar sua similaridade. Ja a segunda se baseia nas informagdes
da estrutura do alvo biologico conhecidas, de modo que um molde negativo ¢ formado de
acordo com as caracteristicas farmacoforicas do sitio de ligacdo do alvo. Neste caso, o
conhecimento tanto da estrutura, como da exata localizagdo do sitio de ligagdo tem papéis

fundamentais no processo de CADD.

E dado o nome Virtual Screening (VS), ou Triagem Virtual, ao processo de comparagao
de modelos farmacoforicos distintos. Tal técnica recebeu sua denominagdo por ser uma
derivacdo da técnica de High Throughput Screening (HTS), onde diversos compostos diferentes
sdo testados empiricamente contra o mesmo alvo bioldgico afim de se predizer o composto com
o maior coeficiente de inibigdo, ou ativagdo dependendo do resultado esperado. A VS se utiliza
do poder computacional para calcular as distancias tridimensionais entre 0s pontos
farmacoforicos do modelo e compara-los com os das moléculas analisadas, de modo que as

mais variadas fun¢des de pontuagdo podem ser usadas para gerar o valor final de cada analise.

A docagem molecular (DM) pode ser usada como uma forma de triagem, porém, apenas
baseada no volume do ligante. De acordo com KITCHEN et al. , (2004) o processo da DM
envolve a predi¢do da conformacdo — caracterizada pela liberdade do ligante das ligagdes da
molécula — e orientagdo do ligante — chamada de pose — dentro da caixa de ligagao selecionada
do alvo, e através de uma fun¢do de pontuacdo que calcula as interagdes dos ligantes com o
sitio da proteina, os ligantes sdo ranqueados, variando para cada software. No caso do software
FRED presente no pacote OEDOCKING 3.2.0.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe,
NM. http://www.eyesopen.com, os métodos sdo: busca exaustiva e otimizagdo. Na primeira
parte, o software calcula todas as poses da molécula dentro da cavidade do alvo, e elimina
aquelas que colidem com as paredes dela, calcula a pontuagdo em relagdo as ligacdes de
hidrogénio formadas entre o ligante e a proteina, entre o ligante e solventes implicitos, como a

agua, entre interacdes metal-quelante, e a forma do ligante, que calcula as distancias dos raios


http://www.eyesopen.com/

de van der Waals dos atomos pesados do ligante em relagdo aos da proteina, considerando
apenas os que a soma dos raios dos atomos da proteina e do ligante estiverem entre a propor¢ao
de 1,25 e 2,5 vezes. Ja a segunda utiliza uma versao alterada da fun¢do de pontuagdo, de modo

que os termos de ligagdo de hidrogénio e interacdo metal-quelante sao melhorados.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Construir um modelo farmacoforico visando a busca por potenciais firmacos, via triagem

virtual, contra a CYP51 de T. cruzi.

2.2. Objetivos especificos

Gerar e validar um modelo farmacoforico baseado na forma de estruturas conhecidas
extraidas do banco de dados do PDB em complexo com a proteina CYP51 de 7. cruzi;
Realizar uma busca baseada na forma e nas cores do modelo, utilizando uma
biblioteca de ligantes;

Estudar a interacdo entre o receptor, CYP51, e os compostos selecionados na triagem,
por meio da técnica de ancoragem molecular;

Avaliar as propriedades farmacocinéticas in silico dos compostos selecionados.

Sugerir ligantes com potencial de inibi¢do in vivo.



3. MATERIAIS E METODO

3.1. Geragdo do modelo farmacoférico

O modelo farmacofoérico foi gerado a partir de inibidores conhecidos na literatura, que
compartilhavam caracteristicas favoraveis em relacdo a inibi¢do do crescimento do parasita.
Tais inibidores foram extraidos do banco de dados do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et
al., 2000), de modo que foram escolhidas 5 moléculas, cujos cddigos de identificagdo sdo J5Y,
T9H, WVH, 26N e¢ TWS5. As moléculas foram alinhadas de acordo com seus pontos
farmacoforicos com a utilizacdo do web server PharmaGist (PIRES et al. , 2015), e o melhor
resultado baseado no score final gerado foi submetido ao software VROCS 3.2.0.4 , OpenEye
Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS et al. , 2007), onde os pontos farmacoforicos

desnecessarios foram excluidos, restando apenas 8.

3.2. Valida¢ao do modelo

A validagao do modelo foi feita utilizando o software vROCS 3.2.1.4 Software, Santa Fe,
NM (HAWKINS et al. , 2010), de modo que se utilizou a area sobre a curva (AUC) da curva
Receiver Operating Characteristic (ROC) como caracteristica avaliada, onde valores > 0,8

foram considerados aceitaveis.

Para tal, foram preparados dois bancos de dados, o primeiro, chamado de ativos, foi
preparado contendo moléculas descritas na literatura com atividade inibitdria contra o alvo,
utilizando 18 inibidores da CYP51 de 7. cruzi, extraidos de complexos proteina-ligante
depositados no PDB, cujos codigos de identificacdo estdo presentes na tabela 1, e 18 moléculas
descritas na literatura que pertencem ao grupo dos azoles, cujos codigos de identificagdo do
ZINC estdo presentes na tabela 1, totalizando 36 moléculas distintas; ja o segundo, chamado de

decoys, ou seja, moléculas inativas, foram obtidas ao se submeter o banco de ativos no web



server DUD-E (MYSINGER et al. , 2012), de modo que 2600 moléculas distintas foram

geradas.

3.3. Preparacao do banco de dados

O banco de dados utilizado foi o ZINC versao 12 (IRWIN; SHOICHET , 2005), subset
Drugs-Now de 24/11/2014, baixado em 20/09/2017, que contem 10.639.555 moléculas
distintas. O banco foi tratado pelos softwares FILTER 2.5.1.4, QUACPAC 1.7.0.2, e OMEGA
2.5.1.4 (HAWKINS et al. , 2010) Software, Santa Fe, NM.http://www.eyesopen.com. que
visam remover compostos que ndo estdo de acordo com a regra dos 5 de Lipinski, fixar o estado
de protonacgdo no pH fisioldgico (7,4) e gerar isdmeros por tautomeria, e gerar no maximo 200

conformagdes biologicamente ativas, quando possivel, para cada composto respectivamente.

3.4. Triagem virtual

A triagem foi feita utilizando o software ROCS 3.2.1.4 Software, Santa Fe, NM
(HAWKINS et al. , 2010), e o modelo validado, empregando os parametros 7Tanimoto combo,
color force field: Implicit Mills-Dean, e maximo de 500 compostos na Hit list. Os dados foram

visualizados utilizando o software VIDA 4.3.0 Software, Santa Fe, NM.

3.5. Ancoragem molecular

Primeiramente foi confeccionado o sitio ativo do alvo. Para isso, a estrutura cristalina da
proteina, cujo codigo de identificagio no PDB era 4COC, foi submetida no moédulo
MAKE RECEPTOR do pacote OEDOCKING 3.2.0.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe,
NM. http://www.eyesopen.com..Para a ancoragem molecular foi utilizado o mdédulo FRED
(MCGANN , 2011) do mesmo pacote, de modo que a classificagdo se deu pelo algoritmo
Chemgauss4. Os 500 melhores com a adicdo das moléculas utilizadas para a confeccdo do
modelo foram submetidos a ancoragem, totalizando 505 moléculas. Para a visualizagdo e

selecdo foi utilizado o modulo DOCKING REPORT do mesmo pacote. Os ligantes que
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obtiveram até¢ 99% de similaridade com o ligante J5Y, que obtivera o melhor resultado, foram

selecionados para a etapa seguinte, totalizando 6 moléculas.
3.6. Anélise das propriedades farmacocinéticas

As moléculas selecionadas, em conjunto com as que compunham o modelo foram
submetidas ao web server PKCSM (PIRES et al. , 2015), onde as caracteristicas de absorgao,

distribuicao, metabolismo, excrecao e toxicidade foram preditas.

Para a analise dos dados, foi utilizado o software Orange3 (DEMSAR et al. , 2013). Os
dados qualitativos foram discretizados, assumindo os valores 1 para “No”, e 2 para “Yes”. Apos
isso, os valores foram normalizados pela média, subsequentemente foram utilizados os modelos
estatisticos Principal Component Analisys (PCA) e K-Means, onde no primeiro, foram
utilizados apenas os dois principais componentes, ¢ no segundo foram utilizados, baseado na

pontuagdo da silhueta, trés grupos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito por HARGROVE et al., (2013), tem-se que a inibi¢do de citocromos
P450 ¢ governada por dois fatores: primeiro e mais importante, coordenagdo de um atomo
basico com o ferro heme, que € responsavel pela diminui¢do do potencial da enzima em ser
reduzida; e segundo, multiplas interagdes fracas da parcela ndo coordenada com a cavidade da
enzima. Desta forma, os pontos farmacofoéricos escolhidos no modelo seguiram tais

caracteristicas, como pode ser visto na figura 1

Figura 1. Modelo farmacoforico. Figura representando o modelo gerado. Os pontos em verde
indicam pontos farmacoféricos de anéis, em vermelho, os pontos farmacoforicos de aceptores
de elétrons, e em azul, pontos farmacoforicos de doadores de elétrons. Em cinza, esta
representado a forma (volume) do modelo.
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A validacao do modelo deu a certeza da qualidade do modelo utilizado, com uma pontuacao
de AUC de 0,842, superior ao limite estabelecido de 0,8. Isso demonstra a probabilidade de o
modelo ser realmente uma molécula ativa, ao invés de ser um falso positivo, categorizando-o

como um resultado aleatério. A figura 2 mostra a curva obtida.

fraction actives found ROC curve
1.0

0.0 4= +
0.0

0.5
fraction decoys found
ROCS Run (1) Randem

Figura 2. Curva AUC. Gréfico da curva gerada a partir da analise de compostos ativos (actives),
e inativos (decoys). Quanto mais afastada da linha pontilhada de “Random”, menor a
probabilidade de ser um modelo aleatério, € quanto maior a area sob a curva (AUC), maior a
probabilidade de ser um modelo similar a moléculas ativas.

A triagem resultou nos 500 compostos que obtiveram maior pontuacdo tanto quanto a
similaridade estrutural (volume), como a proximidade espacial dos pontos farmacofoéricos

(cores) em relagao ao modelo.

E possivel observar a presenca do grupo indol, caracterizado pela presenca de um anel

benzénico fundido a um anel pirrol, em todas as moléculas mostradas, fruto dos pontos
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farmacoforicos escolhidos no modelo. A figura 3 mostra os 6 primeiros compostos.

Figura 3. Triagem virtual. A figura mostra a sobreposi¢do das 6 melhores moléculas,
representadas pela cor cinza, com a T9H, representada em verde, uma das moléculas que
compunha o modelo. Em cinza a representa¢do bidimensional da molécula. A seta indica o
grupo indol.

A ancoragem molecular ndo apresentou falhas, sendo que todas as 505 moléculas foram
ancoradas com sucesso. Porém foi observado que, em geral, os compostos interagiam com o
sitio de ligacdo da enzima de maneira aleatoria, ndo alinhando o grupo indol como no caso de

todas as moléculas componentes do modelo. Isso se deve principalmente ao fato de ndo se

utilizar o ferro heme como restri¢do, de modo que ele seria, como descrito por CHOI; PODUST;
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ROUSH, 2014; HARGROVE et al., 2013, um clemento essencial na

alinhamento das moléculas na enzima.
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Figura 4. Ancoragem molecular. A figura mostra a sobreposi¢do da ancoragem da J5Y (uma
das moléculas que compunha o modelo) em verde, e as quatro primeiras moléculas. Em “A”
estd representada a molécula ZINC11784865 6 22, e pode-se observar que apenas ela ndo
contem o grupo indol. Em “B” esta representada a molécula ZINC21938563 2 168, e observa-
se que o grupo indol estd no local esperado. Em “C” estd representada a molécula
ZINC14202273 4 134, e pode-se observar um exemplo de ancoragem diferente do esperado,
onde os dois bracos menores da molécula triada estdo no local onde bragco maior da molécula
modelo estd. Em “C” esté representada a molécula ZINC09429860 3 125, e € possivel notar a
presenga do grupo indol no local oposto ao esperado, partindo da suposi¢cdo de que o modelo
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estaria no local correto. As setas indicam ligacdes de hidrogénio do ligante com residuos da
proteina.

Os resultados obtidos pelo web server pkCSM foram divididos em seis tabelas. Na tabela
1, estdo presentes as predi¢des das caracteristicas fisicas de cada molécula. P6de-se observar
que ha uma divisdo bem clara entre as moléculas que compunham o modelo e as triadas, em
relagdo ao peso molecular. Isso se deve ao fato de que o subset DRUGS NOW contém
moléculas selecionadas a partir da regra dos cinco de Lipinski, onde o peso molecular ndo deve
exceder 500 kDa. Além disso, observa-se que a area superficial e o peso molecular t€ém uma

forte correlagdo entre si (cerca de 0,995).

Uma vez que o parasita, durante a fase cronica da doenca, se encontra no interior das células,
faz-se necessario alta lipofilicidade por parte do composto, para que este possa penetrar pela
membrana celular humana, e atingir seu alvo. Desta forma, valores de solubilidade em agua
pequenos sdo essenciais. Para avaliar tal caracteristica, € utilizada o coeficiente de parti¢do, que
¢ arazao da concentracdo do composto diluido em fase aquosa, e da concentragdo do composto
diluido em fase oleosa, geralmente octanol. Valores maiores que 0 indicam compostos mais
lipofilicos, e valores menores que 0 indicam compostos mais hidrofilicos. Os resultados
mostram que todos os compostos testados apresentam alta lipofilicidade, maior inclusive que a

do exano que ¢ em torno de 4.
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Tabela 1: Propriedades moleculares

Nomes MW LP RB AP DN SA

26N 630,646 6,027 8,000 5,000 3,000 261,596

J5Y 611,121 5,970 8,000 5,000 3,000 259,403

T9H 632,743 4,254 9,000 7,000 3,000 257,136

™S 597,094 5,662 8,000 5,000 3,000 253,038

WVH 598,629 5,287 8,000 5,000 3,000 251,066
ZINC09429860 3 125 442,494 4,906 4,000 3,000 2,000 190,157
ZINCI11784865 6 22 498,627 6,027 6,000 6,000 2,000 217,459
ZINC13723309 2 199 498,970 5,262 5,000 3,000 2,000 212,180
ZINC14202273 4 134 433,458 5,519 7,000 2,000 3,000 182,971
ZINC21938563 2 168 436,943 4,704 4,000 3,000 2,000 185,691
ZINC34928371 1 14 352,437 5,033 2,000 1,000 1,000 157,812

*WM significa peso molecular, LP coeficiente de parti¢do, RB liga¢oes com rotagao livre,
AP aceptores, DN doadores, SA darea superficial.

Na tabela 2 estdo expressos os valores referentes a predi¢ao das caracteristicas de absorcao
das moléculas. Apds a normalizagdo, ¢ possivel observar uma forte correlacdo negativa entre o
coeficiente de particdo e a solubilidade em 4dgua (cerca de -0,912), corroborando com a
afirmagdo anterior. Os resultados da permeabilidade em células de linhagem Caco-2, um
modelo para absor¢do intestinal, ndo foram positivos para todas as substincias. Pdde-se
observar que para as moléculas TOH, TWS5, ZINC09429860 3 125, ZINC11784865 6 22, e
ZINC34928371 1 14 foram obtidos valores de alta permeabilidade (maior que 0,9), mas o
restante permaneceu na zona de permeabilidade mediana. A absorcdo intestinal foi predita

positiva para todas as moléculas, ficando todas acima dos 30%.

Todas as moléculas foram classificadas como potenciais substratos da Glicoproteina-P
(PGP), um importante transportador de membrana que expulsa toxinas e xenobidticos da célula,
porém, todas as moléculas também foram preditas como inibidoras das PGP I e PGP II, de
modo que a interferéncia na entrada e permanéncia na célula é provavelmente pouco

significante.
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Tabela 2: Propriedades de absor¢do

Nomes WS Caco2 P 1A SP PgpS Pgpll Pgp2l
26N -3,841 0,865 94,872 -2,735 Yes Yes Yes
J5Y -4,329 0,842 94,229 -2,735 Yes Yes Yes
T9H -3,879 0,955 85,048 -2,735 Yes Yes Yes
TWS5 -3,921 0,903 93,744 -2,735 Yes Yes Yes
WVH -3,886 0,839 90,961 -2,735 Yes Yes Yes

ZINC09429860 3 125 | -3,815 1,109 89,232 -2,737  Yes Yes Yes
ZINC11784865 6 22 -5,455 0,909 90,423 -2,866 Yes Yes Yes
ZINC13723309 2 199 | -4,418 0,767 90,056 -2,737  Yes Yes Yes
ZINC14202273 4 134 | -4,103 0,770 91,630 -2,735  Yes Yes Yes
ZINC21938563 2 168 | -4,851 0,710 92,303 -2,835 Yes Yes Yes
ZINC34928371 1 14 -5,191 0,921 92,224 -2,735  Yes Yes Yes

*WS significa solubilidade em dagua, Caco2 P permeabilidade em células de linhagem
Caco-2, IA absorg¢ao intestinal, SP permeabilidade pela pele, PgpS substrato da Glicoproteina
P(PGP), Pgpll inibidor da PGP I, Pgp2l inibidor da PGP II.

A tabela 3 estfio associados os valores preditos para as propriedades de distribui¢do dos

potenciais farmacos. Observa-se que a molécula ZINC21938563 2 168 apresentou um valor
de volume de distribui¢do alto (maior que 0,45), o que se considera ideal para que a molécula
se encontre dentro das células; as moléculas ZINC34928371 1 14, e WVH, apresentaram um
valor abaixo de -0,15, valor esse considerado baixo, demonstrando a tendéncia dessas
moléculas em permanecer nos vasos sanguineos; as demais moléculas ficaram em condic¢des
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intermedidrias. A fragdo desligada de todas as moléculas foi baixa, demonstrando uma possivel
dificuldade de atravessar a membrana celular, porém, um maior tempo de meia-vida no

organismo, por permanecerem ligadas as proteinas do sangue.

Uma vez que o parasita ndo se multiplica no cérebro, medicamentos que atravessam a
membrana hematoencefalica sdo desnecessarios por uma série de questdes que envolvem
efeitos indesejados. Os valores da permeabilidade & membrana hematoencefalica mostram que
todas as moléculas que compunham o modelo sdo pobremente distribuidas no cérebro,
mostrando que poucos efeitos indesejados sdo esperados, e evidenciando seu avango no seu
desenvolvimento como droga utilizdvel. Ja as moléculas triadas apresentam valores
intermediarios, ficando entre -1 e¢ 0,3 que sdo os limites entre pobremente distribuido e
altamente distribuido no cérebro respectivamente. Apenas as moléculas ZINC34928371 1 14
e ZINC09429860 3 125 apresentaram um valor acima do normal, considerado facilmente
distribuido no cérebro. J& para a permeabilidade ao SNC observa-se uma média menor das
moléculas componentes do modelo em relacdo as triadas, porém todas com exce¢cdo da WVH

e T9H sao capazes de penetrar no sistema nervoso central (SNC), o que ndo € o ideal

Tabela 3: Propriedades de distribuicio

Nomes VDss FU BBBp CNSp

26N 0,019 0,000 -1,051 -1,916

J5Y 0,096 0,000 -1,002 -2,069

T9H -0,103 0,000 -1,300 -3,160

™5 0,015 0,000 -0,912 -1,959

WVH -0,162 0,000 -1,153 -2,821
ZINC09429860 3 125 0,318 0,000 -0,829 -1,761
ZINC11784865 6 22 0,168 0,000 -0,927 -1,877
ZINC13723309 2 199 -0,097 0,000 -0,838 -1,800
ZINC14202273 4 134 -0,052 0,018 -1,212 -1,803
ZINC21938563 2 168 0,464 0,001 -0,068 -1,815
ZINC34928371 1 14 -0,408 0,000 0,426 -1,517

*VDss significa volume de distribuicdo aparente, FU fragdo livre, BBBp permeabilidade a
barreira hematoencefalica, CNSp permeabilidade ao SNC.
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Pode -se observar que na tabela 4, referente as predicdes sobre as propriedades de
metabolizac¢do, todas as moléculas que compunham o modelo, além da ZINC11784865 6 22
ndo se mostraram serem substratos da CYP2D6, uma importante enzima da superfamilia P450
presente em altas quantidades no figado, mas também na massa cinzenta. Todas as moléculas
se mostraram substratos da enzima CYP3A4, também pertencente a superfamilia P450, muito
envolvida na ativagdo de pro-farmacos. Sua acdo € extremamente necessaria, uma vez que o
tempo de meia-vida das moléculas ¢ afetado pela sua agdo, e sua toxicidade esta diretamente

atrelada a atuagdo das duas enzimas.

Desta forma, a inibicdo dessas enzimas € caracteristica de fundamental entendimento
para se determinar a farmacocinética e possiveis interagdes medicamentosas. Os resultados
obtidos mostram um padrao seguido pelas moléculas componentes do modelo, que nao foi

completamente traduzido nas moléculas triadas.

Tabela 4: Propriedades de metabolizagdo

Nomes 2D6s 3A4s 1A2i 2C19i 2C91  2D6i 3A41

26N No Yes No Yes Yes No Yes

J5Y No Yes No Yes Yes No Yes

T9H No Yes No Yes Yes No Yes

WS No Yes No Yes Yes No Yes

WVH No Yes No Yes Yes No Yes
ZINC09429860 3 125 Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
ZINC11784865 6 22 No Yes No No No No Yes
ZINC13723309 2 199 Yes Yes No Yes Yes No Yes
ZINC14202273 4 134 Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
ZINC21938563 2 168 Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
ZINC34928371 1 14 Yes Yes Yes Yes Yes No No

*2D6s significa substrato da CYP2D6, 3A44s substrato da CYP3A4, 1A2i inibidor da
CYPIA2, 2C19i inibidor da CYP2C19, 2C9i inibidor da CYP2C9, 2D6i inibidor da CYP2D6,
3A44i inibidor da CYP3A4.

A tabela 5 contém os resultados referentes as predicdes sobre as propriedades de

excrecdo de cada molécula. A proteina Transportadora de Cations Organicos II (OCT2 do

inglés) desempenha um importante papel na eliminacao de cations exdgenos e enddgenos pela
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urina, desta forma, ser potencial substrato deste transportador interfere no tempo de meia-vida
do farmaco, e indiretamente na sua toxicidade. Nenhum dos farmacos se mostrou provavel

substrato da OCT?2 renal.

A depuragio total expressa em log(ml/min/kg) demonstra a rapidez em que a droga ¢

completamente eliminada do corpo, desta forma, valores maiores significam eliminacdo mais

Tabela 5. Propriedades de excregdo

Nomes TC R-OCT2s
26N 0,548 No
J5Y -0,215 No
T9H -0,088 No
TWS5 -0,226 No
WVH 0,003 No
ZINC09429860 3 125 0,274 No
ZINC11784865 6 22 0,535 No
ZINCI13723309 2 199 -0,172 No
ZINC14202273 4 134 0,686 No
ZINC21938563 2 168 0,021 No
ZINC34928371 1 14 0,599 No

*TC significa depuragdo total, R-OCT2s substrato da OCT2 renal.

rapida.

Por fim, a tabela 6 contém os dados referentes a predicao das propriedades toxicas dos
compostos. O teste AMES resumidamente da, para um certo composto, sua probabilidade de
causar mutagdes no DNA de bactérias, podendo atuar como um possivel carcindogeno. Apenas
as moléculas ZINC14202273 4 134, e ZINC34928371 1 14 foram preditas como possiveis

agentes mutagénicos.

A maxima dose tolerada ¢ uma estimativa do limite da dose maxima. Expressa em
Log(mg/kg/dia), valores iguais ou abaixo de 0,477 sdo considerados baixos, ou seja, a dose
necessaria para causar toxicidade € baixa; ja o restante dos valores ¢ considerado alto, ou seja,

a dose necessaria para causar toxicidade ¢ alta.
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Os canais de potassio codificados pelo gene hERG estdo presentes no miocardio, e
desempenham um papel fundamental no funcionamento do mesmo. Sua inativagdo, ou por
inibidores, ou por mutagdes genéticas, pode gerar uma desordem potencialmente fatal chamada
Sindrome do QT longo. Logo, o “anti-targeting” de drogas que causem a inibi¢do de tais canais
¢ essencial para no desenvolvimento de drogas. Todas as moléculas obtiveram resultados

idénticos, sendo classificadas como inibidoras da hERG II, porém ndo inibidoras da hERG I.

A toxicidade aguda oral em ratos é o provavel valor de LDso em ratos de um dado
composto, ou seja, a quantidade, em mol/kg da molécula, necessaria para matar 50% dos
animais testados. Todas as moléculas apresentaram valores altos, onde, a titulo de
conhecimento, o menor valor ZINC14202273 4 134, de 904,63 g/kg é muito superior ao da
aspirina, de 200 mg/kg. A toxicidade cronica oral em ratos consiste na determinag¢do do LOEL,
ou seja, a menor dose de um dado composto que cause um efeito adverso observavel.

Novamente os compostos apresentaram valores altos.

A hepatotoxicidade ¢ um fator muito considerado no desenvolvimento de drogas, uma
vez que injurias no tecido hepatico causadas pelo uso cronico de fAirmacos sdo intensificadas
com a duragdo do tratamento, desta forma, compostos com pouca ou nenhuma hepatotoxicidade
sdo ideais no tratamento a longo prazo. Os unicos compostos com hepatotoxicidade predita

como negativa foram o ZINC14202273 4 134, e ZINC34928371 1 14.

A sensibilizacdo da pele ¢ um efeito adverso de analise muito importante ao se
considerar o desenvolvimento de drogas administradas pela pele, porém, ndo ¢ um parametro

analisado para este caso, uma vez que esta via de administra¢do nao € visada.

A toxicidade em T. pyriformis ¢ um teste de IGCso, ou seja, inibicdo de 50% do
crescimento do protozoario, onde valores maiores que -0,5 sdo considerados toxicos, desta

forma, todos os compostos sdo considerados toxicos neste parametro.
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Tabela 6: Propriedades de toxicidade

Nomes AMESt MTD hERGII hERG2I ORAT ORCT Hpt SS TPT MT

26N No 0,117 No Yes 2,792 0,949 Yes No 0,285 0,305
J5Y No 0,437 No Yes 3290 2,505 Yes No 0,285 -1,442

T9H No 0,185 No Yes 2,414 2,049 Yes No 0,285 0,481

W5 No 0,087 No Yes 2,812 1,020 Yes No 0,285 0,104

WVH No 0,103 No Yes 2,769 2,061 Yes No 0,285 0,664
ZINC09429860 3 125 No 0,015 No Yes 2,686 2,021 Yes No 0,300 1,063
ZINC11784865 6 22 No -0,556 No Yes 3,668 0,844 Yes No 0,319 2,617
ZINCI13723309 2 199 No -0,160 No Yes 2,345 2376 Yes No 0,289 -1,922
ZINC14202273 4 134 Yes 0,834 No Yes 2,087 1,330 No No 0,292 -0,923
ZINC21938563 2 168 No -0,429 No Yes 2,583 1,069 Yes No 0,595 -1,541
ZINC34928371 1 14 Yes 0,262 No Yes 2,265 0,131 No No 0,308 0,836

*AMESt significa teste de AMES, MTD dose maxima tolerada, hERG 11 inibidor da hERG I, hERG2I inibidor
da hERG II, ORAT toxicidade aguda oral em ratos, ORCT toxicidade cronica oral em ratos, Hpt
hepatotoxicidade, SS sensibiliza¢do da pele, TPT toxicidade em T. pyriformis, MT toxicidade em peixes.

A toxicidade em peixes ¢ um parametro que avalia a LCso, ou seja, a menor dose capaz
de matar 50% dos animais. Para ser considerado de toxicidade aguda, o valor deve ser inferior

a -0,3, o que ocorreu para os compostos J5Y, ZINC21938563 2 168, ZINC14202273 4 134,

e ZINC13723309 2 199.
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Os resultados obtidos pelo método de PCA e K-Means estdo representados a figura 5, e

mostram o agrupamento dos dados. Para o PCA, foram escolhidos os quatro componentes

principais que juntos representam 79% da varidncia dos dados, onde PC1 e PC2 foram

escolhidos para representar os eixos do grafico. Como pode-se observar, as moléculas

ZINC13723309 2 199, ZINC09429860 3 125 e ZINC21938563 2 168 se enquadraram no

mesmo grupo das moléculas componentes do modelo, evidenciando sua provavel acdo superior

as moléculas que ndo faziam parte do grupo, por serem mais similares as que compunham o

modelo. Porém, como observado, nenhuma das moléculas triadas se situou no 3° quadrante,

local esse que provavelmente estd relacionado a caracteristicas favoraveis ao efeito

QINCI 1784665 6_22
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ZINC21933563_2_168

® -ézsm
“THS
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ZINC09429860_3_125
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CZINCI3723309 2 199

ZINC14202273 ¢ 134

i
[ T
5

ZINCH4926571 1 14

Figura 5. Grdfico do agrupamento. A figura mostra o resultado da reducdo do niimero de componentes, e
posterior agrupamento. Observa-se que as moléculas que compunham o modelo ficaram bem proximas entre
si, demonstrando sua similaridade farmacocinética, e além disso, se situaram no quadrante 3, indicando uma
regido comum de caracteristicas favoraveis a acdo antichagasica. Estdo ocultos os dados da molécula T9H,
cujas coordenadas eram -3,51 e -2,12.

antichagasico pelo fato de todas as moléculas componentes do modelo estarem presentes nesta

regido.
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5. CONCLUSAO

Como foi mostrado anteriormente, conclui-se que o desenvolvimento de drogas com a
utilizagdo da VS ¢, sem sombra de duvidas, a melhor maneira de se alcangar resultados mais

confiaveis, de maneira mais rapida e com menor custo.

O resultado da técnica de PCA mostrou trés provaveis compostos com potencial
antichagésico baseadas nas moléculas encontradas na literatura, ZINC13723309 2 199,
ZINC09429860 3 125 e ZINC21938563 2 168, porém, tais compostos apresentam
caracteristicas farmacocinéticas que ainda precisam ser melhoradas, afim de que possam

prosseguir com testes pré-clinicos.

Desta forma, como futuras perspectivas, espera-se realizar o método de dindmica molecular
afim de se calcular e avaliar a energia de interacdo entre os presentes ligantes, e realizar

alteragOes estruturais afim de alcancar melhores caracteristicas farmacocinéticas.
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