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RESUMO

A sepse ¢ um problema mundial de satide que afeta cerca de 30 milhdes de pessoas
anualmente. E definida como uma resposta desregulada do hospedeiro frente a um processo
infeccioso associado a disfunc¢do organica. Muitos trabalhos relatam o envolvimento do 6xido
nitrico (NO) no desenvolvimento da sepse, por meio de evidéncias do aumento dos niveis
plasmaticos de nitrito e nitrato em pacientes sépticos e no choque séptico. Embora o NO ou
peroxinitrito apresentem agdo bactericida, niveis plasmaticos excessivos sdo contraprodutivos,
como ja evidenciado pelo seu envolvimento na hipotensdo e hiporresponsividade a
vasoconstritores ¢ na reducdo da perfusdo tecidual. O 7-nitroindazol (7-NI) é uma substancia
conhecida por sua capacidade de inibir seletivamente a enzima 6xido nitrico sintase neuronal
(NOS-1), ao se ligar reversivelmente ao grupo heme desta enzima, impedindo a ligagdo do cofator
BH4 e competindo com a L-arginina. Estudo in vivo mostraram que o 7-NI foi eficaz em melhorar
a resposta aos vasoconstritores na fase tardia da sepse, além de reduzir a mortalidade dos animais
em modelo de CLP e pneumosepse. Apesar de ser promissor para o tratamento da sepse, estudos
farmacocinéticos do 7-NI sdo escassos e nao ha relatos de estudos de metabolismo na literatura.
Assim, este trabalho teve como objetivo por meio de estudo in silico, investigar as vias de
metabolizacdo e os provaveis metabolitos do 7-NI. Os possiveis sitios de metabolismo (SoMs) do
7-NI foram avaliados pelos softwares SMARTCyp e Rs-WebPredictor. Para a identificagdo dos
provaveis metabolitos os softwares BioTransformer e MetaUltra foram empregados. Os resultados
obtidos com o emprego dos softwares SMARTCyp e Rs-WebPredictor demonstraram que os
principais SoMs estdo localizados nas posi¢des orto, meta e para em relagdo ao grupamento nitro
do anel aromatico. O software Rs-WebPredictor também indicou os nitrogénios do anel de cinco
membros e o proprio grupo nitro como possiveis SoMs. Os metabolitos preditos pelos softwares
Biotransformer e MetaUltra envolvem principalmente reagdes oxidac@o. Além disso, reacdes de
conjuga¢do também foram preditas pelo software MetaUltra. Os resultados obtidos no presente
estudo poderdao ser utilizados para orientar investigacdes futuras sobre as propriedades

farmacocinétics e toxicoldgicas do 7-NI.

Palavras-chave: Sepse. 7-Nitroindazol. Estudos de metabolismo in silico.



ABSTRACT

Sepsis is a global health issue that affects more than 30 million people worldwide every year.
Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to
infection. Several studies have reported the involvement of the nitric oxide (NO) in the sepsis, by
the elevated circulating nitrite/nitrate, the stable byproducts of NO, observed in septic patients and
septic shock. Although NO or peroxynitrite has bactericidal action, excessive plasma levels are
counterproductive, as already evidenced by its involvement in hypotension and
hyporesponsiveness to vasoconstrictors and in the reduction of tissue perfusion. The 7-
nitroindazole (7-NI) is a substance known for its ability to selectively inhibit the enzyme neuronal
nitric oxide synthase (NOS-1) by reversibly binding to the heme group of this enzyme, preventing
the binding of the BH4 cofactor and competing with L-arginine. /n vivo studies have demonstrated
that 7-NI was able to improve the response to vasoconstrictors in the late stage of sepsis, in addition
to reducing animal mortality in the CLP and pneumosepsis models. Despite being promising for
the treatment of sepsis, pharmacokinetic studies are scarce and there are no reports of metabolism
studies for 7-NI in the literature. Thus, in this study in silico metabolism studies were carried out
to predict the metabolism pathways and probable metabolites of 7-NI. The possible sites of
metabolism (SoMs) of the 7-NI were evaluated using the softwares SMARTCyp e Rs-
WebPredictor. To identify the probable metabolites of 7-NI, the softwares BioTransformer e
MetaUltra were employed. The results obtained by using both SMARTCyp and Rs-WebPredictor
softwares demonstrated that the main SoMs for 7-NI are located in the ortho, meta or para
positions of the aromatic ring, in relation to the nitro groups. Rs-WebPredictor software also
predicted the nitrogens of the five-membered ring and the nitro group as possible SoMs. The
metabolites identified were originated from oxidation reactions as predicted by BioTransformer
and MetaUltra softwares. Besides, conjugation reactions were predicted by using MetaUltra
software. The results obtained in the present study can be used to guide future investigations on

the pharmacokinetic and toxicological properties of 7-NI.

Keywords: Sepsis, 7-Nitroindazole, In silico metabolism studies.
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1 INTRODUCAO

A sepse ¢ um problema mundial que afeta cerca de 30 milhdes de pessoas anualmente, um
numero exorbitante de dbitos e internagdes que atingem especialmente paises subdesenvolvidos e
as suas redes publicas de satde. Tal condi¢do clinica ¢ definida como a presenca de disfuncio
organica generalizada, decorrente de resposta imune desregulada do organismo frente a uma
infeccdo - mais comumente de bactérias gram-negativas. O desafio do tratamento ndo esta
exclusivamente relacionado com o combate ao microorganismo infeccioso, uma vez que, o
paciente séptico em sua fase inicial ird apresentar um estado hiperdinamico, taquicardia, alto débito
cardiaco, baixa resisténcia vascular sist€émica e hipoxemia e na fase tardia um quadro
hipodindmico com cianose, hipotensdo, taquicardia com pulso filiforme, oligiria e diminui¢do do
débito cardiaco. Estes quadros podem ndo normalizar mesmo com a eliminagdo do patégeno

(DELANO; WARD, 2016)

Muitos trabalhos relatam o envolvimento do 6xido nitrico (NO) no desenvolvimento da
sepse, por meio de evidéncias do aumento dos niveis plasmaticos de nitrito e nitrato, produtos do
metabolismo do NO, em pacientes sépticos € em choque séptico. Embora o NO ou peroxinitrito
apresentem ac¢do bactericida, niveis plasmaticos excessivos sdo contraprodutivos, como ja
evidenciado pelo seu envolvimento na hipotensdo e hiporresponsividade a vasoconstritores e na
reducdo da perfusdo tecidual (ASSREUY, 2006). Desta forma, o desenvolvimento de estratégias
que garantam a manutengdo da pressdo arterial em valores proximos ao fisiologico tem sido
considerado um dos principais objetivos dos estudos realizados em todo o mundo para o tratamento
da sepse.

O NO ¢ sintetizado por uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases (NOS), as quais
utilizam a L-arginina como precursor. Atualmente, trés isoformas das enzimas NOS ja foram
descritas na literatura, sendo divididas de acordo com sua atividade em constitutivas e induzivel.
As isoformas constitutivas sao a neuronal (NOS-1 ou nNOS) e a endotelial (NOS-3 ou eNOS);
portanto, a terceira isoforma ¢ relatada como indutivel (NOS-2 ou iNOS) (KORHONEN et al.,
2005). A NOS-1 ¢ considerada a principal fonte de NO em células do SNC, encontrando-se
amplamente distribuida pelo sistema nervoso central e periférico (GOTTI ef al., 2005). E também
expressa nos musculos esqueléticos, cardiaco e liso, além de células da macula densa e ilhotas
pancreaticas (FORSTERMANN; SESSA, 2012). O NO proveniente da isoforma neuronal esta

envolvido em importantes processos fisioldgicos, atuando na plasticidade sinaptica e
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neurotransmissdo no SNC, na dilatagdo de vasos sanguineos nos musculos esqueléticos e na
regulacdo autdcrina da contratilidade cardiaca, entre outros (GOVERS; OESS, 2004). Assim, o
desequilibrio na producao do NO pela NOS-1 contribui para o desenvolvimento de processos

patologicos (GOLAN et al., 2000).

O 7-nitroindazol (7-NI) ¢ uma pequena molécula heterociclica — que contém um anel
indazol e um grupamento nitro na posi¢do 7 —, conhecida por sua capacidade de inibir
seletivamente a enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NOS-1). Em uma pesquisa feita por Nardi
e colaboradores (2014) com o intuito de melhorar a resposta aos vasoconstritores na fase tardia da
sepse (resposta dependente da agdo da NOS-1), a administragdo do 7-NI mostrou-se eficaz, porém,
sua agdo foi limitada devido ao curto tempo de meia-vida, cerca de 30 minutos na dose de 10
mg/kg. Além do curto tempo de meia-vida plasmatico (~2 h), o 7-NI apresenta baixa solubilidade
aquosa (BUSH; POLLACK, 2000), que limita a sua aplica¢do clinica. Em um estudo pioneiro,
Barp (2016) desenvolveu nanoemulsdes lipidicas contendo 7-NI, com o objetivo de contornar as
limitacdes de baixa solubilidade aquosa e curto tempo de meia vida plasmatica deste composto.
Neste estudo foi mostrado que a nanoemulsao de 7-NI, aplicadas pela via introvenosa, reduziu a
producdo de NO pela NOS-1 de maneira prolongada em células de musculo liso A7r5. A
nanoemulsdo também mostrou ser capaz de prevenir em 40% a mortalidade dos animais, nos
modelos de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e pneumosepse, enquanto que o 7-NI livre
preveniu na mesma propor¢ao apenas no modelo de sepse por CLP. Embora estes ensaios tenham
sido de suma importancia para as pesquisas de novas estratégias para reverter o quadro de sepse,
estudos sobre a farmacocinética do 7-NI sdo escassos e ndo h4 conhecimento sobre o seu

metabolismo (BUSH; POLLACK, 2000; FORSTERMANN; SESSA, 2011).

Estudos sobre o metabolismo de farmacos tém sido identificados com um fator decisorio
no sucesso ou fracasso do desenvolvimento de novos medicamentos, visto que impacta sobre
muitos aspectos, incluindo biodisponibilidade, meia-vida plasmatica e toxicidade. A identificacao
de metabolitos ¢ uma pega chave, a medida que os processos de metaboliza¢ao podem resultar em
espécies reativas, toxicas ou mesmo ativas (PEACH et al., 2012; ANDRADE; SILVA; BRAGA,
2014). Consequentemente a predicdo dos possiveis sitios de metabolismo ¢ 1til para a
compreensdo da terapéutica de um composto e predicdo da sua toxicidade. Dentro das
propriedades farmacocinéticas, o metabolismo mostra-se relevante, pois ¢ composto por reagoes
enzimaticas ordenadas capazes de provocar alteragdes estruturais nos farmacos a fim de tornéa-los

mais hidrossoluveis, facilitando o processo de excrecdo. Estas reacdes enzimdticas ocorrem
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primordialmente no figado, porém podem acontecer em outros 6rgaos, como os rins e os pulmdes
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001; VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003;
MODA, 2013).

O desenvolvimento de metodologias eficazes para a investigacdo da farmacocinética, e
principalmente, do metabolismo, sempre foi uma das aspira¢cdes da industria farmacéutica e dos
cientistas ligados a area. Nos dias atuais, os ensaios pré-clinicos de metabolismo compreendem
diversas metodologias in silico, in vitro e in vivo. Dentre as trés citadas, os ensaios in silico sao
os mais recentes a serem desenvolvidos e estdo em constante aperfeicoamento. Estes utilizam da
tecnologia computacional e o conjunto de conhecimentos de propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas para a predicao das propriedades de um farmaco (VAVOUGIOS et al., 2017). Estudos
in silico se baseiam em ferramentas para predizer o metabolismo baseado em interagdes dos
farmacos com as enzimas do citocromo P450 (CYP450) e seus desfechos metabolicos, as
propriedades de absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade (ADMET),
caracteristicas de solubilidade, permeabilidade e biodisponibilidade, e capacidade de indu¢ao das
enzimas envolvidas no metabolismo e de transportadores, que podem afetar a concentragdo
plasmatica dos farmacos e levar ao prolongamento da acdo ou aparecimento de efeitos adversos
indesejaveis. Apesar de apresentarem limitagdes, estudos in silico constituem uma poderosa
abordagem para reduzir os custos € o tempo para o desenvolvimento de medicamentos (KAZMI

et al., 2019).

Assim, considerando os aspectos acima mencionados, este trabalho tem como objetivo
investigar as propriedades farmacocinéticas do 7-NI, dando énfase na avaliacdo do seu
metabolismo usando ferramentas in silico, como forma de contribuir para o avango das pesquisas

na busca de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da sepse.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SEPSE

Historicamente, os primeiros relatos do uso da palavra “sepse” remetem ao filésofo e
médico grego Hipocrates (460 a.C - 360 a.C). Para o filésofo, o termo sepse (onyn) referia-se ao
estado de putrefacdo e se contrapunha a pepsi (néyiS), relacionada com o estado de “confecgao”
e/ou “maturagdo”. O conceito se assemelha muito as concepcdes orientais de ying-yang, onde

ambas as formas podem ocorrer simultanecamente em um individuo, sendo a sepse maléfica ao

corpo e a pepsi benéfica (MAJNO, 1991).

A sepse ¢ um problema de satide mundial, atingindo tanto os paises desenvolvidos quanto
os em desenvolvimento. Atualmente, estima-se que haja cerca de 31,5 milhdes casos de sepse e
19,4 milhdes de sepse severa no mundo com 5,3 milhdes de mortes anualmente (FLEISCHMANN
et al, 2016). Um estudo feito por Rhee e colaboradores (2017) analisando mais de 400 hospitais
nos Estados Unidos, demonstrou que a sepse foi a responsavel por cerca de 6% das internagdes de
adultos, das quais 21% culminaram em morte. No Brasil, estimativas apontam a existéncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de sepse a cada ano, sendo que as consequéncias da sepse
sdo responsaveis por 16,5% dos atestados de 6bitos emitidos, ou seja, em torno de 250 mil casos
anualmente (ILAS, 2015). Um estudo apontou que em um sé dia, em cerca de 230 Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) brasileiras, aleatoriamente selecionadas de forma a representar de
maneira adequada o conjunto de UTIs do pais, 30% dos leitos foram ocupados por pacientes com
sepse ou choque séptico, com letalidade proxima dos 50% (ILAS, 2015). As diretrizes para
tratamento do choque séptico sdo baseadas no tratamento da infec¢do com antibioticoterapia e
administracao de fluidos e farmacos para elevar a pressao arterial (DELINGER et al., 2013).
Entretanto, boa parte dos pacientes com choque séptico apresenta um quadro de hipotensdo que
ndo ¢ revertido pela fluidoterapia ou pelos agentes vasoconstritores, o que explica a sua elevada

letalidade (SINGER et al., 2016).

De acordo com o 3° Consenso Internacional (também conhecido como Sepse 3.0), a sepse
deve ser definida como uma resposta desregulada do hospedeiro frente a um processo infeccioso
associado a disfuncdo organica. Assim, de acordo com esta defini¢cdo, a sepse indica uma
fisiopatologia mais complexa do que a infec¢do associada a uma resposta inflamatoria sistémica.

A gravidade da disfung¢do de 6rgaos pode ser avaliada por um aumento da pontuagdo de dois pontos
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ou mais na Avaliacio Sequencial de Insuficiéncia de Orgios (SOFA; do inglés Sequential Organ
Failure Assessment). O SOFA quantifica anormalidades de acordo com achados clinicos, dados

laboratoriais ou intervengdes terapéuticas (SINGER et al., 2016).

Uma grande dificuldade com relagdo a sepse ¢ sua complexa fisiopatologia e a inexisténcia
de um tratamento especifico e eficaz. O quadro clinico da doenga ¢ normalmente iniciado por
bactérias Gram negativas, mas também pode ser causado por fungos, virus ou parasitas. O desafio
do tratamento nao estd exclusivamente relacionado com o combate ao micro-organismo
infeccioso, uma vez que, o paciente séptico apresenta um estado hiperdinamico, taquicardia, alto
débito cardiaco, baixa resisténcia vascular sistémica e hipoxemia, quadros que podem nao
normalizar mesmo com a eliminac¢do do patdégeno (TITHERADGE, 1999; JACOBI, 2002). Essas
caracteristicas sdo causadas por um conjunto de fatores expressos na sepse: uma inflamagdo
exacerbada mediada pela ativagao do sistema imune, pelo reconhecimento de multiplos padroes
moleculares associados a patogenos (PAMPs); a disfunc¢do da barreira endotelial, que permite o
extravasamento de liquidos e proteinas para dos vasos para os tecidos; e um estagio de
hipercoagulagdo, por conta da ativagdo de plaquetas e das citocinas provindas da inflamagdo

(LEVI et al., 2013; HOTCHKISS et al., 2016).

Pouco tempo depois do inicio da sepse, ¢ possivel que a doenga evolua para um choque
séptico. Tal condigdo, além de aumentar a taxa de mortalidade, ¢ caracterizada pela hipotensao
refratdria a reposicdo volémica com necessidade de administracio de medicamentos
vasoconstritores. A dificuldade de manter a pressao arterial maior que 65 mmHg, ¢ extremamente
danosa a varios orgaos e tecidos, sendo comum a faléncia de multiplos 6rgdos (HOTCHKISS et

al.,2016; SINGER et al., 2016).

2.2 OXIDO NITRICO NA SEPSE

Muitos trabalhos relatam o envolvimento do 6xido nitrico (NO) no desenvolvimento da
sepse, por meio de evidéncias do aumento dos niveis plasmaticos de nitrito e nitrato, produtos do
metabolismo do NO, em pacientes sépticos € em choque séptico. Embora o NO ou peroxinitrito
apresentem acdo bactericida, niveis plasmaticos excessivos sdo contraprodutivos, como ja
evidenciado pelo seu envolvimento na hipotensdo e hiporresponsividade a vasoconstritores € na
reducdo da perfusdo tecidual (NATHAN; HIBBS Jr, 1991). Desta forma, o desenvolvimento de

estratégias que garantam a manutengao da pressao arterial em valores proximos ao fisioldgico tem
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sido considerado um dos principais objetivos dos estudos realizados em todo o mundo para o

tratamento da sepse.

O NO ¢ uma molécula gasosa, simples, inorganica e incolor. E sintetizado por uma familia
de enzimas, as 6xido nitrico sintases (NOS), as quais utilizam a L-arginina como precursor. A
ligagdo entre o nitrogénio e o oxigénio permite a existéncia de um elétron livre em sua estrutura,
0 que o torna uma molécula muito reativa. Apesar de simples, possui papéis importantes em varias
vias fisioldgicas e patofisioldgicas do organismo, como no controle da pressao sanguinea, na
funcdo plaquetéria, na defesa do organismo (¢ um microbicida produzido pelos macrofagos),

estando também presente na neurotransmissao (KORHONEN et al., 2005).

Atualmente, trés isoformas das enzimas NOS ja foram descritas na literatura. Apesar das
poucas diferencas estruturais, foram divididas de acordo com sua atividade em constitutivas e
induzivel. As isoformas constitutivas sdo: a neuronal (NOS-1 ou nNOS) e a endotelial (NOS-3 ou
eNOS); portanto, a terceira isoforma ¢ relatada como indutivel (NOS-2 ou iNOS). Apesar de serem
semelhantes estruturalmente, as NOS sdo reguladas de forma distinta. As formas constitutivas sao
expressas em condi¢des normais do organismo, e para realizarem sua catéalise, dependem do ion
calcio e da ligacdo com a calmodulina, produzindo 6xido nitrico em concentracdes baixas na
ordem nanomolar (MARLETTA, 1994; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Ao contrario de
suas formas constitutivas, a NOS-2 ndo ¢ expressa em condigdes fisiologicas, sendo induzida
principalmente por citocinas, como o interferon-y (IFN-y), o fator de necrose tumoral a (TNF-a)
e a interleucina 1P, além das endotoxinas como o lipopolissacarideo (LPS), portanto, a producao
de NO ¢ constante quando ativada, e ¢ capaz de atingir concentragdes micromolares. Tendo em
vista sua acao microbicida, acredita-se que na sepse a sua principal fun¢do seja a eliminagao do
patogeno, consequentemente a NOS-2 esta presente em grandes quantidades nas células do sistema

imune como os macréfagos e linfocitos T (GOVERS; OESS, 2004).

A NOS-1 ¢ considerada a principal fonte de NO em células do sistema nervoso central
(SNC), encontrando-se amplamente distribuida pelo sistema nervoso central e periférico (GOTTI
et al., 2005). E também expressa nos mésculos esqueléticos, cardiaco e liso, além de células da
macula densa e ilhotas pancreéticas (FORSTERMANN; SESSA, 2012). Tendo em vista sua
localizagdo, o NO proveniente da isoforma neuronal estd envolvido em importantes processos
fisiologicos. Na sepse, estudos mostraram que a disfungdo vascular estd associada a maior

expressao e associacao fisica da oxido nitrico sintase e da guanilato ciclase e maior producao de
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guanosina monofosfato ciclico. Adicionalmente, estes estudos mostraram que a inibicao seletiva

da NOS-1 restaura a resposta aos vasoconstritores (NARDI et al., 2014).

2.3 7-NITROINDAZOL

O 7-NI ¢ uma substancia conhecida por sua capacidade de inibir seletivamente a enzima
NOS-1. O 7-NI ¢ uma pequena molécula heterociclica que contém um anel indazol e um
grupamento nitro na posi¢ao 7 (Figura 1). Age como inibidor seletivo in vivo da NOS-1 ao ligar-
se reversivelmente ao grupo heme desta enzima, impedindo a liga¢ao do cofator BH4 (BUSH;
POLLACK, 2000) e competindo com a L-arginina (KLATT et al., 1994). Apesar de sua
farmacocinética ter se mostrado dose-dependente em injecdes intraperitoneais, o composto tem
um tempo de meia vida curto, variando de 25 a 87 minutos. Mesmo apds a administragao de doses
elevadas o tempo de meia vida ndo foi superior a duas horas (BUSH; POLLACK, 2000). Em uma
pesquisa feita por Nardi e colaboradores (2014) com o intuito de melhorar a resposta aos
vasoconstritores na fase tardia da sepse (resposta dependente da acdo da NOS-1) a administracao
do 7-NI mostrou-se eficaz, porém sua agao foi limitada, devido ao curto tempo de meia-vida, cerca

de 30 minutos na dose de 10 mg/kg.

Figura 1. Estrutura molecular do 7-Nitroindazol
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Fonte: SigmaAldrich (2020)

Considerando as limitagdes de baixa solubilidade aquosa e curto tempo de meia vida
plasmatica do 7-NI, Barp e colaboradores (2018) desenvolveram nanoemulsdes lipidicas contendo
7-NI para administracao intravenosa. Ao investigar os efeitos da nanoemulsdo contendo 7-NI em
modelos de sepse, os autores demonstraram que a administracdo de 7-NI nanonemulsionado
promoveu uma redugdo da mortalidade em 40% nos modelos de pneumosepse e de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP), enquanto a administragdo de 7-NI livre teve efeito apenas no modelo

de sepse por CLP.
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Em suma, resultados anteriores mostraram que nanoemulsdes melhoram o tempo de agdo
do 7-NI, consistindo em um veiculo promissor para este composto na busca de novos tratamentos
para a sepse. No entanto, para o desenvolvimento de medicamentos inovadores, seguros ¢ eficazes
ainda sdao necessarios estudos pré-clinicos, sobretudo para avaliagdo dos parametros
farmacocinéticos, destacando-se os ensaios de metabolismo que, nesse caso, sao escassos. Assim,
a realizagdo de estudos in silico para avaliar o metabolismo do 7-NI sdo de grande importancia
previamente aos estudos in vitro e in vivo, visto que a predi¢do dos sitios de metabolismo e
possiveis metabolitos sdo essenciais no desenvolvimento de medicamentos, € podem nortear os

estudos futuros in vivo € in vitro.

2.4 PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS DOS FARMACOS

A farmacocinética ¢ definida como o estudo do movimento do principio ativo (fairmaco)
no corpo humano, desde a sua administragdo até atingir o sitio de agdo para exercer o efeito
terapéutico desejado (CAVALHEIRO; COMARELLA, 2016). A farmacocinética também pode
ser compreendida como o estudo dos processos de absor¢ao (A), distribui¢ao (D), metabolismo
(M) (biotransformacgao) e excrecao (E) de um farmaco ¢ do modo pelo qual esses processos
determinam seu destino no organismo. Nesse contexto, ¢ comum referir-se a farmacocinética como
a disciplina dedicada ao estudo dos processos ADME. Cada um desses processos apresenta dois
componentes: um cinético (refere-se a velocidade do movimento) e outro relacionado a extensao
ou quantidade do fArmaco envolvido no processo ou, ainda, a fragao da dose absorvida, distribuida,
metabolizada ou excretada (STORPITIS et al., 2011). No processo de descoberta de novos
medicamentos, a previsdo da farmacocinética nos estagios iniciais da pesquisa ¢ de extrema
importancia. A otimizagdo destas propriedades ¢ possivel por meio de modificagdes na estrutura
quimica das moléculas ou pela utiliza¢do de estratégias farmacotécnicas — as nanoemulsdes por
exemplo — que visam o ndo abandono do novo medicamento na etapa de avaliacdo clinica (WEN;
JUNG; LI, 2015). O fracasso na fase clinica representa grandes perdas de tempo e dinheiro

(BERNDT et. al., 2005).

2.4.1 Absorcao

Antes que o farmaco possa exercer sua atividade ele deve ser absorvido, quando uma via
extravascular ¢ utilizada. Existem inumeras vias de administragcdo de farmacos, as quais possuem

propriedades diversas e influenciam diretamente na absorc¢do. No entanto, independente da via da
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administracdo, a absor¢do de fairmacos ¢ dependente da sua permeabilidade pelas membranas e
ocorre por duas rotas: a paracelular e a transcelular (Figura 2). O transporte paracelular ocorre
quando um farmaco atinge a circulagao ao passar pelo espago intercelular, ou seja, o farmaco nao
atravessa diretamente a membrana, mas sim as jun¢des intercelulares. E mais comum em farmacos
pequenos e muito hidrossoluveis (TONZER; ROWLAND, 2006). A rota transcelular pode ocorrer
de formas variadas; o transporte passivo transcelular, também chamado de difusdo passiva ¢ o
mecanismo mais comum e corresponde a um fendmeno sem gasto de energia, que ocorre em
funcdo do gradiente de concentracdo. Um segundo processo sem gasto de energia ¢ a difusao
passiva facilitada onde o farmaco se liga a uma proteina de membrana a qual facilita o processo
de difusdo em favor do gradiente de concentracdo. Por outro lado, ha moléculas que sao

transportadas com o gasto de energia por carreadores de membrana (STORPITIS et al., 2011).

Figura 2. Principais mecanismos de transferéncia de farmacos através das barreiras
epiteliais: (a) transporte transcelular passivo ou difusdo passiva, (b) transporte mediado por
carreadores de membrana, (¢) permeagao passiva paracelular e (d) transporte vesicular

Basolateral

Fonte: Adaptado de Storpitis et al., (2011).

Entre as principais propriedades moleculares que influenciam a absor¢do de farmacos
destacam-se a lipossolubilidade e a hidrossolubilidade. A lipossolubilidade refere-se a capacidade
de uma substancia de se solubilizar em uma fase oleosa, ou em lipideos, portanto quanto maior for
essa lipossolubilidade, mais facilmente os fairmacos atravessam as membranas. Dessa forma, a
hidrossolubilidade consiste na capacidade de uma substancia em se dissolver em meio aquoso. De
forma geral, para permear facilmente pela membrana um farmaco deve ser lipossoliivel, mas para
ser absorvido o farmaco deve estar dissolvido em algum fluido corpdreo, logo ele deve apresentar
um grau de hidrossolubilidade (TONZER; ROWLAND, 2006). Uma forma de se mensurar essa

relag@o entre a lipossolubilidade e hidrossolubilidade ¢ através do coeficiente de parti¢@o entre as
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fases aquosa e organica (log P). Este coeficiente indica a tendéncia preferencial do farmaco se
dissolver entre uma das fases. Caso o log P seja igual a zero, indica que o composto possui
afinidade igual pelas duas fases, oleosa e aquosa; um log P menor que zero significa que a
solubilidade ¢ maior na fase aquosa; portanto, se o log P ¢ maior que zero, o composto terd maior
afinidade pela fase oleosa. J& € sabido que os valores ideais de logP estdo entre 1 a 3, isso porque
valores abaixo desse limite dificultam a permeacdo pela membrana plasmatica (BARREIRO;
FRAGA, 2015). Outras caracteristicas ligadas diretamente ao farmaco que podem influenciar na
absor¢ao sdo: carga elétrica, massa molecular, estabilidade quimica e velocidade de dissolugao

(TONZER; ROWLAND, 2006).

2.4.2 Distribuicao

O termo distribui¢do se refere a transferéncia reversivel do farmaco de um local a outro do
organismo. Apds serem absorvidos, os firmacos atingem a circulacdo sistémica e sdo rapidamente
distribuidos devido a alta diferenga de concentracdo que hé entre o sitio de absor¢ao e o sangue e
tecidos. Em geral, a distribuicao ¢ desigual entre os tecidos em virtude de diferencas na perfusdo
sanguinea, ligacdo a tecidos (decorrente do conteudo lipidico), pH regional e permeabilidade das

membranas celulares (SMITH; VAN DE WATERBEEMD, 2001).

Uma das principais caracteristicas do processo de distribui¢do ¢ a extensdo da ligacdo dos
farmacos as proteinas plasmaticas. Na corrente sanguinea, os farmacos sdo transportados parte em
solucdo como farmaco livre (sem ligacdo) e parte com ligacdo reversivel a componentes
sanguineos, como as proteinas plasmaticas (albumina e alfa-1-glicoproteina acida, por exemplo).
Esta ¢ uma das principais propriedades que afetam a concentragcdo dos farmacos na circulagao e,
tem papel direto na magnitude da agdo farmacoldgico (MODA, 2013). Apenas o farmaco livre
estard disponivel para se difundir para os tecidos e assim exercer seus efeitos. Dessa forma, a
concentracao do farmaco livre na circulacao sist€émica determina a concentra¢do do farmaco no
sitio de acdo, afetando diretamente a sua eficacia. Além disso, farmacos muito lipofilicos tendem
a acumular no tecido adiposo, o que pode prolongar sua acdo. Os tecidos liberam o firmaco
acumulado a medida que ha uma diminuicdo em sua concentracdo plasmatica (TOZER;

ROWLAND, 2006).
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2.4.3 Metabolismo

O metabolismo, também chamado de biotransformagao, ¢ um processo quimico através do
qual o organismo altera os farmacos, preparando-os para a eliminagdo. Embora o figado seja o
principal responsavel pelo metabolismo dos farmacos, esse processo pode ocorrer fortuitamente
nos pulmades, intestino, barreira hematoencefalica e rins. Por ser um fator de grande importancia
na administragdo de medicamentos, o metabolismo de fArmacos ¢ um processo complexo e muito

estudado desde o século passado (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001).

O metabolismo ocorre comumente em duas fases distintas (I e II), cada qual com meios
diferentes de atuacdo. A primeira fase € responsavel pelas reagdes de oxidagdo, reducao, ou
hidrolise dos compostos com o objetivo de gerar metabdlitos mais polares, facilitando assim a
excrecdo (Tabela 1). As enzimas encarregadas pelas reacdes de primeira fase sdo as isoformas do
citocromo P450 (CYP450), encontradas no reticulo endoplasmatico celular. Cerca de sete
isoformas desta superfamilia de enzimas sdo responsaveis por metabolizar mais de 90% dos
farmacos existentes, sdo elas: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EI ¢
CYP3A4. A CYP3A4 ¢ a isoforma mais abundante no figado e responsavel por cerca de 50% do
metabolismo dos fdrmacos conhecidos, e consequentemente, também ¢ a mais estudada (DE

GRAAF; VERMEULEN; FEENSTRA, 2005).
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Tabela 1. Principais reacdes de fase 1, sua formula estrutural e exemplos de farmacos
que sofrem esse tipo de metabolismo.

Reacio Formula estrutural Exemplo de Firmaco

Ibuprofeno, barbituricos,

Hidroxilagao alifatica

Hidroxila¢ao aromatica

N-Desalquilagao

O-Desalquilagao

S-Oxidagao

N-Oxidagao

Dessulfuragao

Formacgao de Epdxido

OH
R’/\\‘
R <:
~ _OH
0
H_Q T H_@m

H
NH., N._
H.—-* = _— Fi..-f ol
S )
H])LH'E H|/J\ Rg

\."‘..
R Rs

ciclosporina

Propanolol, fenitoina

Imipramina, diazepam

Indometacina, codeina

Omeprazol, cimetidina

Meperidina, quinidina

Tiopental

Carbamazepina
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Nitro Redugao Cloranfenicol
R—MNO, ——= R—NH,

Fonte: Adaptado de GOLAN et al., (2009).

A segunda fase do metabolismo (fase 2) compreende reacdes de conjugacdo: a
glicuronidagdo, a acetilacdo, a sulfatacdo e a conjugagdo com glicina. De forma geral, compostos
muito lipofilicos sofrem ambas as reagdes em sequéncia (fase I seguida da fase II), entretanto,
ambas as fases podem ocorrer de forma independente. Muitas vezes, o figado € o inico responsavel
pela metabolizagdo do farmaco e as enzimas transferases realizam boa parte das reagdes de fase 11
(WINTER, 2009). A glucuronidagdo, a reagdo mais comum da fase II, ¢ a tinica que ocorre no
sistema enzimatico microssdmico hepatico. Os glucuronideos sdo secretados na bile e eliminados
na urina. Assim, a conjugac¢do torna a maioria dos farmacos mais soltvel e facilmente excretada
pelos rins. A conjugagdo com aminoacidos, como glutamina ou glicina, produz conjugados que
sdo prontamente excretados na urina, mas ndo extensivamente secretados na bile, efeito

semelhante ocorre com a acetilacao e sulfatagio (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001).

No processo de metabolizacdo, que visa favorecer a eliminagdo dos farmacos, nem sempre
os metabolitos gerados serdo inativados. Os metabolitos podem apresentar maior ou menor
poténcia, ou ainda, possuir uma toxicidade elevada em comparagdo ao principio ativo original.
Portanto, a partir desse fato, a induastria farmacéutica utilizou-se dessa peculiaridade para
desenvolver farmacos que necessitam do metabolismo para ser tornarem ativos e exercerem sua
acdo farmacologica, os chamados de pro-farmacos. Ou seja, o farmaco ingerido s6 possuira
atividade farmacoldgica apos sua metabolizacao no organismo. A codeina ¢ um exemplo de pro-
farmaco bem conhecido, ¢ um derivado da morfina que foi isolado no século XIX e, no organismo,

se converte em morfina para entdo promover seus efeitos terapéuticos (CHIN; FERREIRA, 1999).

O metabolismo, assim como as outras etapas da farmacocinética, esta sujeito a interferéncia
de fatores externos (farmacodinamica, ambientais) ou internos (fisioldgicos e genéticos). A
genética do paciente afeta diretamente sua expressdo enzimatica e por ser um fator de grande
variabilidade e ainda ndo muito explorado, ¢ de dificil predicao durante os ensaios clinicos. Alguns

pacientes podem metabolizar um farmaco tdo rapidamente que suas concentragdes plasmaticas e
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teciduais de eficacia terapéutica ndo sdo alcancadas; o inverso também ¢ verosimil, o metabolismo
pode ser tdo lento que as doses habituais tém efeitos toxicos. Os indices individuais de
biotransformac¢ao de farmacos sdao influenciados por fatores nao s6 genéticos, mas doengas
existentes (em particular, hepatopatias) e interagdes entre farmacos, em especial as que envolvem

indug¢do ou inibicao enzimatica (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001).

Outros fatores incluem a interagdo entre o firmaco (o proprio, seus metabdlitos ou outros
farmacos administrados em conjunto) e as enzimas do metabolismo. Os compostos podem agir
inibindo ou induzindo as enzimas, de forma que, muitas vezes, o proprio metabolismo seja afetado.
Um grande exemplo desta peculiaridade s3o os farmacos antiepilépticos: fenitoinas,
carbamazepina e fenobarbital, que atuam como indutores das enzimas do complexo CYP450.
Essas farmacos aumentam a sintese proteica, que esta associada com a proliferagdao do reticulo
endoplasmatico liso e, em ultima andlise, aumentam a capacidade de metabolizagdo (FRENCH;
GIDAL, 2000). Portanto, a possibilidade de prever tais interagdes ¢ extremamente benéfica para

nas etapas iniciais do desenvolvimento de farmacos.

Em relagdo ao farmaco de origem, os metabdlitos ativos podem agir por mecanismos de
acdo similares ou diferentes, ou até mesmo por antagonismo. A compreensdo do metabolito, sua
estrutura e cinética, ¢ de suma importancia para avaliar a terap€utica e at¢ mesmo predizer a
toxicidade de um farmaco (WILLIAMS; LEMKE, 2002). Devido a multiplicidade enzimatica
presente no metabolismo, ¢ comum presenciar uma variedade de metabdlitos originados de um
mesmo composto sendo biotransformado por mais de uma enzima ao mesmo tempo. Portanto, tais
metabolitos podem ser ativos ou inativos e apresentarem diferentes concentragdes e velocidades
de metabolizagdo (PEREIRA, 2007). Ainda assim, algumas vias de metabolismo podem ser
evidenciadas posteriormente com o uso cronico ou alguma alterag¢do. O paracetamol, por exemplo,
quando ultrapassa a dose terapéutica satura as vias de glicuronida¢do e sulfatagdo. Dessa forma,
uma maior porcentagem do farmaco sofrerd oxidacdo sendo metabolizado no composto toxico N-

acetil-p-benzo-quinona imina (NAPBQI) (SEBBEN, et al. 2010).

2.4.4 Excrecao

A excregao ¢ caracterizada como a remogao irreversivel do farmaco do organismo e ocorre
principalmente pela via urindria. Entretanto, ha casos em que o farmaco também ¢ excretado pelas

fezes, pela bile, pelo leite, pelo suor, pelo ar exalado pelos pulmdes ou por outras secregdes, sob a
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forma inalterada ou modificada quimicamente (STORPITIS et al, 2011). O sistema urinario
mantém a composi¢do e as propriedades dos liquidos do organismo por meio da depuragdo do
sangue. Seu produto final ¢ a urina, na qual sdo excretadas substancias polares e hidrossoluveis. A
formagdo da urina e a excre¢do de substancias do organismo dependem de trés mecanismos:
filtragdo glomerular, secrecdo e reabsor¢do tubular. Farmacos hidrossoluveis, carregados
ionicamente, sdo filtrados nos glomérulos ou secretados nos tubulos renais, ndo sofrendo
reabsor¢ao tubular, pois tem dificuldade de atravessar as membranas. A velocidade do processo
depende da fracao livre do farmaco, taxa de filtracdo glomerular e fluxo plasmatico renal. Os que
sdo essencialmente secretados pelos tibulos renais utilizam a difusdo simples (quando
lipossoluveis) ou sistema de transporte ativo (STORPITIS et al., 2011; WILLIAMS; LEMKE,
2002).

2.5 AVALIACAO DO METABOLISMO DOS FARMACOS

Os principais objetivos de conduzir estudos de metabolismo incluem a identificacdo e
caracterizacdo dos principais metabolitos, identificacdo das enzimas responsaveis por seu
metabolismo, e avaliagdo dos impactos dos metabolitos sobre a eficacia e seguranga do composto
testado (LIU e JIA, 2007a). Tais estudos podem ser conduzidos in vivo, in vitro € in silico. Estudos
in vivo foram os primeiros empregados para predizer quais farmacos ou metabolitos podem levar
a toxicidade. Eles empregam espécies pequenas de animais, tais como camundongos, ratos,
coelhos, cdes e porcos da india, os quais permitem a avaliagdo da toxicidade aguda ou crdnica.
Entretanto, tais modelos apresentam limitagdes, sobretudo com respeito a pequena quantidade de
xenobiodtico que ¢ administrada, de modo que o farmaco ou metabdlitos apresentam uma baixa
concentracdo no plasma ou urina, requerendo o uso de técnicas analiticas com baixo limite de
detecgdo. Além disso, tais modelos exibem diferengas inter-espécies em relacdo aos seres
humanos, além dos aspectos éticos envolvidos que tém sido criticados em relagdo ao bem-estar

animal (COSTA; SARMENTO; SEABRA, 2014).

Atualmente, observa-se um avancgo visando a substituicao dos métodos in vivo de determinacao
do metabolismo de farmacos por técnicas in vitro. Esse progresso ocorre principalmente como
reflexo do desenvolvimento tecnologico, por aspectos éticos e pela busca da redugdo do uso de
animais na pesquisa. Os estudos in vitro visam predizer os metabolitos provaveis no individuo, e

geralmente utilizam-se para tal, fatias do figado, o uso da fracdo S9, microssomas hepaticos,
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superssomas ¢ hepatdcitos para realizar a busca do metabdlito. Tais estudos permitem a
simplificagdo da metodologia utilizada a um ambiente mais bem controlado (COSTA;

SARMENTO; SEABRA, 2014; JIA; LIU, 2007a; MARQUES, 2013).

O microssoma hepatico ¢ uma fragdo subcelular do reticulo endoplasmatico liso dos
hepatocitos, e ¢ obtido através da homogeneizagdo do figado seguida por uma centrifugagdo
diferencial. Este processo permite que os microssomas sejam compostos das enzimas do citocromo
P450, flavina monoxigenases, carboxil transferases e glutationa S-transferases (JIA; LIU, 2007a;
CARRAO, 2015). Como todo método existente, os microssomas hepéticos apresentam vantagens
e desvantagens. Por se tratar somente de uma fragdo do hepatdcito, concentrada por uma
ultracentrifuga¢do, as condigdes experimentais devem ser extremamente controladas, pois fatores
como pH do meio de incubacdo, for¢a idnica e adi¢do de solventes organicos podem influenciar
os resultados. Adicionalmente, a presenga de concentragdes enzimaticas acima das encontradas
em um figado intacto ou a auséncia de algumas enzimas hepaticas constituem limitagcdes do uso
desta metodologia, em estudos de metabolismo (ASHA; VIDYAVATHI, 2010). Em contrapartida,
o baixo custo, a elevada estabilidade que possibilita um periodo longo de armazenamento, ¢ a
simplicidade metodologica fazem com que este método seja muito utilizado principalmente como

um screening de metabolitos (MARQUES, 2013).

A fracdo hepatica S9 ¢ uma preparagdo contendo ambas as fragdes microssomal e
citosolica. Assim como nos microssomas, hd a necessidade de se suplementar o meio com os
cofatores a fim de que o processo enzimatico seja desencadeado, portanto, dependendo do cofator
adicionado, tém-se as reagOes de Fase I ou de Fase II ou at¢ uma combinagao de ambas. A fragao
S9 ¢ utilizada em associacdo com o Teste de Ames para deteccdo de mutagenicidade de produtos
quimicos. Sua desvantagem reside no fato de conter menor atividade enzimatica

comparativamente aos microssomas e superssomas (CALIXTO, 2012; MARQUES, 2013).

O superssoma ¢ obtido por engenharia genética de células de inseto infectadas por
baculovirus, o qual € capaz de expressar a isoforma desejada do citocromo P450 (CYP). Pode ser
empregado em estudos de polimorfismos, bem como também na avaliacdo da interacao entre
farmacos. Uma importante questdo feita ¢ se estas isoformas possuem as mesmas caracteristicas

das que sdo naturalmente expressas no figado. Comparagdes da atividade metabolica de
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superssomas € microssomas sugerem que aqueles sdo um modelo razoavelmente preciso da

situacdo in vivo (CALIXTO, 2012; MARQUES, 2013).

Um aspecto em comum aos ensaios de metabolismo in vivo e in vitro ¢ a necessidade de
possuir um método analitico, geralmente de cromatografia liquida, que seja suficientemente
sensivel, seletivo, reprodutivel e robusto. Nos estudos in vitro e in vivo, amostras sdo coletadas em
diferentes tempos. Os metabolitos sdo identificados pela comparacao dos cromatogramas de
amostras possivelmente contendo metabolitos e amostras sem metabdlitos. Na preparagao das
amostras, ¢ essencial a remogao de interferentes, tais como proteinas, sais € compostos endégenos
que podem sobrecarregar a coluna cromatografica e afetar a qualidade dos cromatogramas. Tais
métodos envolvem a precipitacdo de proteinas e centrifugagdo das amostras, seguida por uma
extragdo liquido-liquido ou em fase so6lida (LIU; JIA, 2007b). Tais procedimentos podem resultar

em estudos laboriosos que consomem tempo e recursos financeiros.

2.5.1 Ensaios de metabolismo in silico

Cada vez mais ¢ possivel observar grande investimento das industrias farmacéuticas na
busca de modelos inovadores de determinacdo do metabolismo de farmacos (TARCSAY;
KESERU, 2001). O avango da tecnologia computacional e ao mesmo tempo a concepgdo e
entendimento das enzimas, seus sitios metabodlitos e de técnicas moleculares, possibilitaram o
surgimento de modelos preditivos sem a necessidades de realizar experimentos de bancada e que
permitam a identificacdo de metabolitos de modo rapido, eficaz e com baixo custo. Neste sentido,
estudos de metabolismo in silico vem ganhando grande destaque na pesquisa e desenvolvimento
de medicamentos, sendo realizados com o auxilio de métodos computacionais e matematicos
(VAVOUGIOS et al., 2017). Na literatura, métodos computacionais sao usados para prever a
biotransformacao preferencial de candidatos a firmaco e uma série de sistemas especializados
como CASE, COMPACT, DEREK, HazardExpert, MetaSite, METABOLEXPERT e TOPKAT
tém sido disponibilizados aos pesquisadores. Considerando que constitui tema do presente

trabalho, este topico sera apresentado em um item a parte.

Existem varias ferramentas in silico para predizer e metabolismo de farmacos. Com relacao
ao tipo de informacgado requerida para gerar os modelos que sdo capazes de fazer tais predigdes,

dois aspectos devem ser considerados: modelagem molecular e modelagem de dados. A
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modelagem molecular demanda o conhecimento da estrutura tridimensional, enquanto a
modelagem de dados pode ser empregada quando ndo ha esta informagao e os modelos podem ser
construidos usando unicamente informagdes conhecidas dos substratos ou inibidores. Neste
sentido, os métodos computacionais podem ser classificados em duas categorias: abordagens
baseadas na estrutura dos ligantes (QSAR, Meteor, CoMFa, entre outros) e baseadas na estrutura
do receptor, os quais usam informacdes do complexo enzima-substrato (ex., docking). A
reatividade quimica e orientagdo do ligante no sitio ativo da enzima sao muito importantes para a
determinagdo do SoM (do inglés, site of metabolism). Alguns estudos associam as duas
abordagens, gerando modelos hibridos. Além disso, métodos locais investigam sistemas
biologicos simples, enquanto métodos globais tentam verificar o metabolismo de pequenas
moléculas de um modo mais amplo, ou seja, as interagdes com varias enzimas (ANDRADE;

SILVA; BRAGA, 2014).
2.5.1.1 Métodos baseados na estrutura dos ligantes

M¢étodos baseados na estrutura dos ligantes partem do pressuposto que o metabolismo de
um composto ¢ exclusivamente uma consequéncia da sua estrutura quimica e de suas
caracteristicas. Estes métodos dependem de um conjunto de substratos ou inibidores conhecidos
para construir modelos, fornecendo informagdes indiretas sobre os sitios ativos das enzimas. A
forma, as propriedades eletronicas e as conformacdes das moléculas sao levadas em consideragao,
assumindo que tais caracteristicas determinardo a rota metabolica do composto. Estes modelos sdo
frequentemente dependentes da disponibilidade dos dados experimentais para um nimero
suficientemente grande de substratos e devem lidar com incertezas acerca da cavidade de ligagao
de uma proteina. Entretanto, pequenas mudancas na estrutura de um xenobidtico nao
necessariamente resultam em mudangas significativas do seu metabolismo, provavelmente devido

a alta flexibilidade e plasticidade das enzimas metabolicas (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).

A predicao de SoMs ¢ uma das principais etapas durante o processo de investigacao
molecular. Ela possibilita a deteccao de possiveis “hot spots” (pontos quentes) onde o metabolismo
tem grandes chances de ocorrer, os quais também variam para cada enzima do complexo CYP450.
Da mesma forma, estes “hot spots” da molécula podem ser modificados para obter um composto
mais estavel metabolicamente (RUDIK ef al., 2015). Para esta identificagdo, uma ampla variedade

de ferramentas baseadas na estrutura dos ligantes ¢ usada, tais como sistemas inteligentes,

abordagens de mineracdo de dados, relagdes quantitativas de estrutura-atividade (QSAR),
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algoritimos baseados em farmacoforos e técnicas com foco na reatividade, entre outros

(ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).
2.5.1.1.1 QSAR

As analises de relagdao estrutura/atividade quantitativa (QSAR, do inglés Quantitative
Structure-Activity Relationship) t€ém como principal objetivo a construcdo de modelos
matematicos que relacionam a estrutura quimica a atividade bioldgica de uma série de compostos
analogos (ALMEIDA et al., 2010). Esta técnica emprega descritores baseados em estruturas
moleculares e utiliza de algoritmos computacionais para relacionar os descritores obtidos com o
valor da propriedade alvo de interesse (MODA, 2013).

Inimeros descritores sdo disponiveis, desde o uso de impressdes digitais codificadas por
fragmentos (do inglés, fragment enconding fingerprints) até descritores fisico-quimicos e
computados a partir de arranjos espaciais de pontos de interacdo farmacoforicos. Os métodos
QSAR podem ser divididos em quatro etapas: (i) a determinagdo ou coleta de propriedades
bioldgicas de interesse, os parametros a serem avaliados, (ii) a geragdo de um descritor molecular
e uma selecao de variaveis para que seja possivel calcular variaveis independentes, (iii) validacao
e gera¢dao do modelo com testes lineares e ndo lineares, e (iv) a predicdo do metabolismo de novos
compostos usando um set de validagao externa (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014). Portanto o
método QSAR, deve ser capaz de identificar e desvendar o fendmeno observado no complexo
campo representado pelas interagdes entre a estrutura quimica e o seu alvo biologico (ALMEIDA

etal., 2010).

Entretanto, grande parte das suas limitagdes se da por conta da base de dados utilizada.
Caso o objetivo do estudo seja gerar modelos capazes de fazerem amplas predi¢des, a base
utilizada deve conter uma grande variedade de modelos e estruturas distintas. Se os dados
disponiveis forem semelhantes, o modelo so6 serd capaz de predizer compostos similares aos
utilizados. Usando descritores apropriados, o uso de modelos QSAR ¢ confidvel para a
investigacao do metabolismo, mas por se tratar de algoritmos e bases de dados proprias, ha uma

lista extensiva a ser empregada nos estudos (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).
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2.5.1.1.2 Métodos baseados em modelos de farmacoforos

Um dos primeiros conceitos de farmacdforo surgiu em 1909 com a sugestdo de que uma
parte da estrutura da molécula seria o (phoros), essencial para a atividade biologica. No conceito
atual, o farmacéforo compreende o conjunto de aspectos estruturais de uma molécula que ¢
reconhecida por um sitio receptor e € responsavel pela atividade bioldgica, incluindo a distribuigdo
geométrica das caracteristicas quimicas, como os aceptores e doadores de hidrogénio, as fungdes

hidrofobicas alifaticas e aromatica, entre outros (BASAK; RESTREPO; VILLAVECES, 2015).

Os modelos de farmacéforos tentam identificar, entre um conjunto de substratos/ inibidores
conhecidos, caracteristicas quimicas comuns e o arranjo espacial 3D de uma molécula,
caracteristicas que sejam fatores chaves para desencadearem a resposta bioldgica. O arquétipo
resultante consiste em uma estrutura que descreve o tamanho e as propriedades eletrostaticas do
sitio ativo. A conformacao estrutural usada no modelo sera a conformacao bioativa da molécula
e, dessa forma, o modelo utilizara o mesmo sitio de liga¢ao para todas as moléculas investigadas.
Portanto, esse método funciona somente dentro do espaco estrutural usada no conjunto, servindo
para contemplar os diferentes padrdes de ligacdo fAirmaco-enzima. Ao contrario do QSAR, esse
geralmente ¢ um procedimento qualitativo que ao estudar enzimas promiscuas como a CYP450
pode ter aplicagdo limitada (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014; BASAK; RESTREPO;
VILLAVECES, 2015). O conhecimento da estrutura 3D do local de ligacao, mesmo que nao seja
essencial, pode ser valioso na constru¢do do modelo de farmacoforo ao identificar as regides do
espaco ocupadas pela proteina e, portanto, ndo estard disponivel para o ligante (ANDRADE;

SILVA; BRAGA, 2014).

2.5.1.1.3 Métodos baseados no reconhecimento molecular

A base dos métodos com o foco na forma € que o reconhecimento molecular de um ligante
por um determinado receptor € resultante da complementaridade da forma entre esse ligante e o
local de ligacdo da macromolécula. Assim, moléculas que possuirem formas semelhantes devem
ligar-se a0 mesmo receptor. Esse modelo necessita apenas de uma molécula de referéncia para ser
criado, pois a similaridade ¢ quantitativamente mensurada em compara¢do ao ligante a ser
investigado (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).

2.5.1.1.4 Métodos de mecanica quantica
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Os calculos classicos da interagao entre enzima e substrato podem prover informagdes tteis
quanto a conformacao e a dinamica da ligagdo. Porém, os métodos de mecanica quantica (QM)
vao além, permitindo calcular a quebra de ligagdes ao incluir as descrigdes corretas dos elétrons
nos atomos e moléculas. Em contra-partida, seu desenvolvimento e execucao requer mais uso
computacional de memoria e processamento (CPU), elevando o custo e limitando seu uso. Existem
dois tipos de QM: ab initio e semi-empirico. Enquanto o primeiro ¢ baseado somente em equacdes
e aproximagodes matematicas, o segundo método substitui grande parte das equagdes por valores
padronizados ja obtidos, reduzindo assim o tempo para o calculo, mas tornando-o mais impreciso

(ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).

2.5.1.2 Métodos baseados na estrutura do receptor

Os modelos baseados na estrutura do receptor incluem nio somente as propriedades do
substrato, mas também explicitam o modelo de interagdes entre o ligante e a enzima em questao.
Estudos de metabolismo baseados na estrutura do receptor permitem a predicdo dos modos de
ligagdo dos substratos, o mecanismo de catdlise e a elucidagdo das diferencas metabdlicas de
enantiomeros. Portanto estes métodos sdo usados para predizer a geometria da ligagdo receptor-
ligante para a predicao dos SoMs. Para a realizacao de estudos in silico baseados na estrutura do
receptor, estruturas das enzimas P450 ou outras sdo requeridas e podem ser experimentalmente
determinadas por cristalografia de raio-X, ressondncia magnética nuclear ou microscopia
eletronica. Por ser dificil adquirir um modelo 3D de alta resolugdo da estrutura enzimatica,
modelos homoélogos foram criados se baseando elucidagdo de enzimas de outros mamiferos

(ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).
2.5.1.2.1 Docking Molecular

Inicialmente, o docking molecular tinha como objetivo a investigacdo da ligagdo entre
moléculas grandes e pequenas. No entanto, seu desenvolvimento permitiu a identificacdo de
ligacGes de baixa energia dentro de um sitio ativo de uma macromolécula. Em estudos de
metabolismo, € capaz de predizer a conformacao e orientacdo do substrato, revelando grupos
chaves ou atomos para a ligacdo — aqueles que estiverem mais proximos dos residuos cataliticos

e do grupo heme — no complexo CYP (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014; PINZI, 2019).
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O processo do docking molecular consiste em constantemente posicionar e classificar as
moléculas dentro do sitio ativo. Este posicionamento ¢ feito por algoritmos que busca as diferentes
posi¢des possiveis dos farmacos no sitio de agdo. A classificagcdo ¢ calculada por uma fungao
“score” que ordena as conformacgdes favoraveis usando abordagens empiricas ¢ baseadas em
conhecimentos prévios para verificacdo da energia de ligagdo do complexo proteina-ligante. O
docking molecular ndo consegue precisamente simular o processo bioldgico, visto que varias
suposicoes sao feitas por fungdes score. As principais limitagdes do docking incluem incapacidade
de modelar com precisdo o solvente, a entropia e a flexibilidade do alvo (LOHNING et al., 2017).
Por consequéncia o método ndo € apropriado para estimar a reatividade do farmaco, mas fornece
informagdes relevantes quanto a afinidade de ligagdo do mesmo e a presenga de efeitos estéricos,
fornecendo assim informagdes confidveis quanto a afinidade por um dado alvo e a

regioseletividade de um ataque metabdlico (ANDRADE; SILVA; BRAGA, 2014).

2.5.3. Predicao dos metabdlitos

Inicialmente, as plataformas para predi¢do in silico envolviam somente os grandes bancos
de dados de reacdes metabolicas (LANGOWSKI; LONG, 2002). De forma geral, essas bases de
dados poderiam ser usadas em busca de alguma biotransformagdo especifica, sua estrutura ou
subestrutura. Apesar da vantagem de possuir os pormenores do metabolismo de origem e seus
achados, sua aplicagdo era extremamente limitada caso uma estrutura similar a da busca nao
estivesse incluida na base de dados (LANGOWSKI; LONG, 2002).

Grande parte dos programas utilizados na predicdo do metabolismo e seus metabdlitos
utiliza a investigagdo da estrutura quimica da molécula (seja pelas ligagdes entre os atomos ou
grupos funcionais) e aplicam normas de biotransformacdo de forma hierarquizada e programada
(GOMBAR et al., 2006). Portanto, a predi¢gdo do metabolismo a partir desses softwares depende
principalmente de seus algoritmos e os principios usados para sua construgdo e, assim como o0s
softwares baseados somente em bancos de dados, as normas de biotransformacao utilizada sao
limitantes na predi¢do do metabdlito (GOMBAR et al., 2006). Assim sendo, muitos dos softwares
atuais misturam a investigagdo da estrutura quimica com a busca em grandes bases de dados
proprias. Uma compilacao dos softwares disponiveis para estudos de metabolismo in silico €
apresentada no Quadro 1. O presente estudo analisou duas plataformas para a predi¢do dos
metabolitos: o BioTransformer e MetaUltra, ambos empregam bases de dados e algoritmos

proprios para a predigao.
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Quadro 1. Softwares disponiveis para a predigdo do metabolismo em estudos in silico
(Adaptado de PEACH et al., 2014).

Nome Fabricante/ Predicao Método
Instituicao
ACD/Percepta ACD Labs Sitios de reacdes metabdlicas, QSAR
inibidores e substratos da CYP
ADMET Accelrys Inibi¢do da CYP 2D6 QSAR
Descriptors/
Collection
ADMET Simulations Plus Sitios de rea¢des metabdlicas, QSAR
Predictor Substratos, inibidores e cinética da
CYP, substratos da UGT e clearance
ADMEworks Fujitsu Afinidades de ligacdo ao CYP QSAR
Predictor
Biotransformer The Metabolomics Biotransfomagdes Base de dados, machine
Innovation Center learning e regras.
(Canadd)
CypScore CAChe Research Sitios de reagdes metabolicas QSAR
isoCYP Molecular Networks Substratos da CYP QSAR
MetabolExpert CompuDrug Biotransfomagdes Regras de logica
Metabolizer ChemAxon Biotransfomacgdes Enumeragao de reagdes
MetaDrug GeneGo Biotransformagdes, substratos e QSAR
inibidores da CYP
META-PC MultiCASE Biotransfomacgdes Fragmentacao, aplicagdo
de regras de
direcionamento
MetaPrint2D University of Sitios de rea¢des metabolicas, Quantificagdo dos
Cambridge (UK) Biotransformagdes Fingerprints
MetaSite Molecular Discovery Sitios de reagdes metabolicas, Alinhamento estrutural e
Metabolitos calculos semiempiricos
MetaUltra MultiCase Biotransformagoes, QSAR,
probabilidade de ocorréncia in vivo base de dados
METEOR Lhasa Biotransfomagdes Aplicagdo de regras e
raciocinio de logica
MEXAlert CompuDrug Conjugacdo de primeira passagem Aplicacdo de regras
P450 SOM Schrédinger Sitios de reagdes metabolicas Docking mais regras
PASS GeneXplain Substratos, inibidores, indutores da QSAR
CYP, substratos da fase 11
QikProp Schrodinger Numero de biotransformagdes SMART matching
RS-Predictor Rensselaer Sitios de rea¢des metabolicas QSAR
SMARTCyp University of Sitios de reagdes metabolicas Calculos ab initio
Copenhagen (fragmentos) e medigdes
(Denmark) estruturais
StarDrop Optibrium Regiosseletividade, afinidade de ligagao QSAR e caluclos
ao CYP semiempiricos
TIMES Burgas ‘Prof. Assen Biotransfomacdes Docking e QSAR

Zlatarov’ University
(Bulgaria)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as rotas de metabolizagdo do 7-NI usando métodos in silico.

3.2  OBJETIVO ESPECIFICOS

e Identificar os sitios de metabolismo (SoM) do 7-NI usando ferramentas para estudos in

silico disponiveis on line;

e Identificar as provaveis reacdes e metabolitos originados do metabolismo em fase 1 e fase

2 do 7-NI;

e Discutir e comparar as ferramentas de metabolismo in silico empregadas quanto ao tipo de

informacdes disponibilizadas;

e Contribuir para o estudo das propriedades farmacocinéticas do 7-NI, fornecendo
informagdes que poderdo ser empregadas em estudos farmacoldgicos e de toxicidade in

Vivo.
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4 METODOLOGIA

Para predigao dos sitios de metabolismo (SoMs) do 7-NI foram empregadas as
ferramentas online SmartCyp e Rs-WebPredictor. A SmartCyp foi desenvolvida pelos
pesquisadores Marco Montefiori, Khanhvi Phuc Tran, Flemming Jergensen, e Lars Olsen, da
Universidade  de Copenhagen  (Dinamarca) e encontra-se  disponivel em

https://smartcyp.sund.ku.dk/ (RYDBERG et al., 2010). A Rs-WebPredictor foi desenvolvida pela

empresa Rensselaer Exploratory Center for Cheminformatics Research (RECCR, EUA) e ¢
disponibilizada no site http://reccr.chem.rpi.edu/Software/RS-WebPredictor/ (ZARETZKI et al.,
2010).

As rotas metabolicas e os provaveis metabolitos do 7-NI foram preditos pelo uso do
software MetaUltra versao 1.2 (MultiCASE, Ohio, EUA), gentilmente disponibilizado para uso
neste trabalho. Igualmente foi empregada a plataforma BioTransformer desenvolvida pelo The
Metabolomics Innovation Center (TMIC, Canadd) e disponivel para uso online em

http://biotransformer.ca/ (DJOUMBOU-FEUNANG et al., 2019)



https://smartcyp.sund.ku.dk/
http://reccr.chem.rpi.edu/Software/RS-WebPredictor/
http://biotransformer.ca/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PREDICAO DOS SITIOS DE METABOLISMO (SoMs)

As isoenzimas do citocromo P540 sdo responsaveis pelo metabolismo de fase I de mais
de 90% de todos os compostos comercializados. Estas isoenzimas catalisam varias reagdes de
biotransformagao, incluindo oxidagao alifatica e aromatica, N- e O-dealquilacdo, S- e N-oxidagao,
formacao de sulfona/sulfoxido, deaminagdo oxidativa, desulfuracdo e dehalogenacdo. O principal
mecanismo de oxidagdo comum a todas as CYPs envolve a redu¢ao do oxigénio para formar
espécies reativas de oxigénio e dgua, uma conversao catalisada pelo grupo heme situado no sitio
ativo da enzima. Nos ultimos anos, inumeras abordagens t€ém sido desenvolvidas com o objetivo
de predizer o resultado do metabolismo de moléculas com varios graus de exatidao. Tais modelos
preveem os sitios onde as reagdes ocorrem e sao usados como um ponto de partida para a

investigacdo das rotas metabolicas de um candidato a firmaco (ZARETSKI et al., 2011).

O SMARTCyp ¢ uma plataforma online de predi¢ao de quais sitios de uma molécula sdo
mais sujeitos ao metabolismo pelo citocromo P450. Esta plataforma tem sido aplicada ao estudo
do metabolismo pelas isoformas 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C19, 2E1 e 3A4 (CYP3A4), além das
isorformas 2C9 e 2D6, as quais foram incluidas na versdo 2.1. A SMARTCyp usa um algoritmo
muito simples, o qual envolve um descritor de reatividade e um de acessibilidade. Tais algoritmos
usam a energia de ativagdo do citocromo P450 necessaria para reagir com uma molécula, que ¢
calculada pela teoria funcional da densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory). Assim,
neste método, as energias de ativagdo das CYPs que reagem com fragmentos de um ligante sdo
usadas como referéncia da reatividade de um dado fragmento (RYDBERG et al., 2010;
PIECHOTA et al., 2013).

Os resultados obtidos a partir do uso da plataforma SMARTCyp (Figura 3) revelaram que
os atomos a molécula do 7-NI com maior probabilidade de sofrerem o metabolismo sdo os C2, C6
e C12, correspondendo aos carbonos na posi¢do para € meta ao grupo nitro e ao carbono ligado
covalentemente ao nitrogénio do anel de cinco membros respecitvamente. Ao avaliar a energia de
ativacdo necessdria para cada enzima, o software mostra um score para cada atomo do farmaco;
os trés atomos com menor score sao 0s que apresentam maiores chances de serem metabolizados.
O atomo C2, na posicao para ao grupo nitro, foi 0 atomo que apresentou o menor score em todas

as isoformas da CYP450. Os outros sitios, C6 e C12, intercalaram entre a segunda e terceira
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posicdo (em laranja e amarelo respectivamente) conforme a isoforma avaliada. Ainda, o software
ndo ignora o fato de existirem outros SoMs na molécula, entretanto, esses dtomos apresentaram

um score acima dos trés atomos principais € ndo foram incluidos.

Figura 3. Principais sitios de metabolismo do 7-NI obtidos a partir do software
SMARTCyp. Em vermelho o &tomo com maior probabilidade dentre os trés (C2), em laranja o
segundo (C6) e em amarelo o terceiro (C12).
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O Regioselectivity-Predictor (RS-WebPredictor) ¢ um outro software disponivel
gratuitamente para a predi¢do de SOMs. Uma grande diferenga deste software é que, além das trés
1soformas comuns do complexo CYP450, utilizadas no SMARTCyp, também faz predicao das
isoformas menos comumente envolvidas no metabolismo: a 1A2, 2A6, 2B6, 2C19, 2C8 ¢ 2E1.
Neste modelo, os SoMs sdo representados como “metaboloforos”, um conceito que descreve a
combinacdo de descritores de quimica quantica e topoldgicos para determinar a reatividade de
potenciais sitios metabodlicos (ZARETZKI et al, 2011).

Apesar de uma comparacao direta ser equivocada, pois os softwares utilizam algoritmos
diferentes, ¢ interessante verificar que os SoMs selecionados pelo sofiware Rs-WebPredictor
foram semelhantes, como pode ser observado na Figura 4. O software hierarquiza os trés atomos
com maiores chances de serem metabolizados, mas diferentemente do SMARTCyp, ndo apresenta
um score ao usuario. Além das diferencgas existentes por conta do algoritmo, a presenga de outras
isoformas pelo Rs-WebPredictor levaram a obtengdo de outros sitios de metaboliza¢do (SoMs),
em relagdo a plataforma SMARTCyp. O grupo nitro (NO>) ligado ao anel aromatico foi tido como
um SoM para as isoformas 2C8, 2C9, 3A4 e 2A6, enquanto um possivel sitio de metabolismo no

nitrogénio do anel imidazol foi apresentado para as isoformas 1A2, 2C19, 2D6 e 2E1.
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Figura 4. Resultados obtidos pelo uso do software Rs-WebPredictor, ilustrando os
atomos selecionados como possiveis sitios de metabolizagdo do 7-NI. Na figura, a cor vermelha
indica o sitio de maior chance de metabolizagdo, a laranja o segundo, ¢ a amarela o terceiro.

NO5

As ferramentas disponiveis para predicdo dos SoMs ndo fornecem informacdes quanto
aos possiveis metabodlitos formados, nem mesmo as reagdes provaveis de acontecerem. Mas, por
se tratar de uma molécula pequena sdo simples de serem propostos. Por exemplo, dentre as reagdes
basicas do metabolismo, o composto pode sofrer hidroxilagdo aromatica. As posi¢des mais
provaveis, ao considerar a contribui¢do eletronica dos grupos presentes € o seu impedimento
estérico, seria o carbono que se encontra em posi¢ao "-para " ao grupo nitro e o carbono do anel
de 5 membros, ambas selecionadas como SoMs pelos softwares utilizados (BARREIRO; FRAGA,
2015). Além disso, o grupo nitro também pode sofrer reducdo a amina e pode sofrer subsequente
conjugacdo com acido glicurdnico e/ou sulfatacdo, caso as fases de metabolismo 2 ocorram
sequencialmente. Ainda, os nitrogénios do anel de cinco membros estdo aptos a sofrerem reagdes
de conjugacao e/ou sulfatagdo (BARREIRO; FRAGA, 2015). Entretanto, pode haver diferencas
na reatividade do 7-NI frente as diferentes isoformas das CYP450 e mais de um metabdlito pode
ser formado. Ainda assim, em virtude de a CYP3A4 ser responsavel por mais de 50% do
metabolismo de farmacos existentes e ser a mais abundante, possui grandes probabilidades de agir

sobre o 7-NI (DE GRAAF; VERMEULEN; FEENSTRA, 2005).
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52 PREDICAO DOS METABOLITOS DO 7-NI

Os métodos para a predicao da estrutura de metabolitos sao comandados por abordagens
baseadas em conhecimentos prévios, aos quais geralmente se valem de conhecimentos adquiridos
por pesquisadores durante anos, por meio de observagdes e trabalhos experimentais. Neste
trabalho, dois softwares foram empregados para predicdo dos provaveis metabolitos do 7-NI, o

BioTransformer e MetaUltra e estes resultados serdao apresentados e discutidos aqui.

O BioTransformer ¢ uma ferramenta que permite a predi¢do do metabolismo tanto em
mamiferos, quanto da microbiota aquética e do solo. Este software emprega uma base de dados de
conhecimentos ja adquiridos e a abordagem “machine learning”, a qual ¢ uma forma de
inteligéncia artificial. A sua base de dados consiste em trés grandes componentes: uma de
biotransformagdes (MetXBioDB), contendo reagcdes de metabolismo experimentalmente
comprovadas; uma base de conhecimentos de regras de biotransformacdo e outras restricdes
envolvidas na predicdo de metabolismo; e algoritmos que envolvem ambas as partes genéricas e
especificas para fazer a sele¢ao e predi¢ao do metabolismo. O software consiste em cinco modulos
independentes: EC-based (Enzyme Commission-based), CYP450, Fase II, microbiota intestinal
humana e microbiota ambiental (DJOUMBOU-FEUNANG et al., 2019).

A aplicagdo do BioTransformer para a predi¢do dos provaveis metabolitos do 7-NI
permitiu predizer dois metabdlitos formados em reagdes de fase 1 (Figura 5). O software utilizou-
se das isoformas 1A2, 2A6, 2C19, 2D6, 2E1; e 3A4 (seis das 7 isoformas responsaveis por mais
de 90% do metabolismo de farmacos) e indicou que o 7-NI pode sofrer duas hidroxilagdes
aromaticas nas posicdes meta € orto ao grupamento nitro. Correlacionando com a predi¢ao dos
SoMs, somente o0 SMARTCyp previu a posi¢do orto para as trés isoformas 3A4, 2D6 e 2C9,
enquanto o Rs-WebPredictor indicou tal sitio somente na isoforma 2B6, enquanto nenhum dos
dois softwares indicaram a posicdo meta como possivel SoM. O Biotransformer também nao

fornece quaisquer probabilidades calculadas sobre a formagao dos metabolitos previstos.
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Figura 5. Possiveis metabolitos do 7-NI formados a partir de reagdes de fase 1 obtidos
pelo software Biotransformer.
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O MetaUltra ¢ um software comercial para a predicdo de metabolismo que ¢ capaz de
predizer dinamicamente o sitio de metabolismo e mostrar estruturas quimicas no mesmo momento
em que sofrem modificagdes feitas pelo usudrio. O MetaUltra baseia-se em uma juncao de base de
dados com um modelo de predicdo QSAR para buscar potenciais metabdlitos gerados. Além disso,
também ¢ capaz de predizer a toxicidade (mutagenicidade e carcinogenicidade) e as propriedades
fisico-quimicas dos metabdlitos. O método QSAR ¢ usado para identificar os SoMs e calcular a
probabilidade dos atomos sofrem diferentes tipos de biotransformagao, tanto na fase 1 quanto na
fase 2 do metabolismo. O modelo QSAR foi construido a partir de testes para calcular o efeito
estrutural na reatividade de diferentes atomos. Quanto a sua base de dados, ¢ constituida de cerca
de 15000 reacdes de metabolismo humano conhecidas, enzimas envolvidas, 6rgdos em que

ocorrem, tipos de reagdes e rendimentos (PEACH, 2012; MULTICASE, 2017).

Para predi¢ao dos metabdlitos do 7-NI, um Threshold de -10 foi empregado, aumentando
as chances de ocorréncia, contudo estes possuem menor probabilidade de acontecerem na pratica.
O software indica essa probabilidade com um valor de p para cada metabolito, sendo que p = 1,000
indica a maior possibilidade de a reacdo ocorrer de acordo com o software. Para facilitar a
visualizacdo, os resultados obtidos foram apresentados de acordo com as provaveis reagoes de
metabolizacdo: hidroxilacdo (Figura 6), epoxidagdo, N-oxidagcdo e nitro-reducao (Figura 7),

glucuronidagao (Figura 8), e metilacdo e acetilagdo (Figura 9).

Dentre as cinco oxidag¢des preditas pelo MetaUltra, duas foram indicadas também pelo
software Biotransformer, enquanto as outras abrangem SoMs previstos tanto pelo software
SMARTCyp, quanto pelo Rs-WebPredictor. Por exemplo, a hidroxilagdo na posi¢do para ao
grupamento nitro (NOz) no anel aromatico e a hidroxilagdo no nitrogénio do anel de cinco

membros.
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Figura 6. Resultados obtidos na determinacao in silico dos provaveis metabolitos do 7-
NI pelo software MetaUltra: reagdes de hidroxilagao.

O software MetaUltra indicou uma N-oxidacao no grupo NH do anel de cinco membros
que ndo havia sido identificado como SoM em nenhuma das predi¢des realizadas usando o
SMARTCyp e Rs-WebPredictor. Entretanto, o sitio de nitro-redu¢do foi indicado Rs-
WebPredictor (Figura 7).
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Figura 7. Resultados obtidos na determinac¢ao in silico dos provaveis metabolitos do 7-
NI pelo software MetaUltra: reacdes de N-oxidagao, nitro reducao e epoxidagao.
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Quanto as reacdes de fase 2, o emprego do software MetaUltra permitiu a predi¢do das
reacdes de glucuronidacdo (Figura 8), acetilagdo e metilagao (Figura 9). Todas as conjugacdes
foram propostas em um dos dtomos de nitrogénio pertencentes ao anel de cinco membros. Apesar
de as reagdes de fase 1 e 2 serem independentes e, portanto, o software utilizar a estrutura inicial
para prever os metabolitos de fase 2, ¢ comum que fase 1 seja precedente da segunda ao introduzir
um grupo relativamente reativo para facilitar a conjugagdo. Sendo assim, ¢ possivel que as

conjugacdes previstas ocorram apos as reagdes reducao ou oxidagao citadas acima (BARREIRO;
FRAGA, 2015).
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Figura 8. Resultados obtidos na determinacao in silico dos provaveis metabolitos do 7-
NI pelo software MetaUltra: reagdes de glucuronidagao.

Figura 9. Resultados obtidos na determinagdo in silico dos provaveis metabdlitos do 7-
NI pelo sofiware MetaUltra: reagdes de acetilacdo e metilagao.
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Como destacado anteriormente, a predicdo dos metabdlitos do 7-NI pelo software
MetaUltra s6 foi possivel com a aplicagdo de um QSAR Threshold de -10, fornecendo, assim, um
valor de p = 0,000 para os metabolitos, o que indica a baixa probabilidade de ocorrem in vivo.
Predicdes in silico anteriores indicaram que o 7-NI pode ser um potencial inibidor de algumas
isoformas do complexo CYP450, como a 1A2, e ndo ser substrato para as isoformas 2C9, 2D6 e
3A4, corroborando com os dados encontrados pelo MetaUltra (DRUGBANK, 2020). Por outro
lado, estes resultados ndo explicam os dados farmacocinéticos descritos para o 7-NI, referentes
sobretudo ao curto tempo de meia vida e rapida acdo (BUSH; POLLACK, 2000; NARDI et al.,
2014). Apesar disso, deve ser considerado o fato de que as metodologias in silico ainda nao
conseguem representar com precisao e exatidao o ocorrido in vivo. Ainda, € possivel que haja a
formagdo de mais de um metabdlito e que suas concentragdes variem entre si, pois pode haver
diferencas na reatividade do 7-NI frente as isoformas da CYP450 e na velocidade das reagdes. No
entanto, os resultados obtidos neste estudo in silico ainda podem ser utilizados para orientar a
busca de metabolitos do7-NI em estudos in vitro ¢ in vivo, auxiliando a identificacdo dos mesmos
por técnicas analiticas e espectroscopicas, como a cromatografia liquida acoplada a espectroscopia

de massas.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento de medicamentos € um processo demorado e custoso para a industria
farmacéutica. O entendimento do metabolismo de um farmaco ¢ um obstaculo crucial a ser
superado durante as fases iniciais da pesquisa. O uso de ferramentas in silico para avaliar
propriedades farmacologicas, fisico-quimicas e farmacocinéticas podem oferecer perspectivas aos

pesquisadores antes mesmo da aplicagao de testes mais custosos ¢ demorados.

O presente trabalho utilizou uma metodologia moderna para predizer uma importante
etapa da farmacocinética do 7-NI, o metabolismo. O emprego das ferramentas SMARTCyp e Rs-
WebPredictor permitiu identificar os provaveis sitios de metabolismo deste candidato a fArmaco.
Os provaveis metabolitos puderam ser identificados pelo uso dos softwares BioTransformer e
MetaUltra. Este ultimo indicou valores p de 0,000 para todos os metabdlitos previstos, sugerindo
uma baixa probabilidade dos metabolitos ocorrerem in vivo. No entanto, apesar dos avangos das
ferramentas in silico, estas podem ainda apresentar limitagdes, pois se baseiam no uso de
algoritimos, que nem sempre fornecem dados suficientes que represente o que ocorre num
ambiente bioldgico. Por outro lado, os resultados forneceram informagdes relevantes que irdo
nortear estudos farmacocinéticos e toxicoldgicos posteriores do 7-NI. Tais estudos permitirdo
compreender a rapida a¢do farmacologica deste farmaco, demonstrada em estudos prévios e
auxialirdo na proposi¢cdo de melhorias das suas propriedades terapéuticas, seja por meio de

modificagdes de sua estrutura quimica, seja pelo uso de estratégias farmacotécnicas inovadoras.



50

REFERENCIAS

ALMEIDA, V. L.; LOPES, J. C. D.; OLIVEIRA, S. R.; DONNICI, C. L.; MONTANARI, C. A.
Estudos de relagdes estrutura-atividade quantitativas (QSAR) de bis-benzamidinas com atividade
antifingica. Quim. Nova, v. 33, n. 7, p. 1482- 1489, 2010.

ANDRADE, C. H.; SILVA, D. C.; BRAGA, R. C. In silico prediction of drug metabolism by
P450. Curr. Drug Metab., v. 15, n. 5, p. 514-525, 2014

ASHA, S.; VIDYAVATHI, M. Role of human liver microsomes in in vitro metabolism of drugs
—areview. Appl. Biochem. Biotech., Clifton, v. 160, n. 6, p. 1699-1722, 2010.

ASSREUY, J. Nitric oxide and cardiovascular dysfunction in sepsis. Endocr. Metab. Immune,
v. 6,n. 2, p. 165-173, jun. 2006.

BARP, C. G. Desenvolvimento e caracterizacio de nanoemulsio de 7-nitroindazol para a
inibicao da producio de 6xido nitrico. Dissertacdo de Mestrado (Mestre em Farmacologia) -
Pos-Graduagdo em Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, 2016.

BARREIRO, E. J.; FRAGA, C. A. M. Quimica medicinal: As bases moleculares da agao dos
farmacos. 3. ed. Porto Alegre: Artmed, 2015.

BASAK, S.C.; RESTREPO, G.; VILLAVECES, J.L. Advances in Mathematical Chemistry and
Applications, volume 1. Betham Science Publishers: Amsterdam, 2015.

BERNDT, E. R.; GOTTSCHALK, A. H.; PHILIPSON, T. J.; STROBECK, M. W. Industry
funding of the FDA: effects of PDUFA on approval times and withdrawal rates. Nat. Rev. Drug
Discov., v. 4, n. 7, p. 545-554, 2005.

BUSH, M. A.; POLLACK, G. M. Pharmacokinetics and protein binding of the selective
neuronal nitric oxide synthase inhibitor 7-nitroindazole. Biopharm. Drug Dispos., v. 21, p. 221—
228, 2000.

CALIXTO, L. A. Métodos de analise da rosiglitazona e pioglitazona e de seus principais
metabdlitos: aplicacdes em estudos de metabolismo in vitro. Tese (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2012.

CARRAO, Daniel Blascke. Estudo de metabolismo in vitro do componente majoritario da
propolis verde brasileira, Artepelin C, empregando microssomas hepaticos. Dissertacio
(Mestrado em Quimica) - Programa de Pds-graduacdo em Quimica, Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Sao Paulo, 2015.

CAVALHEIRO, A. H.; COMARELLA, L. Farmacocinética: modelos € conceitos — uma revisao
de literatura. R. Saude Desenvol. v. 10, n. 5, 2016

COSTA, A.; SARMENTO, B.; SEABRA, V. An evaluation of the latest in vitro tools for drug
metabolism studies. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol., v. 10, n. 1, p. 103-119, 2014


https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1517/17425255.2014.857402
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1517/17425255.2014.857402

51

CHIN, C. M.; FERREIRA, E. I. O processo de latenciagdao no planejamento de firmacos. Quim.
Nova, v. 22, n. 1, 1999.

DE GRAAF, C.; VERMEULEN, N. P. E.; FEENSTRA, K. A. Cytochrome P450 in silico: an
integrative modeling approach. J. Med. Chem., v. 48, n. 8, p. 2725-2755, 2005.

DELANO, M. J.; WARD, P. A. The immune system’s role in sepsis progression, and resolution,
and long-term outcome. Immunol. Rev., v. 274, p. 330-353, 2016.

DELINGER, R. P.; LEVY, M. M.; CARLET, J. M.; BION, J.; PARKER, M. M.; JAESCHKE, R .;
REINHART, K.; ANGUS, D. C.; BRUN-BUISSON, C.; BEALE, R.; CALANDRA, T.;
DHAINAUT, J. F.; GERLACH, H.; HARVEY, M.; MARINL, J. J.; MARSHALL, J.; RANIERI,
M.; RAMSAY, G.; SEVRANSKY, J.; THOMPSON, B. T.; TOWNSEND, S.; VENDER, J. V.;
ZIMMERMAN, J. L.; VICENT, J. L. Surviving sepsis campaign: international guidelines for
management of severe sepsis and septic shock. J. Intensive Care Med., v. 39, p. 165-228, 2013

DJOUMBOU - FEUNANG, Y.; FIAMONCINI, J.; DE LA FUENTE, A. G.; MANACH, C.;
GREINER, R.; WISHART, D. S. BioTransformer: A comprehensive computational tool for
small molecule metabolism prediction and metabolite identification. J. Cheminform., v. 11, n.2,
2019.

DUSSE, A. S. M. L.; VIEIRA, M. L.; CARVALHO, G. M.; Revisdo sobre 6xido nitrico. J.
Bras. Patol. Med., Rio de Janeiro, v. 39, p. 343-350, 2003.

DRUGBANK. 7-nitroindazole. Disponivel em: <https://www.drugbank.ca/drugs/DB02207>
Acessado em: 01/07/2020.

FLEISCHMANN, C.; SCHERAG, A.; ADHIKARI N. K. J; HARTOG, C. S.; TSAGANOS, T.;
SCHLATTMAN, P.; ANGUS, D. C.; REINHART, K. Assessment of global incidence and
mortality of hospital-treated sepsis: Current estimates and limitations. Am. J. Respir. Crit. Care
Med., v. 193, n. 3, p. 259-272, 2016.

FORSTERMANN, U.; SESSA, W.C. Nitric oxide synthases: regulation and function. Eur.
Heart J., v. 33, n. 7, p. 829-837, 2011.

FRENCH, J. A.; GIDAL, B. E. Antiepileptic drug interactions. Epilepsia., v. 41, p. 30 - 36,
2000.

GOLAN, D. E.; TASHJIAN H. A.; ARMSTRONG E. J.; ARMSTRONG, A. W. Principios de
farmacologia: a base fisiopatolégica da farmacoterapia. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2009.


https://jcheminf.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13321-018-0324-5
https://jcheminf.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13321-018-0324-5
https://jcheminf.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13321-018-0324-5

52

GOMBAR, J. K.; ALBERTS, J. J.; CASSIDY, K. C.; MATTIONI, B. E.; MOHUTSKY, M. A.
Silico metabolism studies in drug discovery: Prediction of metabolic stability. Curr. Comput-
Aid. Drug., v. 2, p. 177-188, 2006.

GOTTL S.; SICA, M.; VIGLIETTI-PANZICA, C.; PANZICA, G. Distribution of nitric oxide
synthase immunoreactivity in the mouse brain. Microsc Res Tech., v. 68, p. 13-35, 2005.

GOVERS, R.; OESS, S. To NO or not to NO: 'where?' is the question. Histol. Histopathol., v.
19, p. 585-605, 2004.

HARDMAN, J. G.; LIMBIRD, L. E.; GILMAN, A. G. Goodman & Gilman’s the
pharmacological basis of therapeutics. 10th ed. EUA: McGraw-Hill, 2001.

HOTCHKISS, S. R.; MOLDAWER L. L.; OPAL, M. S.; REINHART, K.; TURNBULL, R. L;
VICENT, L. J. Sepsis and septic shock. Nat. Ver. Dis Primers., 2016.

ILAS. Instituto Latino-Americano para Estudos da Sepse. Sepse: um problema de saude
publica. Brasilia, p. 90, 2015.

JACORBYI, J. Pathophysiology of sepsis. Am. J. Health Syst. Pharm., v. 59, p 3-8, 2002.

LIU, X.; JIA, L. The conduct of drug metabolism studies considered good practice (I): Analytical
Systemes and /n vivo Studies. Curr. Drug Metab., v. §, n. 8, p. 815-882, 2007a

LIU, X.; JIA, L. The conduct of drug metabolism studies considered good practice (I): In Vitro
Experiments. Curr. Drug Metab., v. 8, p. 822-829, 2007b.

KAZMI, S. R.; JUN, R.; YU, M. S.; JUNG, C.; NA, D. In silico approaches and tools for the
prediction of drug metabolism and fate: A review. Comput. Biol. Med., v. 109, p. 54-64, 2019

KLATT, P.; SCHMID, M.; LEOPOLD, E.; SCHMIDT, K.; WERNER, E. R.; MAYER, B. The
pteridine binding site of brain nitric oxide synthase. J Biol Chem., v. 269, p.13861 - 13867,
1994;

KORHONEN, R.; LAHTI, A.; KANKAANRATA, H.; MOILANEN, E.; Nitric oxide Production
and signaling in inflammation. Inflamm. Allergy Drug. Targets., v. 4, p. 471-479, 2005.

LANGOWSKI, J.; LONG, A. Computer systems for the prediction of xenobiotic metabolism
Adyv. Drug Del. Rev., v. 54, p. 407-415, 2002.

LEVI, M.; SCHULTZ, M., der POLL, T. Sepsis and thrombosis. Semin. Thromb. Hemost., v.
39, p. 559-566, 2013.

LIPINSKI, C. A.; LOMBARDO, F.; DOMINY, B. W.; FEENEY, P. J. Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and
development settings. Adv. Drug Deliv. Rev., v. 46, n. 1-3, p. 3-26, 1997.

LOHNING, A. E.; LEVONIS, A.; NOONAN, S. W.; SCHWEIKER, S. S. A practical guide to
molecular docking and homology modelling for medicinal chemists. Curr. Med. Chem., v. 17,
n. 13, p. 1-18, 2017.



53

MAIJNO, G. The ancient riddle of onjyn (Sepsis). J. Infect. Dis., p. 937-945, 1991.

MARLETTA, A. M. Nitric oxide synthase: aspects concerning structure and catalysis. Cell
Press., v. 78, p. 927-930, 1994.

MARQUES, Lucas Maciel Mauriz. Estudo de metabolismo in vitro do alcaldide Piplartina
empregando microssomas hepatico de ratos. Dissertacdo (Mestrado em Medicamentos e

Cosméticos) - Programa de Pés-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2013.

MODA, Thiago Luiz. Modelagem in silico de propriedades farmacocinéticas para a
avaliacdo de candidatos a novos farmacos. Tese (Doutorado em Fisica Aplicada) — Programa
de Pos-graduagdo em Fisica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

MOURA, M. R. L.; REYES, F. G. Interagao farmaco-nutriente: uma revisao. Rev. Nutr.
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas, v. 15, n. 2, p. 223-238, 2002.

MULTICASE INC. Multicase, 2017. MetaUltra (A simple yet powerful program for human
metabolite prediction and toxicity screening). Disponivel em: <http://www.multicase.com/meta-
ultra##mu_features_dabase support>. Acessado em: 01/07/2020.

NARDI, G. M.; SCHESCHOWITSCH, K.; AMMAR, D.; OLIVEIRA, S. K.; ARRUDA, T. B.;
ASSREUY, J. Neuronal nitric oxide synthase and its interaction with soluble guanylate cyclase
is a key factor for the vascular dysfunction of experimental sepsis. Crit. Care Med., v. 42, p.
391-400, 2014.

NATHAN, C. F.; HIBBS JR, J. B. Role of nitric oxide synthesis in macrophage antimicrobial
activity. Curr. Opin. Immunol., 365-70, 1991.

PEACH, M. L.; ZAKHAROV, A. V.; LIU, R.; PUGLIESE, A.; TAW, G.; WALQVISTA, A.;
NICKLAUS, M. C. Computational tools and resources for metabolism-related property
predictions. 1.0verview of publicly available (free and commercial) databases and software.
Future Med. Chem., v. 4, n. 15, p. 1907-1932, 2012.

PEREIRA, D. G. Importancia do metabolismo no planejamento de farmacos. Quim. Nova, v.
30,n. 1, p. 171 - 177, 2007.

PIECHOTA, P.; CRONIN, M.; HEWITT, M.; MADDEN J. Pragmatic approaches to using
computational methods to predict xenobiotic metabolism. J. Chem. Inf. Model., v. 53, p. 1282-
1293, 2013.

PINZI, L.; RASTELLI, G. Molecular docking: shifting paradigms in drug discovery. Int. J.
Mol. Sci., v. 20, n. 18, p. 4331, 4 set. 2019.

RHEE, C.; DANTES, R.; EPSTEIN, L.; MURPHY, D. J.; SEYMOUR, C. W.; IWASHYNA, T.
J.; KADRI, S. S.; ANGUS, D. C.; DANNER, R. L.; FIORE, A. E.; JENIRGAN, A. J.; MARTIN,
G. S.; SEPTIMUS, E.; WARREN, D. K.; KARCZ, A.; CHAN, C.; MENCHACA, J. T.; WANG,



54

R.; GRUBER, S.; KLOMPAS, M. Incidence and trends of Sepsis in US hospitals using clinical vs
claims data, JAMA. v. 318, p. 1241-1249, 2017.

RUDIK, A; DMITRIEV, A.; LAGUNIN, A.; FILIMONOV, D.; POROIKOV, V. SOMP: web
server for in silico prediction of sites of metabolism for drug-like compounds, J. Bioinform., v.
31, p. 2046-2048, 2015.

RYDBERG, P.; et al. SMARTCyp: A 2D method for prediction of cytochrome P450-mediated
drug metabolism. ACS Med. Chem. Lett., v. 1, n. 3, p. 96-100, 2010.

MERCK. Sigma-Aldrich, (2020). 7-Nitroindazole. Disponivel em:
< htt ps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n7778?lang=pt&region=BR> Acessado
em: 08/08/19.

SEBBEN, V. C.; LUGOCH, R. W.; SCHLINKER, C. S.; ARBO, M. D.; VIANNA, R. L.
Validacdo de metodologia analitica e estudo de estabilidade para a quantificacdo sérica de
paracetamol. J. Bras. Patol. Med. Lab. Porto Alegre-RS. v. 46, n. 2, p. 143-148, 2010.

SILVA, P. Farmacologia. 8. ed., Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2010.

SINGER, et al. The third international consensus definitions for sepsis and septic shock (Sepsis-
3). J. Am. Med. Assoc., v. 315, n. 8, p. 801-810, 2016.

SMITH, D. A.; VAN DE WATERBEEMD, H.; WALKER, D. K. Pharmacokinetics and
metabolism in drug design. Germany: Wiley-VCH, 2001.

STORPITIS, S.; GAIL, M. N.; DE CAMPOS, R.; GONCALVES, J. E. Farmacocinética:
Conceitos, Defini¢des e Relagao com a Farmacodinamica e a Biofarmacia (Biofarmacotécnica).
In: (Org.). Farmacocinética Basica e Aplicada.

Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2011, p. 3-16.

TARCSAY, A. KESERU, G. M. In silico site of metabolism prediction of cytochrome P450-
mediated biotransformations. Expert Opin. Drug. Metab. Toxico., v. 7, n. 3, p. 299-312, 2001.

TOZER, T. N.; ROWLAND, M. Introduction to pharmacokinetics and pharmacodynamics: the
quantitative basis of drug therapy. Medicine (LWW). 2006.

TITHERADGE, M. A. Nitric oxide in septic shock. Biochim. Biophys. Acta., p 437-455, 1999.

VAN DE WATERBEEMD, H.; GIFFORD, E. ADMET in silico modelling: towards prediction
paradise? Nat. Rev. Drug Discov., v. 2, n. 3, p. 192-204, 2003



55

VAVOUGIOS, George D. et al. Novel candidate genes of the PARK?7 interactome as mediators
of apoptosis and acetylation in multiple sclerosis: an in silico analysis. Mult. Scler. Relat. Dis.,
2017.

WEN, H.; JUNG, H.; LI, X. Drug Delivery Approaches in addressing clinical pharmacology-
related issues: opportunities and challenges. AAPS J., v. 17, n. 6, p. 1327-1340, 2015

WILLIAMS, A. D.; LEMKE, T. L. Foye’s principles of medicinal chemistry. 5th ed. EUA:
Medicine (LWW), 2002.

WINTER, M. E. Basic Clinical Pharmacokinetics. 5.ed. Medicine (Baltimore)., p. 560, 2009.

ZARETZKI, J.; BERGERON, C.; RYDBERG, P.; HUANG, T.; BENNETT, K.; BRENEMAN,
C. RS-Predictor: a new tool for predicting sites of cytochrome P450-mediated metabolism
applied to CYP 3A4. J. Chem. Inf. Model. v. 51, p. 1667-1669, 2011.



