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RESUMO 
 
Os receptores de adenosina são considerados como alvos potenciais para o 
desenvolvimento de fármacos contra diferentes patologias por estarem envolvidos 
em diversas vias fisiológicas. Devido ao papel dos receptores de adenosina do 
subtipo 2B (RA2B) no processo de falcização de hemácias, antagonistas capazes de 
bloquearRA2B podem ser compostos protótipos para o desenvolvimento de novas 
alternativas terapêuticas para o tratamento de pacientes com anemia 
falciforme.Diante desse cenário, o objetivo desse trabalho foi identificar agentes 
antifalcizantes capazes de antagonizar a atividade do RA2B. Para alcançar esse 
objetivo foi construído um modelo farmacofórico (modelo 04 - 3 características 
aceptor e 1 doador de ligação de hidrogênio e 3 centros hidrofóbicos) que é capaz 
de diferenciar ligantes verdadeiros de falso-positivos (área sob a curva ROC= 0,94)e 
classificar antagonistas de RA2B,não utilizados na calibração do modelo, quanto as 
suas atividades biológicas(pKi= 7,5-9,3 (alta potência), 5,5-7,4 (potência 
intermediária) e 5,4-4,0 (baixa potência)). Esse modelofarmacofórico permitiu a 
seleção de 33 compostos lead like do banco de dados ZINC database para 
avaliação biológica, dos quais 12 apresentaram atividade antifalcizante.Testes in 
vitro com um agonista (NECA) e um antagonista de RA2B (MRS1754), sugerem que 
a atividade antifalcizante estárelacionada a modulação de RA2B.Os 
compostosZ1139491704(pEC50= 7,77±0,17),Z168278894 (pEC50= 7,64±0,09) e 
Z847449186 (pEC50= 7,66±0,21)possuematividade antifalcizante superior ao 
MRS1754 (pEC50=7,63±0,12)e não apresentam atividade citotóxica em 
concentrações micromolares.Dessa forma, pode-se concluir que a estratégia in silico 
utilizada logrou sucesso em identificar compostos com provável ação antagonistas 
de RA2B quepodem ser considerados como protótipos para o desenvolvimento de 
fármacos úteis no tratamento de pacientes com anemia falciforme. 

 

Palavras-chaves: Anemia falciforme; RA2B; Modelo Farmacofórico; Ensaio virtual; 
Agente Antifalcizante 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 
 
Adenosine receptors are considered as potential targets for the development of 
drugs against different pathologies because they are involved in several physiological 
pathways. Due to the role of adenosine receptors of subtype 2B (RA2B) in the 
process of sickling cell, antagonists capable of blocking RA2B may be lead 
compounds for the development of new therapeutic alternatives to treatment of 
patients with sickle cell anemia. Then, the objective of this work was to identify anti-
sickle cell agents capable of blockingRA2B activity. To achieve this goal, was built a 
pharmacophore model (model 04) capable of differentiating true ligands false-
positive (area under the ROC curve = 0.94) and to classify RA2B antagonists, not 
used in the calibration of the model, regarding their Biological activities pKi = 7.5-9.3 
(high potency), 5.5-7.4 (intermediate potency) and 5.4-4.0 (low potency). This 
pharmacophore model allowed the selection of 33 lead-like compounds from the 
ZINC database,between them12 compounds presented anti-sickle cell activity. In 
vitro cell assay with an agonist (NECA) and a RA2B antagonist (MRS1754), suggest 
that the anti-sickle cell activity is related to modulation of RA2B. Compounds 
Z1139491704 (pEC50= 7,77±0,17), Z168278894 (pEC50= 7,64±0,09) e Z847449186 
(pEC50= 7,66±0,21) have anti-sickling activity Higher than MRS1754 (pEC50= 
7,63±0,12) and do not present cytotoxic activity at micromolar range. In sum, it can 
be concluded that the in silico strategy used succeeded in identifying compounds 
with probable action antagonists of RA2B that can be considered as prototypes for 
the development of drugs useful in the treatment of patients with sickle cell anemia. 

 

Keywords: Sickle cell anemia; RA2B; Pharmacophore model; Virtual screening; Anti-
sickling Agent. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Anemia falciforme(AF) é causada por uma mutação,no gene que codifica a cadeia 

beta da hemoglobina(CURY et al., 2010), queresulta na substituição de um ácido 

glutâmico por uma valina na posição 6 da cadeia, gerando a hemoglobina S (HbS). 

Essa substituição tem consequências estruturais na hemoglobina, bem como na sua 

função biológica:Durante eventos de hipóxia, mudanças conformacionais levam a 

cadeia lateral hidrofóbica da valina a interagir com bolsões, hidrofóbicos formados 

pelos resíduos leucina (Leu88) e fenilalanina (Phe85) da hemoglobina adjacente, 

desencadeando o processo de agregação que culmina da formação de polímero 

insolúveis (CHIKEZIE; CHIKEZIE; AMARAGBULEM, 2011), os quaisprecipitam na 

membrana plasmáticapromovendo distorção no formato das hemácias e diminuição 

de sua deformabilidade(BRASIL, 2007; WALLACE; LINDEN, 2010).Devido a sua 

morfologia alterada, os eritrócitos falciformes podem obstruir arteríolas e pequenos 

vasos, causando eventos isquêmicos. De fato, crianças com AF têm 300 vezes mais 

probabilidade de sofrerem AVC que crianças da mesma idade (VERDUZCO; 

NATHAN, 2009), razão pela qual AVC é a causa de morte mais frequente entre 

crianças com AF(CHATURVEDI; DEBAUN, 2016). Adicionalmente, portadores deAF 

podem apresentar síndrome torácica aguda, febre, acidente vascular cerebral, 

priapismo e úlcera de perna(CHATURVEDI; DEBAUN, 2016; CHIRICO; PIALOUX, 

2012; KOHNE, 2011), mesmo quando em acompanhamento médico 

adequado(DEUS-SILVA et al., 2013; NAOUM, 2000; STEINBERG et al., 2003).  

Estimativas apontam queAF é responsável por 28.600 mortes por ano em todo o 

mundo (MALINOWSKI et al., 2015), sendo queo maior número de pessoas afetadas 

está na África subsaariana,onde 0,74% dosrecém nascidos tem AF e 

aproximadamente 90% delas vem a óbito antes dos 5 anos(PULE et al., 2016). No 

Brasil, estima-se que existam mais de 2 milhões de portadores do gene da HbS. 

Desses, mais de 8.000 apresentam a forma grave de AF e 700-1.000 novos casos 

são diagnosticados anualmente(BRASIL, 2007; SILVA et al., 2006). A Bahia, em 

decorrência de sua história de povoamento, é o estado com maior prevalência de AF 

no país (SILVA et al., 2006) e como consequência disso 1 a cada 650 crianças 

nascidas nesse estado tem AF(SIMÕES et al., 2010). 



16 

 

Apesar da sua prevalência e da morbimortalidade, muitos dos tratamentos 

disponíveis para pacientes com AF tem finalidade apenas paliativa (ex. Controle da 

dor decorrente de eventos vaso-oclusivos com opioides)(SZABO; FLEISHMAN, 

2015). Como exemplo de fármaco que age nessa linha pode-se citar: hidroxiuréia 

(inibidor de ribonucleotídeo redutase), butirato de sódio (inibidor de histona 

deacetilase), decitabina (agente que promove a hipometilação do DNA) e 

pomalidomida (análogo da talidomida que promove a eritropoiese) (ATAGA, 2009). 

Dentre esses medicamentos, a hidroxiuréia apresenta maior impacto na sobrevida 

dos pacientes portadores de AF, pois reduz o número de crises vaso oclusivas, 

hospitalizações, tempo de internação e a necessidade de transfusão de sangue bem 

como o risco de AVC (CANÇADO, 2007). Apesar dos benefícios da hidroxiuréia 

cerca de 30% dos pacientes tratados com este fármaco não obtém resposta clinica 

satisfatória (STEINBERG et al., 2003). Além disso, a hidroxiuréia não está isenta de 

eventos adversos, tais como neutropenia e infertilidade, que podem ocorrer quando 

doses elevadas são utilizadas (DEBAUN, 2014; MULAKU et al., 2013). 

Considerando que a associação de fármacos pode ter um efeito sinérgico é possível 

diminuir as doses necessárias de hidroxiuréia associando-o a outro 

fármaco(TALLARIDA, 2011). Um exemplo de sucesso dessa estratégia é a 

combinação de hidroxiuréia com butirato (PERRINE; CUI, 2016). 

A transfusão sanguínea também é usada como tratamento preventivo de 

complicações da anemia falciforme, especialmente em pacientes com síndrome 

torácica progressiva. Mas essa estratégia terapêutica envolve complicações 

próprias, tais como aloimunização e sobrecarga de ferro (VERDUZCO; NATHAN, 

2009). 

Por fim, deve-se destacar que a terapia genética é uma estratégia promissora que 

corrigiria os defeitos na células tronco hematopoiéticas, mas a implementação dessa 

técnica é limitada por problemas de instabilidade vetorial (HOBAN; ORKIN; BAUER, 

2016). Diante desse cenário,a descoberta de novos fármacos para tratar pacientes 

com AF é primordial para milhares de pacientes em todo o mundo.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

- Identificar compostos protótipos para o desenvolvimento de fármacos com ação 

antifalcizante 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

- Construir modelos farmacofóricos para antagonistas de RA2B; 

 

- Empregar modelos farmacofóricos paraseleção de compostos com potencial 

açãoantifalcizante; 

 

- Avaliar in vitroos compostos selecionados na triagem farmacofórica; 

 

- Investigar o efeito antagonista dos compostos em RA2B; 

 

- Determinar o perfil de citotoxicidade in vitro dos compostos mais potentes 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 HEMÁCIA E SEU CONTEÚDO DE HEMOGLOBINA 

 

As hemácias, também denominadas eritrócitos ou glóbulos vermelhos, são 

estruturas anucleadas, flexíveis e com formato bicôncavo,produzidas na medula 

óssea, elas são constituídas por moléculas de hemoglobina (Hb), cuja principal 

função é transportar oxigênio e gás carbônico aos tecidos (DIEZ-SILVA et al., 2010; 

DOS SANTOS; CHIN, 2012).A Hb é uma proteína hidrossolúvel constituída por dois 

pares de cadeias e de quatro grupos heme (um por cadeia)(GHODEKAR et al., 

2010).  

O organismo humano sintetiza outros tipos de Hb,em adultos normais a hemácia é 

formada principalmente de HbA1, que é composta por duas cadeias alfa (α2) e duas 

betas (β2), enquantoos bebês, ao nascer, têm principalmente HbF, constituída por 

duas cadeias alfa (α2) e duas gamas (γ2) (CANTÚ; PHILIPSEN, 2014; SANKARAN; 

ORKIN, 2013; THOMAS; LUMB, 2012; WILBER; NIENHUIS; PERSONS, 2011). 

Entretanto, a concentração de HbF cai para <3-5% quando o bebê chega a idade de 

3-5 meses e permanece em <2%,na maioria dos adultos, após 6 meses.1 

Mutações no gene que codifica a cadeia beta da hemoglobina resultam em um 

grupo de doenças denominadas hemoglobinopatias. Entre as formas anormais de 

Hb podemos citar: HbC, D, E, S e associações entre Hb S, C ou D, as quais geram 

respectivamente, HbSC e HbSD (FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010; JESUS, 2010). 

Embora essas duas últimas formas estejam associadas a doença falciforme, HbS é 

a hemoglobinopatia que mais causa danos a seus portadores (KOHNE, 2011), pois 

essa hemoglobina anormal,na presença de baixas concentrações de oxigênio, tende 

a polimerizar, provocando modificações morfológicas no eritrócito (forma de 

foice)(MPIANA et al., 2014). Embora o aumento nos níveis de oxigênio possa 

reverter esse processo, os danos e alterações químicas na membrana, decorrentes 

de episódios repetidos de hipóxia, podem resultar em alterações irreversíveis da 

                                                           
1Concentrações elevadas de HbF estão inversamente relacionadas com AF pois as 
cadeias γ2 não favorecem a formação de polímeros (ALLI; OKOH, 2016). Essa 
observação explica porque recém nascidos não manifestam os sintomas de AF nos 
cinco ou seis primeiros meses de vida (THOMAS; LUMB, 2012). 
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hemácia (FISSEHA; KATIYAR, 2012), culminando nos sintomas característicos da 

anemia falciforme (DIEZ-SILVA et al., 2010). 

 

2.2 ANEMIA FALCIFORME 

 

A anemia falciforme é uma desordem genética autossômica recessiva que afeta a 

qualidade de vida de homens e mulheres.O maior número de pessoas com essa 

desordem genética ocorre na região Subsaariana da África, especialmente na 

Nigéria onde 20 a 30% da população é portadora de HbS (ADEWOYIN; OBIECHE, 

2014) e mais de 100.000 crianças nascem com anemia falciforme a cada ano 

(BUCHANAN et al., 2010). Embora haja uma maior incidência na raça negra, 

estudos epidemiológicos demonstram a presença de HbS em descendentes da 

população do mediterrâneo (Gregos e Italianos), Caribe, América Central e do Sul, 

Arábia e Índia (WATANABE, 2007).  

Nas américas 1,1% dos nascidos vivos são portadores da doença e 

aproximadamente 90.000-100.000 Americanos são afetados por anemia 

falciforme(CHATURVEDI; DEBAUN, 2016).Esse cenário sugere que AF tem alta 

importância para a saúde pública, pois impõe uma carga não só sobre a população 

afetada, mas também sobre a infraestrutura de saúde. De fato, o custo mundial,por 

ano, estimado com cuidados médicos para pacientes portadores da HbS é superiora 

1,1 bilhões de dólares,sendo que a maior parte desse valor (80,5%) está relacionada 

a pacientes em cuidados hospitalares(KAUF et al., 2009). Nesse sentido, 

intervenções destinadas a prevenir complicações da AF podem reduzir 

significativamente a carga econômica decorrente dessa doença (MOHANTY, 2014).  

As estratégias de tratamento para pacientes com anemia falciforme sãolimitadas ao 

uso profilático de antibióticos para prevenir infecções,manejo da dor, terapia de 

transfusão e utilização de agente que estimulam a produção de Hb fetal(WALLACE; 

LINDEN, 2010).Dentre os fármacos que elevam os níveis de HbF, a hidroxiuéria tem 

se demonstrado mais eficiente (CHIKEZIE; CHIKEZIE; AMARAGBULEM, 2011). 

Esse medicamento foi, inicialmente, planejado para atuar como citostático, utilizado 

no tratamento da policitemia vera e da leucemia mieloide crônica. Seu mecanismo 

de ação nos casos de pacientes com anemias falciforme ainda não é totalmente 

conhecido, mas provavelmente envolve uma alteração na proliferação de 
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precursores eritróides com consequente aumento da síntese de HbF(VICHINSKY et 

al., 2012). A hidroxiuréia é atualmente o único medicamento aprovado pela FDA 

(Food and Drug Administration) para tratamento da anemia falciforme. Ensaios 

duplo-cego com indivíduos adultos, portadores de anemia falciforme, demonstraram 

a eficácia da terapia com hidroxiuréia. Os benefícios clínicos incluem redução 

significativa na frequência de hospitalizações, episódios de dor, síndrome torácica 

aguda e transfusões de sangue. O uso de hidroxiuréia é um exemplo de intervenção 

que pode gerar compensações substanciais na qualidade de vida de portadores de 

anemia falciforme e, consequentemente, redução de hospitalizações (MOHANTY, 

2014). Embora a hidroxiuréia tenha sido um forma terapêutica eficiente em 40% dos 

pacientes(DRISCOLL, 2007), em outros esse medicamente causa pronunciados 

efeitos adversos (SANDHYARANI; KUMAR, 2014), como infertilidade, 

susceptibilidade a infecções, potencial efeito teratogênico e reações cutâneas. 

Esses efeitos deletérios, dificultam o uso seguro da hidroxiuréia (PULE et al., 2015).  

  

2.2.1Mecanismo bioquímico de formação de polímeros de HbS 

 

A polimerização intracelular da desoxihemoglobina (hemoglobina sem oxigênio) é 

influenciada pelatemperatura, acidez, força iônica,concentração intracelular de HbS 

e de2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)(CORDOVIL et al., 2015).Foi demonstrado que a 

concentração de 2,3-DPG tem correlação direta com a modulação de RA2B, poissua 

ativação estimula a produção de AMPc intracelular, o qual ativa a proteína quinase 

A, que por sua vez é responsável por induzir a produção de 2,3-DPG 

(Figura1)(ZHANG et al., 2011). Além disso, os RA2B estão envolvidos, também, na 

síntese de esfingosina-1-fosfato (E1F), um lipídio bioativoindutor da 

desoxihemoglobina, que é encontrado em altas concentrações em hemácias 

falciformes. Uma vez que os eritrócitos são os maiores reservatórios de E1F, a 

hemólise associada a anemia falciforme libera essa molécula no plasma, causando 

inflamação e lesão tecidual.Assim, E1F atua de forma sinérgica com o 2,3-DPG na 

redução da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio, provocando falcização em 

cadeia (KAIQI et al., 2013). Portanto, E1F não tem função apenas nas mudanças 

morfológicas da hemácia, mas também no agravamento da anemia 

falciforme(ZHANG et al., 2014).Considerando que RA2B é o responsável pela 



21 

 

produção desses metabólitos (2,3-DPG e E1F), esse receptor pode ser considerado 

como o principal agente iniciadordos sintomas e da progressão da anemia 

falciforme(SUN et al., 2015). 

 

Figura 1. Mecanismo resumido da falcização dos eritrócitos. A ativação do RA2B 
aumenta os níveis de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) através da ativação da proteína 
cinase (PKA) e consequentemente promove a polimerização da Hb e falcização dos 
eritrócitos. 

 
Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2011. 



 

2.3RECEPTORES DE ADENOS

 

2.3.1 Relevância farmacológica de RA2B

 

A adenosina é um nucleos

fisiológicos por meio de seus 

Quatro subtipos de receptores de adenosina são conhecidos: A1, A2A, A2B,

A3(KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011)

 

Figura 2. Sequência de alinhamento para os receptor
transmembrana, ECL – Alça extracelular e ICL 
são destacados em vermelho e os resíduos que forma ligação de disulfeto está colorido em amarelo. 
Resíduos idênticos são coloridos em cinza, enquanto resídu
são coloridos em rosa. 

Fonte: CHENG et al., 2010 

 

Até o final da década de 1990, p

pouca relevância fisiológica, p

adenosina(FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997)

 

RECEPTORES DE ADENOSINA 2B (RA2B) 

2.3.1 Relevância farmacológica de RA2B 

A adenosina é um nucleosídeo endógeno que modula diversos processos 

por meio de seus receptores de membrana(HASKO; PACHER, 2012)

Quatro subtipos de receptores de adenosina são conhecidos: A1, A2A, A2B,

(KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011) (Figura 2).  

Sequência de alinhamento para os receptores A2b, A1, A2a e A3. TM 
Alça extracelular e ICL – Alça extracelular. Os principais resíduos TM e ECL2 

são destacados em vermelho e os resíduos que forma ligação de disulfeto está colorido em amarelo. 
Resíduos idênticos são coloridos em cinza, enquanto resíduos parcialmente idênticos em A2b e A2a 

Até o final da década de 1990, pesquisadores consideravam que os RA2B 

relevância fisiológica, por causa da sua baixa afinidade pela 

(FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997). Posteriormente
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deo endógeno que modula diversos processos 

(HASKO; PACHER, 2012). 

Quatro subtipos de receptores de adenosina são conhecidos: A1, A2A, A2B, 

A2b, A1, A2a e A3. TM – α-Hélice 
Alça extracelular. Os principais resíduos TM e ECL2 

são destacados em vermelho e os resíduos que forma ligação de disulfeto está colorido em amarelo. 
os parcialmente idênticos em A2b e A2a 

 

que os RA2B possuíam 

or causa da sua baixa afinidade pela 

Posteriormente, estudos 
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demonstraram que diversas vias bioquímicas são ativadas por vias desinalização 

celular relacionadasa esse receptor(FIELD; NATHAN; LINDEN, 2014; KALLA; 

ZABLOCKI, 2009; ZHANG et al., 2011). Por  exemplo: (1) aumento da concentração 

de cálcio e secreção de íons cloreto nas células intestinais, causando irritação 

intestinal (SIRCI et al., 2012); (2) aumento na formação e circulação de interleucina 

cerebral IL-6, que tem sido associada com demências e doença de Alzheimer 

(SCHIEDEL et al., 2011); (3) super-estimulação de mastócitos, induzindo disturbios 

de hipersensibilidade, febre e eczema tópico (ASANO et al., 2017; GOMEZ, 2013; 

LIANG et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que RA2B modula processos 

patológicos que levam a doenças pulmonarescomo a asma (HUA et al., 2013). Outro 

efeito deletério relacionado com a ativação do RA2B é falcização de eritrócitos, 

como discutido anteriormente. Vale a pena destacar quehemácias de camundongos 

deficientes de RAB tem menor capacidade de falcização(HAAS, 2011) e que 

hemácias humanas deficientes de RA2B são resistentes as mudanças 

fisiológicasque levam a falcização (FIELD; NATHAN; LINDEN, 2014). Além disso, o 

bloqueio farmacológico de RA2B parece ser suficiente para inibir a falcização de 

hemácias (SUN et al., 2015). 

Diante dos fatos descritos acima, RA2B pode ser considerado um alvo validado para 

o desenvolvimento de fármacos que sejam úteis no tratamento de pacientes 

portadores de AF. 

 

2.3.2. Características estruturais de RA2B 

 

RA2B apresenta sete domínios transmembranares característico dos receptores 

acoplados a proteína G (BEN et al., 2005). Na segunda alça extracelular de RA2B, 

onde o ligante endógeno interage, existem dois sítios de N-glicosilação. Embora 

essa modificação pós-transducional não influencie na interação entre receptor-

ligante, ela direciona o receptor para membrana plasmática (PIIRAINEN et al., 

2011).  

RA2B apresenta quatro resíduos de cisteína na alça extracelular 2 (ECL2), dos quais 

três (C154, C167, C171) são encontrados também em RA2A(SCHIEDEL et al., 

2011). Essa alça é essencial para a ligação do ligante endógeno no RA2B bem 

como para a função desse receptor(DE FILIPPO et al., 2016; SUN et al., 2011). 
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Até o momento, a estrutura cristalográfica do RA2B não foi elucidada 

experimentalmente. Entretanto, RA2B possui elevada semelhança sequencial com 

RA2A, cuja estrutura 3D é conhecida(CHENG et al., 2010). De fato, modelos por 

homologia baseados na rodopsina bovina e em RA2A humano são usados para 

compreender os requisitos estruturais de RA2B (FAROUK; SELIM, 2011; SHERBINY 

et al., 2009). No entanto, vale a pena destacar que, diferentemente do que é 

observado para RA2A a adenosinaapresenta baixa afinidade por RA2B (SHERBINY 

et al., 2009). Por isso, acredita-se que esse receptor se mantem silencioso em 

condições fisiológicas, sendo ativado apenas na presença de níveis elevados de 

adenosina(EISENSTEIN; PATTERSON; RAVID, 2015).  

Já é bem estabelecido que o RA2B é um receptor acoplado a proteína (Gs) e ativa a 

adenilil ciclase(GODINHO; DUARTE; PACINI, 2015; SUN et al., 2015). A ativação 

desta via resulta no acumulo de AMPc e estimula a proteína cinase A, essa proteína 

fosforila outras proteínas na célula. Outra importante via de sinalização do RA2B é a 

fosfolipase C através da proteína Gq, que é encontrada em mastócitos (BEN et al., 

2005). A ativação desta via resulta no aumento de diacilglicerol e inositol trisfosfato. 

Porém, esse processo de sinalização pode ser inibido por antagonistas metilxantinas 

endógenos, tal como cafeína (PIIRAINEN et al., 2011).  

 

2.3.3 Antagonistas de RA2B 

 

A busca por ligantes de RA2B se fundamenta na observação de que teofilina(2) e 

emprofilina(3) (Figura 3), utilizados no tratamento da asma, apresentam afinidade 

por RA2B (STEFANACHI et al., 2008a). Em decorrencia disso, a maioria das 

moléculas que tem afinidade pelo receptor de adenosina são derivados de xantina 

(MÜLLER; JACOBSON, 2011). Exemplos de compostos com afinidade micromolar 

pelos receptores de adenosina são: cafeína(1), emprofilina (3) e teofilina (2) (Figura 

3)(JI et al., 2001; KIM et al., 2002).  

Um dos primeiros antagonistas seletivo de RA2B foi o derivado de xantina 

MRS1754(5)(Figura3)(FREDHOLM et al., 2001). Outros derivados de xantina com 

ação seletiva sobre RA2B incluem MRE-2029-F20(6)(BARALDI et al., 2004) e PSB-

1115 (SCHIEDEL et al., 2011) (Figura3). Esforços para o desenvolvimento de 

antagonistas seletivos para a RA2B estão focados, portanto, nessa classe de 

compostos (BEUKERS; MEURS; IJZERMAN, 2006; CHENG et al., 2010; 
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GONZÁLEZ; TERÁN; TEIJEIRA, 2008; KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011). 

A fim de alcançar esse objetivo derivados substituídos nas posições 1, 3, 7 e 8(7 e 

8) (Figura 4) foram sintetizados (KIM et al., 2002).  

Figura 3. Compostos da classe das xantinas(1-6). 

 

Cafeína(1) .. Teofilina (2) Emprofilina (3)     PSB-1115(4) 

 
MRS1754(5)     MRE-2029-F20(6) 
 

Fonte: Jim et al., (2001); Ji et al. (2001); Muller e acobson, (2011). 

 

Estudos das relações entre a estrutura química e a atividade biológica (REA) dos 

derivados de xantina mostraram que substituição na posição 1 (composto 7, Figura 

4) por grupos maiores que os substituintes da posição 3 (hidrogênio ou metil) 

(composto 8, Figura 4) favorece a afinidade porRA2B(KIM et al., 2002). Além disso, 

substituintes heterocíclicos na posição 8 (compostos 7 e 8, Figura4) resultam em 

antagonistas com afinidade e seletividade elevadas para RA2B (36 vezes superior 

com relação aos demais subtipos de RA) (BARALDI et al., 2004). 

 

Figura 4. Derivados de xantina substituídos na posição 1,3 e 8. 

 

(7) 

Atividade biológica: Ki= 175nM 
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(8) 

Atividade biológica: Ki= 7nM. 

Fonte: Baraldi et al., 2004 

A Substituição de um dos nitrogênios (N-9) por carbono,resultou na classe de 

compostos 9-deazaxantina (9-dAX) (compostos 9-13, Figura 5) (HAYALLAH et al., 

2002), cujos derivados apresentam afinidade nanomolar pelo RA2B (GRAHNER et 

al., 1994; HAYALLAH et al., 2002).  

 

Figura 5. Esqueleto molecular dos derivados de 9-deazaxantina (Pirrol[2,3-d]pirimidina-2,4-diol) 

 

 

Compostos R1 R3 R7 R9 R8 Ki (nM) 

9 CH3 CH3 H H C6H5 182 

10 CH3 CH3 H OH C6H5 228 

11 nC3H7 nC3H7 H H C6H5 229 

12 nC3H7 nC3H7 H OH 4-CH3-C6H4 89 

Fonte: Stefanachi, et al., 2008a 

 

A expansão do anel imidazólico resultou na classe das quinazolinas (composto 13, 

Figura 6) (SHIREESHA et al., 2010). Alguns compostos dessa classe, tal como 

CMB-6446, apresentamafinidade (Ki<10 nM) e seletividade frete ao RA2B. 

(SHIREESHA et al., 2010).  

 
Figura 6. Derivado de quinazolina.*CMB6446= 4-metil-7-metoxiquinazolil-2-(2’-amino-4’ 
imidazolinona), atividade biológica RA2b, Ki= 112nM; RA2a, Ki= 2,4nM; RA1, Ki= 1,3nM. 
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(13) 

Fonte:WEBB et al., 2000 

 

A fim de ampliar a diversidade química dos antagonistas de RA2B, derivados pirazol 

ou triazol pirimidínicos,previamente conhecidos como antagonistas de RA3 

(BARALDI, 2001), foram avaliados. O estudo de REA dessa classe sugere que 

substituintes na posição 8-pirazol (compostos 14, Figura 7), como benzila, 

aumentam a afinidade pelo subtipo RA2B (Ki = 5nM), ao passo que a afinidade 

porRA3 diminui (Ki = 2030nM) (BARALDI et al., 2001). Por outro lado, substituintes 

na posição sete tem efeito contrário (composto 15, Figura 7).  

 

Figura 7. Derivado de triazol pirimidínicos substituído na posição 8. 

 

(14) 

. Atividade biológica RA2b, Ki= 5nM; RA2a, Ki= 0,31nM; RA3, Ki= 2030nM. 

 

(15) 

. Atividade biológica RA2b, Ki>10.000nM; RA2a, Ki= 549nM; RA3, Ki>10.000nM. 

 

Fonte:BARALDI et al., 2001 
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Embora derivados de xantina tenham afinidade elevada pelo RA2B,seu uso 

terapêutico ainda é limitado (FREDHOLM et al., 2011). Isso pode estar relacionado 

com presença dos RAs em diversos tecidos e a interação não seletiva dos derivados 

de xantina ou a problemas farmacocinéticos (KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 

2011). Por isso, moléculas que não apresentam o esqueleto xantinapodem ser 

alternativas promissoras. Por exemplo, o derivado 2-amino-(3-piridil) (composto 16, 

Figura 8) possui afinidade de 17nM e alta seletividade pelo RA2B. Substituinte na 

posição 6 da piridina, desse derivado, diminui a afinidade (Ki = 115nM) (composto 

17, Figura 8)(VIDAL et al., 2007). Além disso, modificações na estrutura do 

pirrolpirimidina resultou no composto OSIP-339391(18) (Figura 8), que possui 

afinidade de 0,5nM pelo RA2B e seletividade 70 veze maior em relação aos 

receptores A1, A2A e A3(ORTORE; MARTINELLI, 2010).  

 

Figura 8. Estrutura química de compostos derivados de aminopiridina e aminopirimidina com 
seusvaloresafinidadepelos RA. 

 

(16) 

LAS38096 = 2-amino-(3-piridil). RA2B, 

Ki=17nM; RA2A, Ki=2500Nm; RA1, 

Ki>1000. RA3 > 1000nM. 

(17) 

Derivado de LAS38096 substituído na 

posição 6. RA2B, Ki=115nM; RA2A, 

Ki=2500Nm; RA1, Ki>1000. RA3 > 

10000nM. 

 

 

(18) 

OSIP339391 = pirrolpirimidina. RA2B, Ki=0.5nM; RA2A, Ki=328nM; RA1, Ki=37nM; RA3=450nM. 
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Fonte:Ortore e Martinelli (2010); Vidal e colaboradores (2007). 
 

Derivados de triazoltriazina (composto 19)são antagonistas seletivosde RA2A. No 

entanto, a retirada do substituinte da posição 4 do anel fenila (composto 20) 

aumenta a afinidade pelo RA2B e, consequentemente, redução da afinidade pelo 

RA2A (Figura 9), indicando que o grupo hidroxila contribui para a seletividade dos 

antagonista por RA2A(BEUKERS; MEURS; IJZERMAN, 2006). 
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Figura 9. Estrutura química de derivados triazoltriazina. LUF5452. RA2B, Ki=9,9nM; RA2A, Ki=5.4nM; 
RA1, Ki=7.1nM; RA3=1450nM. 

 

 

(19) 

ZM241385. RA2B, Ki=16,5nM; RA2A, Ki=1,7nM; RA1, Ki=255; RA3=3090nM. 

 

(20) 

LUF5452. RA2B, Ki=9,9nM; RA2A, Ki=5.4nM; RA1, Ki=7.1nM; RA3=1450nM. 

Fonte:(BEUKERS; MEURS; IJZERMAN, 2006). 

 

Grande progresso tem sido realizado ao longo dos últimos anos na identificação de 

antagonistas de alta afinidade para o RA2B. Entretanto, um derivado de xantina 

(composto 21, Figura 10) apresentou baixa eficácia na redução dos sintomas de 

pacientes com anemia falciforme (CHRISTAKIS et al., 1990; SHERER; GLOVER, 

2000). 

Nesse contexto, ferramentas ou técnicas que sejam rápidas, eficientes e de baixo 

custo, como os métodos de abordagem no ligante, tal como modelos farmacofóricos, 

podem ser alternativas para a identificação e otimização de outras classes de 

antagonistas de RA2B mais eficientes (JOSEPH et al., 2008; SARMA et al., 2008). 

 

Figura 10. Estrutura química da pentoxifilina 

 

(21) 
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2.3ENSAIO VIRTUAL 

 

Nas últimas décadas, oensaio virtual emergiu como uma ferramenta poderosa para 

identificar novos compostos com diversidade estrutural (BIELSKA et al., 2011; 

MUSMUCA et al., 2010). Por isso, essa técnica é uma abordagem complementar 

aos ensaios biológicos (JIANG et al., 2015).As ferramentas disponíveis para o 

ensaio virtual são capazes de simular as interações de moléculas com o sítio de 

ligação em um tempo curto, se comparado com técnicas experimentais 

(BALLESTER et al., 2012; LIONTA et al., 2014; MUSMUCA et al., 2010; 

THIYAGARAJAN et al., 2013). 

Os ensaios virtuais podem ser realizados através de duas abordagens: a primeira 

requer o conhecimento da estrutura tridimensional da proteína-alvoe o segundo é 

baseado em informações de ligantes conhecidos da proteína-alvo (DANISHUDDIN; 

KHAN, 2015). A estrutura do receptor pode ser determinada por técnicas 

experimentais, tais como cristalografia de raio-X e espectroscopia de RMN ou pode 

ser prevista utilizando modelagem por homologia(REDDY et al., 2007). A partir 

dessa informação, a forma e a natureza química do sitio ativo da proteína-alvo são 

utilizados para identificação de novos ligantes por meio de modelos farmacofóricos 

baseados na estrutura do alvo macromolecular, planejamento de 

novoouacoplamento molecular dos possíveis ligantes no sítio ativo (CAVASOTTO; 

ORRY, 2007). 

Métodos baseados em receptores tem vantagem sobre os métodos baseados no 

ligante por que usam informações do alvo e fornecem informações sobre o modo de 

interação(JENA et al., 2014).No entanto, eles são limitados pela disponibilidade de 

informação tridimensional da macromolécula alvo. De fato, essa é a situação para 

RA2B, cuja estrutura tridimensional não é conhecida.Adicionalmente, os métodos 

baseados na estrutura são computacionalmente mais caros e complexos devido à 

dificuldade de se descrever as contribuições entrópicas e os fenômenos de 

solvatação/dessolvatação utilizando termos simples de campos de forçapadrão 

(ENGLEBIENNE; MOITESSIER, 2009; FERREIRA et al., 2015; MENG et al., 2011). 

A maioria dos métodos baseados na estrutura também pressupõem que o alvo é 

rígido, ou não apresenta alterações conformacionais significativas após a interação 

com o ligante(ELOKELY; DOERKSEN, 2013). Esse tipo de simplificação explica, em 
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parte, o desempenho inferior da triagem virtual baseada na estrutura do alvo, 

quando comparado aos métodos baseados no ligante(AWUNI; MU, 2015). 

Por outro lado, oplanejamento de fármaco baseado no ligante (LBDD) pode ser 

empregado quandomoléculas que modulam a macromoléculasão 

conhecidas(APAROY; REDDY; REDDANNA, 2012).Pois,compostos com 

propriedades químicas semelhantes também apresentam efeitos biológicos 

semelhantes(FRANKE et al., 2007) e podem ser utilizados como moldesna busca de 

outros compostos que também tenham a propriedade biológica de 

interesse(KRISTENSEN; NIELSEN; PEDERSEN, 2013).  

Nessa abordagem o cálculo da similaridade química entre a molécula referência e 

cada molécula da base de dados depende principalmente da representação da 

molécula e do coeficiente de similaridade utilizados (BENDER, 2005; KITCHEN et 

al., 2004). Nesse sentido, descritores 2D, 3D ou que descrevem as interações 

farmacofóricas que os ligantes realizampodem ser utilizados para calcular a 

similaridade química (VYAS et al., 2008): Nos métodos que utilizam descritores 2D a 

semelhança entre duas moléculas é calculada a partir de descritores topológicos, ou 

seja, que não variam com a conformação adotada pela molécula(LENGAUER et al., 

2004). Por outro lado, os métodos que usam descritores 3D possuem maior 

complexidade pois os descritores usados (ex. distância interatômicas, superfícies 

moleculares, campos eletrostáticos ) são influenciados pela conformação que a 

molécula adota(SEIDEL et al., 2010). 

A terceira abordagem se baseia no conceito de farmacóforo, originalmente 

introduzido em 1909 por Ehrlich como aporção molecular que carrega as 

características essenciais para a atividade biológica de um fármaco(KASERER et al., 

2015). Desde então, a definição sofreu modificações significativas e atualmenteum 

farmacófororepresentaas características eletrônico e estéreas necessárias para 

desencadear ou bloquear uma resposta biológica(SEIDEL et al., 2010). Nas etapas 

iniciais do planejamento de fármacos as informações sobre o farmacóforo são 

bastante limitadas, razão pela qual se utiliza o termo hipótese farmacofórica ou 

modelo farmacofórico para definir o conjunto de propriedades que são, 

supostamente, essenciais para ação biológica do composto bioativo(JAIN, 2004). 

As hipóteses farmacofóricas podem ser determinadas a partir do alinhamento 

espacial das moléculas no qual grupos funcionais/anéis que realizam o mesmo tipo 

de interação estão sobrepostos. O programa GALAHAD, por exemplo, produz 
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alinhamentos moleculares utilizando uma representação tridimensional das 

moléculas alinhadas (hipermolécula), que as caracteriza como um conjunto de 

hiperátomos conectados entre si e que formam ascaracterísticas farmacofóricas (por 

exemplo: centros hidrofóbicos, doadores de ligação de hidrogênio, etc.) (CLARK; 

ABRAHAMIAN, 2009; RICHMOND et al., 2006)(CLARK; ABRAHAMIAN, 2009). 

Essas características devem mimetizarinterações que ocorrem com resíduos do sítio 

alvo(CLARK; ABRAHAMIAN, 2009).   



 

3. METODOLOGIA 
 

3.1 GERAÇÃO DOS MODELOS 

 

3.1.1 Preparação dos ligantes

 

Todos os compostos descritos nesse trabalho

tridimensional utilizando 

campo de força Tripos, utilizando o método de Powell (10000 iterações ou gradiente 

menor que 0,001Kcal/(mol*A), considerando 

dielétrica do meio igual a 80.

 

3.1.2 Modelo farmacofórico para antagonista RA2B

 

A geração e avaliação dos modelos farmacofóricos de antagonista do RA2B fo

realizadas conforme etapas apresentadas no esquema 1

ensaios são demonstrados ao longo desse tópico.

Esquema 1. Passos aplicados no planejamento e desenvolvimento de modelo 

farmacofórico para antagonista de RA2B

GERAÇÃO DOS MODELOS FARMACOFÓRICOS 

3.1.1 Preparação dos ligantes 

Todos os compostos descritos nesse trabalho foram desenhados na forma 

tridimensional utilizando a plataforma SYBYL-X 2.1 e minimizados com auxílio do 

campo de força Tripos, utilizando o método de Powell (10000 iterações ou gradiente 

menor que 0,001Kcal/(mol*A), considerando cargas de Gasteiger Huckel

dielétrica do meio igual a 80. 

Modelo farmacofórico para antagonista RA2B 

A geração e avaliação dos modelos farmacofóricos de antagonista do RA2B fo

conforme etapas apresentadas no esquema 1. Mais detalhes desses 

ensaios são demonstrados ao longo desse tópico. 

Passos aplicados no planejamento e desenvolvimento de modelo 

farmacofórico para antagonista de RA2B 
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foram desenhados na forma 

X 2.1 e minimizados com auxílio do 

campo de força Tripos, utilizando o método de Powell (10000 iterações ou gradiente 

cargas de Gasteiger Huckel e constante 

A geração e avaliação dos modelos farmacofóricos de antagonista do RA2B foram 

. Mais detalhes desses 

Passos aplicados no planejamento e desenvolvimento de modelo 
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Cinco antagonistasde RA2B com potência variando entre 8,22 e 9,1 

(Tabela1)(CAROTTI et al., 2004; CHENG et al., 2010; STEFANACHI et al., 

2008a)foram alinhados flexivelmente, a fim de maximizar a sobreposição das suas 

características farmacofóricas (aceptores e doadores de ligação de hidrogênio, 

centros hidrofóbicos, nitrogênios positivos e negativos, e características estéreas) 

com auxílio do programaGALAHAD, disponível na plataforma SYBYL 2.1. 

O processo de alinhamento foi conduzido em duas etapas: na primeira etapa foram 

geradas conformações de baixa energia para cada ligante selecionado para a 

construção dos modelos farmacofóricos, utilizando método de algoritmo genético 

multiobjeto de Pareto. Na etapa seguinte o método extrai as características 

farmacofóricas das moléculas em cada conformação e posteriormente as sobrepõe 

de acordo com as coordenas tridimensional das características identificadas 

(RICHMOND et al., 2006). O tamanho da população (30) e número máximode 

gerações (90) utilizados na etapa de alinhamento molecular foram determinados 

automaticamente a partir do número de compostos empregados na criação dos 

modelos farmacofóricos.Os parâmetros razão de mutação (0.4, 0,2), redução de 

mutação (1.0, 1.0) e razão de permutação (1.0, 1.0) foram mantidos nos valores 

padrão. 
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Tabela 1. Moléculas utilizadas na construção dos modelos farmacofóricos de 
antagonista de RA2B. 

Compostos Estruturas Atividade biológica (pKi) 

01 

 

8,22 

02 

 

8,74 

03 

 

8,88 

04 

 

9,1 

05 

 

8,98 

 

3.2 VALIDAÇÃO DOS MODELOS FARMACOFÓRICOS 

 

Os modelos farmacofóricos foram avaliados quanto à pontuação de Pareto, 

calculado a partir dos parâmetros STERICS, ENERGY, HBONDS. Aqueles com 

valor igual a zero foram testados quanto sua habilidade para diferenciar antagonistas 

de RA2B de compostos sem atividade (falso-positivos), também conhecidos como 

decoys, que foram gerados com auxílio do servidor e-DUD 

(http://dude.docking.org)(VENKATRAMAN et al., 2010), na proporção de 1 composto 

ativo para 50 falso-positivos. Todos os compostos passaram pelas mesmas etapas 



37 

 

de minimização e atribuição de carga, descritos anteriormente, e posteriormente 

foramadicionados ao banco de dadoscontendo os antagonistas conhecidos de 

RA2B. 

Na etapa seguinte, os compostos dos bancos de dados foram sobrepostos nos 

modelos que apresentaram Pareto igual a zero e bom ajuste na sobreposição 

farmacofórica. Essa etapa foi realizada com auxílio do programa UNITY-3D, pelo 

método de busca flexível. Os compostos foram classificados de acordo com o valor 

de QFIT calculado automaticamente por esse programa.Com auxílio da área sob a 

curva (AUC), os valores de QFIT foram aplicados para selecionar modelos utilizados 

na etapa subsequente.  

Os modelos farmacofóricos selecionados foram então avaliados quanto sua 

capacidade declassificar os compostos de acordo comsua potência. Para isso, 287 

antagonistas de RA2B (pKi = 4.0-9,3)(CAROTTI et al., 2004; CHENG et al., 2010; 

FERNÁNDEZ et al., 2009; JOSEPH et al., 2008; STEFANACHI et al., 2008a, 2008b) 

não empregados na construção dos modelos, foram sobrepostosindividualmente e 

de forma flexívelaos modelos farmacofóricos, utilizando o programa GALAHAD 

(opção Align individually to a template). O ajuste das moléculas às características 

farmacofóricas foi pontuado de acordo com o valor de MOL_QRY. As moléculas 

foram divididas em classes, de acordo com seus valores de pKi(potentes, 

intermediários e pouco potentes), e cada classe foi relacionada à média ponderada 

dos seus valores de MOL_QRY. 

 

3.3 ENSAIO VIRTUAL BASEADO EM MODELO FARMACOFÓRICO 

 

O modelo farmacofóricoque apresentou melhor desempenho nas etapas anteriores 

foi utilizado para realizar o ensaio virtual no banco de dados de compostos lead-

likeZINC database (http://zinc.docking.org/), por meio do algoritmo de ajuste direto 

(direct tweak-UNITY), que ajusta as ligações rotacionáveis para combinar as 

características farmacofórica da molécula com o modelo(TRIPOS, 2012a).  

Compostos que apresentaram valor de QFIT> 0 (zero) foram analisados com auxílio 

do servidor CHEMGPS-

NP(http://chemgps.bmc.uu.se/batchelor/queue.php?show=submit&proc=file).A 

seguir, as 3 primeiras componentes principais (PC) calculadas por esse servidor 

foram utilizadascomo descritores para uma análise hierárquica de 
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agrupamentos,utilizando distâncias euclidianas e método de ligação pelo vizinho 

mais distante, com auxílio do programa Pirouette®. Pelo menos uma molécula de 

cada agrupamento, considerando similaridade de 80% entre os grupos, foi 

selecionada para a aquisição e, subsequente, avaliação biológica 

 

3.4 TRIAGEM DE AGENTES ANTIFALCIZANTES 

  

3.4.1 Compostos teste e controles 

 

33potencias antagonistas de RA2B, identificados na triagem farmacofórica,foram 

adquiridos da Enamine Chemistry (http://www.enamine.net/), com grau de pureza 

maior que 95%.MRS1754 (antagonista de RA2B) e NECA(agonista de RA2B), 

utilizados como controle experimentais, foram adquiridos da sigma-Aldrich (códigos 

M6316 e E2387, respectivamente) com grau de pureza acima de 99%.Os potenciais 

antagonistas e os controles foram solubilizados em agua miliQ contendo 1% de 

dimetil sulfóxido (DMSO). 

 

3.4.2 Amostra biológica 

 

As amostras de sangue utilizadas nos ensaios biológicos foram coletadas de 

5pacientes adultos, com idade entre 19 e 38 anos,de ambos os sexos, atendidos no 

Programa de Saúde da Família da Cidade de Cruz das Almas, com diagnóstico de 

anemia falciforme, confirmado por cromatografia líquida de alta performance – 

HPLC, anexado no prontuário de cada paciente. 

Foram excluídos da pesquisa pacientes que não aceitaram ou não puderam, por 

qualquer motivo, assinar o Termo de consentimento Livre Esclarecido (TCLE) 

(apêndice A), que apresentaram crises de dor ou que estiveram internados na 

semana da coleta. 

Uma amostra de 5ml de sangue, de cada paciente,foi coletada em EDTA e 

centrifugada, por 5 minutos a 2500rpm por minuto e 4ºC, para retirada do soro. Os 

eritrócitos remanescentes foram lavados com salina a 0,9% e centrifugados 

(2500rmp por 5minutos),por pelo menos 3 vezes. A seguir, os eritrócitos foram 

ressuspendidos em salina 0,9% (900µl de salina para 100µl de eritrócito) e utilizados 

para os ensaios subsequentes.Os procedimentos realizados foram aprovados pelo 
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Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) do Hospital Roberto Santos (No  928.405/2014 

(anexo A). 

 

3.4.3Ensaios antifalcizante 

 

3.4.3.1 Ensaios em concentração única 

 

Os testes de atividade antifalcizante foram realizados conforme método descrito por 

Sofowora e colaboradores (1979), modificado por EGUNYOMI e colaboradores 

(2009).Resumidamente,0,2mL de metabisulfito de sódio a 2% foi adicionado em 

0,1mL de hemácias em salina (proporção de 1:9)para desoxigenação do 

sistema.Uma amostra foi analisada a cada duas horas para verificar o tempo em que 

as hemácias falcizam nesta condição. Na etapa seguinte, 10µM dos diferentes 

compostos foramadicionados em0,1ml de hemácias em salina eincubados a 37°C 

por 3 horas, sob agitação discreta/suavea cada 30 minutos. Após o período de 

incubação uma amostra foiretirada de cada tubo,transferido para lâmina de 

microscópio e adicionado 0,2ml de metabisulfito de sódio a 2% à suspensão de 

hemácias. A misturafoi homogeneizada, a lâmina de microscópio coberta com 

lamínula, selada com vaselina sólida e incubada a vácuo em temperatura ambiente. 

A morfologia das hemácias foi analisadaapós 12 horas. Essa análise foi realizada 

em microscópio óptico (Olympus CX22RFS2), com objetiva de 40X e pelo menos 

500 hemácias foram contadas, em todas as amostras, em pelo menos cinco campos 

diferentes.Todas as substâncias foram avaliadas em triplicata. Nos casos que houve 

diferença maior que 10% na contagem de hemácias falcizadas, uma quarta análise 

foi realizada. Os compostos com atividade antifalcizante, estatisticamente superior 

(p<0,05) ao controle positivo (MRS 1754), foram selecionados para as etapas 

posteriores. Três tipos de controlesforam utilizados neste ensaio biológico: salina;um 

antagonista(MRS 1754, 10µM) eum agonista (NECA, 10µM)de RA2B. 

 

3.4.3.2 Ensaios concentração-resposta 

 

A curva dose-resposta dos compostos e MRS 1754foram construídas seguindo uma 

escala logarítmica, a partir da dose utilizada nos testes de triagem, ou seja0,0001 a 

10vezes a dose de 10 µM, equivalendo a 0,001 a 100µM. 
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A seguir as curvas concentração-resposta para o agonista NECA na presença ou 

ausênciadoscompostos testesforam construídas e as concentrações 

necessáriaspara se obter 50% do efeito máximo –Emax – observado, EC50, 

determinadas por regressão não linear, como disponível no programaGraphPad 

Prism 6.1.  

Após a obtenção das curvas concentração-resposta, foi estimada a afinidade dos 

compostos através da pA2, determinado pela análise de regressão linear, utilizando 

a equação de Schild: (equação 1) 

 

pA2 =  -log[B] + log(CR-1)(equação 1) 

 

onde CR = razão da concentração  (EC’50/EC50) do agonista; [B] = concentração do 

antagonista; pA2 = medida da afinidade de um antagonista competitivo (KENAKIN, 

2008). 

Os dados são apresentados como média ± EPM e foram analisados pela Análise de 

Variância (ANOVA), com auxílio do programa GraphPad Prism 6.1. Foram 

considerados estatisticamente significantes valores com P < 0,05.  

 

3.5 CITOTOXICIDADE PARA CÉLULAS DE MAMÍFERO 

 

Células da linhagem J774 de macrófagos de murinos foram colocadas em placas de 

96 poços com densidade celular de 2x105 células/poço em meio Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; GIBCO) e 50μg/mL de 

gentamicina (Novafarma, Anápolis, GO, Brasil) e incubados durante 2 horas a 37 °C 

e 5% de CO2. Os compostos testes foram adicionados em cinco concentrações que 

variaram de 6,25 a 100μM em triplicata e as placas foram incubadas durante 24 

horas. Vinte por poço de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados 

às placas após 12 horas. As leituras colorimétricas foram realizadas a 570 e 600nm. 

Utilizou-se violeta de genciana (Synth, São Paulo, Brasil) a 10μM como controle 

positivo. Três experimentos independentes foram realizados. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Osderivados de xantinaapresentam características que limitam oseu uso em 

pacientes com anemia falciforme, como por exemplo incidência significativa de 

efeitos adversos(MARGAY et al., 2015). Entretanto, esses compostospodem ser 

usados como modelos para identificação de novos compostos capazes de 

antagonizar RA2B e, portanto, reduzir a falcização de hemácias. A fim de alcançar 

esse objetivo foram empregados modelos farmacofóricos gerados a partir de 

múltiplos ligantes. Esse processo envolveu duas etapas: amostragem 

conformacional de cada ligante do conjunto treino e alinhamento mútuo entre eles, a 

fim de determinar as características químicas essenciais e comuns para construção 

dos modelos farmacofóricos (SANDERS et al., 2012). Essas etapas representam as 

principais dificuldades para construção de modelos farmacofóricos baseados no 

ligante (YANG, 2010; ZHAO et al., 2010), pois a conformação dos ligantes do RA2B 

não são conhecidas. 

Dessa forma, um conjunto treino comcinco derivados de xantina foiutilizado na 

construção dos modelos farmacofóricos. Os compostos desse classe foram 

selecionados por apresentar alta afinidade (pKi variando entre 8,22 e 9,1) (CAROTTI 

et al., 2004; CHENG et al., 2010; STEFANACHI et al., 2008; KALLA; ZABLOCKI, 

2009). Segundo Sakkiah e Lee (2012), compostode alta afinidade fornecem 

informações críticas e necessárias para construção de modelos farmacofóricos 

confiáveis. Programas como o GALAHAD, utilizam apenas características estruturais 

de ligantes ativos e estimam a potência de novos compostos de forma qualitativa, 

por isso o desempenho do modelo depende, principalmente, da definição e 

localização das características farmacofóricas(LIAO et al., 2011). Neste caso, o uso 

de compostos de alta afinidade é apropriado.Em contrapartida, o tamanho conjunto 

treino  não apresenta impacto significativo na qualidade dos modelos 

gerados(LEACH et al., 2010), poisembora a modelagem farmacofórica possa ser 

realizada com apenas dois compostos(KASERER et al., 2015), 5-7 compostos 

fornecem informações não redundantes para atingir o objetivo dessa 

técnica(COTTRELL; GILLET; TAYLOR, 2007), sem impor restrições excessivas para 

os modelos finais, tal como alta especificidade para fins de triagem(TRIPOS, 

2012b).A partirdessas informações, um conjunto de cinco compostos foi considerado 
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suficiente para construção de modelos farmacofóricos confiáveis e com baixo custo 

computacional. 

Uma vez que a conformação bioativa dos ligante do RA2B não é conhecida, foram 

geradas até 100 conformações de baixa energia para cada composto do conjunto 

treino. Esta estratégia fundamenta-se no pressuposto que, na biofase, conformações 

termodinamicamente estáveis é que devem interagir com o receptor (INAMDAR, 

2011). 

Na etapa seguinte,múltiplos alinhamentos das características farmacofóricas foram 

realizados para esses ligantes, resultando em 35hipóteses farmacofóricas, que 

podem ser classificadas por meiodos seguintes critérios: tensão de energia 

(ENERGIA), volume de sobreposição (STERICS) e combinação das características 

farmacofóricas (MOL_QRY/HBOND). Um problema com os métodos de pontuação 

utilizados é que eles requerem pesos a serem atribuídos aos diferentes critérios e 

esses pesos são inevitavelmente arbitrários(LEACH et al., 2010). Para evitar esse 

problema utilizar-se a função de Pareto, que converge um conjunto de hipóteses 

não-dominantes, de forma que nenhum modelo é superior ao outro. Nesses caso, 

aos modelos são atribuídos escore de Pareto igual a zero (MARTIN, 2010; 

NICOLAOU; BROWN, 2013). Sendo assim, 12 modelos (modelos 24 a 35)que 

apresentaram pontuação de Pareto diferente de zero foram excluídos. No entanto, 

os modelos remanescentes (escore de Pareto = 0) (tabela 2)são estatisticamente 

equivalentes. Neste caso, para selecionar o melhor modelo,estudos realizados por 

Caballero (2010), Chiu e Amin (2012)sugerem que a complementariedade das 

característicasfarmacofóricas seja levada em consideração, buscando modelos com 

a combinação de valores máximos para MOL_QRY e HBOND.Seguindo esta 

estratégia, 13 modelos (Figura 11) foram selecionados para a etapa de avaliação. 

 

Tabela 2. Parâmetros estatísticos dos modelos farmacofóricos para antagonistas RA2B.  

MODELO PARETO ENERGIA STERICS HBOND MOL_QRY 
01 0 9,98 7.980,90 214,70 31,63 
02 0 15,00 7.821,20 232,50 31,69 
03 0 11,52 7.778,70 217,40 36,76 
04 0 11,35 7.452,50 223,60 29,87 
05 0 12,96 7.565,00 228,90 19,34 
06 0 7,58 7.896,70 232,10 14,51 
07 0 9,92 7.946,20 225,30 16,5 
08 0 6,73 7.258,30 198,30 51,73 
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09 0 13,67 7.430,10 226,70 25,06 
10 0 7,85 7.317,20 216,30 16,51 
11 0 10,42 7.296,40 226,90 16,49 
12 0 9,87 7.541,90 203,00 19,73 
13 0 7,13 7.168,00 207,30 27,04 
14 0 6,53 6.891,60 194,30 45,67 
15 0 9,14 6.728,50 212,20 29,86 
16 0 14,84 7.585,30 230,30 10,8 
17 0 9,39 7.058,30 225,70 15,79 
18 0 11,23 7.497,10 218,30 16,04 
19 0 10,2 8.031,20 201,30 14,08 
20 0 7,95 7.538,60 181,00 14,92 
21 0 6,93 7.468,90 191,60 14,3 
22 0 10,16 7.162,80 227,10 2,75 

Os modelos marcados em negritos são aqueles selecionados para a etapa de validação. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 11. Análise da conformidade entre os critérios de sobreposição farmacofórica (MOL_QRY e 
HBOND). ▲= modelos selecionados para a etapa de avaliação; ● = modelos com dissonância entre 
os critérios de sobreposição farmacofórica ou baixo valor de MOL_QRY. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2 AVALIAÇÃO DOS MODELOS FARMACOFÓRICOS 

 

Apesar dos modelos apresentarem parâmetros estatísticosdentro dos valores 

aceitáveis para uso em triagem virtual(ATHRI et al., 2010; ZHAO et al., 2010), não 

se pode afirmar, apenas com base nesses parâmetros que eles sejam capazes de 

diferenciar ligantes verdadeiros de falsos positivos. Por essa razão, foi realizada 
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uma simulação de triagem virtual a fim de mensurar a capacidade de cada modelo 

em identificar ligantes de RA2B dentro de um conjunto de moléculas que possuam 

propriedades físico-químicas semelhantes a dos ligantes verdadeiros (ex. peso 

molecular, número de ligações rotacionáveis, total de doadores e aceptores de 

ligação de hidrogênio e coeficiente de partição octanol-água), mas que sejam falso-

positivos (decoys)(MYSINGER et al., 2012).  

Uma vez que não existem dados experimentais acerca de substâncias 

reconhecidamente inativas contra RA2B, empregou-se uma ferramenta 

computacional (e-DUDE http://dud.docking.org/)) para gerar os decoys. Embora esse 

tipo de ferramenta tenha sido desenvolvido para avaliar os métodos de acoplamento 

molecular(LEITE et al., 2017; SLIWOSKI et al., 2013), ela já foi usado para avaliação 

de modelos farmacofóricos (JOHN et al., 2011; KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 

2011; SLIWOSKI et al., 2014). 

A única informação necessária para construção do banco de falso positivos (decoys) 

é um conjunto de moléculas ativas contra o alvo macromolecular. Assim, um 

conjunto de 20 antagonistas, derivados de xantina, com Ki< 10µM (CAROTTI et al., 

2004; FERNÁNDEZ et al., 2009; STEFANACHI et al., 2008b) foifornecido para o 

servidor e-DUDE. Essafaixa de afinidade foi definida com base em dados da 

literatura que consideram inativos aqueles compostos com valores de atividade 

biológica superiores a 10µM(JOSEPH et al., 2008).Considerando que 

aproximadamente 50 falsos positivos são gerados para cada ligante verdadeiro, 

1050decoys foram obtidos. A proporção de compostos ativos e inativosna base de 

dados utilizada neste trabalho está dentro da faixa(1:50) consideram adequadapara 

previsões corretas acerca do desempenho da técnica de triagem 

virtual(SHEPPHIRD; CLARK, 2006).Como essa etapa deve mimetizar um protocolo 

de triagem virtual, foi utilizado o programa UNITY ao invés do programa GALAHAD 

para pontuar o ajuste das moléculas aos modelos farmacofóricos. Embora o valor de 

MOL_QRY, calculado com o programa GALAHAD, tenha maior correlação com a 

atividade biológica que o valor de QFIT (CHEN; MYINT; XIE, 2012; LIU; SUN; HU, 

2012), não é possível usar o programa GALAHAD para realizar a triagem virtual, em 

função do tempo necessário para sobreposição de centenas de moléculas em cada 

modelo farmacofórico. A partir dos valores de QFIT foram construídas curvas ROC 

para cada modelo, nas quais o eixo x representa a taxa de falsospositivos (1-

especificidade - EP), enquanto que o número de verdadeiros positivos é 
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representado no eixo y (sensibilidade - SE). Espera-se que ligantes verdadeiros 

tenham pontuação superior ao dos falso-positivos. Um modelo deve apresentar alta 

sensibilidade (valor=1, no eixo y) e especificidade (valor zero no eixo x), ou seja 

deve-se observar uma linha que sai da origem e segue verticalmente até o canto 

superior esquerdo. Ao atingir este ponto, a curva deve continuar horizontalmente até 

o canto superior direito, indicando que todos os ligantes verdadeiros foram 

identificados acima dos falsos positivos (SEIDEL et al., 2010) 

O desempenho de cada modelo pode ser mensurado pelos valores de AUC de cada 

curva ROC, de forma que apenas modelos com AUC> 0,50 tem desempenho melhor 

do que a triagem aleatória. Essa abordagem não é inédita e pode ser considerada 

como padrão para avaliação do desempenho de modelos farmacofóricos (AL-

NADAF; TAHA, 2011; DANISHUDDIN; KHAN, 2015; DONG et al., 2011; KASERER 

et al., 2015). Embora todos os modelos apresentam AUC>0,50, apenas os modelos 

com AUC > 0,90 (01, 04, 06, 12 – Figura 12) foram selecionados para avaliações 

subsequentes. 

 

Figura 12.Curvas ROC obtidas para os modelos farmacofóricos gerados a partir de antagonistas do 
RA2B. AUC, área sob a curva. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Considerando que as diferença nas atividades biológicas dos compostos podem ser 

racionalizadas com base na presença ou ausência de grupos químicos, 

representados por características farmacofóricas(KASERER et al., 2015), decidiu-se 
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Figura 13. Relação entre ajuste 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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modelo 4 consiste de três centros aceptores de ligação de hidrogênio (AA), um 

centro doador de ligação de hidrogênio (DA) e três centros hidrofóbicos (HY) (Figura 

14A). Não foram definidas restrições quanto a orientações espacial dos doadores ou 

aceptores das ligações de H. Com base nesse modelo, um antagonista d

alta afinidade (pKi=9,0) 

14B). Enquanto que ligantes de baixa afinidade

quatro características do modelo (Figura 1

ligação de hidrogênio (DA_1), um aceptor d

centro hidrofóbico (HY_6) estão relacionadas com a perda de afinidade. 

 

Figura 14. Características farmacofórica
ligação de hidrogênio; DA = doador de ligação de hidrogênio; HY = centro hidrofobico. Todas as 
distancias são dadas em angstrom
tolerância. (B) Sobreposição de antagonistas conhecidos 
afinidade (pKi=9,0). 

(A) 
 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Esses dados são corroborados pelo estudo de modelagem por homologia realizado 

porCheng e colaboradores (2010),segundo o qual acarbonila da xantina(aceptor de 

ligação de hidrogênio) interage com resíduo Asn254 e a região hidrofóbica do anel 

azólico, ligado na posição 8 do anel xantina,  promove interação com Phe173 do 

RA2B. 

4.3 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA NOS MODELOS FARMACOFÓRICOS 

 

Um aspecto estratégico no desenvolvimento de ensaio virtual é a aplicação de filtros 

capazes de diminuir o número de compostos da base de dados a ser 

triado(BIELSKA et al., 2011; FAROUK; SELIM, 2011).Nesse contexto, compostos 

que apresentam propriedades similar a compostos líder (do inglês, lead-like) ou 

similar a fármaco (do inglês, drug-like) são comumente desejados para compor a 

base de dados para o ensaio virtual. Por isso, esses subconjuntos de compostos já 

se encontram pré-organizados na base ZINC (http://zinc.docking.org/). De um modo 

geral, as principais diferenças entre compostos líderes e fármacos estão no tamanho 

e complexidade das estruturas, características estas decorrente das várias 

modificações moleculares a que são submetidos os compostos-líderes até se 

converterem em fármacos(ANDRICOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008; OPREA et al., 

2001). Baseado nessas informações foi realizada a triagem de compostos líderes 

com o modelo farmacofórico 04.Essa estratégia permitiu a identificação de 88 

moléculas com pontuação de ajuste farmacofórico(QFIT) variando entre 50 e 85. 

Considerando a premissa de que moléculas estruturalmente similares possuem 

atividades biológica similares(MUEGGE; MUKHERJEE, 2016), não haveria 

necessidade de se avaliar experimentalmente todas as moléculas selecionadas, 

caso existisse similaridade estrutural elevada entre elas. A fim de investigar essa 

hipótese foi utilizada uma técnica multivariada, exploratória e não-supervisionada 

que tem por objetivo criar grupos homogêneos de moléculas com base nas 

similaridades ou diferenças entre as amostras do conjunto de dados (LEAL et al., 

2016).De fato,a análise hierárquica de agrupamento (Hierarchical Clusters Analysis - 

HCA) sugere que existem 14 grupos, com 80% de similaridade entre si(Figura 15). 

Esse ponto de corte não foi determinado por critérios estatísticos (ex. incremento da 

heterogeneidade), mas sim porque compostos com similaridade igual ou superior a 

80% geralmente apresentam atividade biológicas semelhantes (MARTIN; KOFRON; 

TRAPHAGEN, 2002; TEIXEIRA; FALCAO, 2013; ZHANG et al., 2015). Portanto, 
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avaliar compostos de um mesmo grupo resultaria em informações redundantes, 

enquanto a avaliação de moléculas de famílias diferentes deve fornecer informações 

complementares para o estudo das relações entre a estrutura química e a atividade 

biológica dos compostos bioativos.Por essa razão, pelo menos um composto de 

cada grupofoi selecionado para aquisição e, posterior, avaliação biológica. Cabe 

ressaltar que a disponibilidade e valor dos compostos foram utilizados como critério 

de desempate, na seleção dos compostos. Essa estratégia resultou na seleção de 

33 compostos (Tabela 3), estruturalmente diversos, cuja atividade biológica está 

descrita nas próximas seções. 
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Figura 15. Similaridade química dos 88 compostos selecionados com o modelo 4, segundo análise 
hierárquica de agrupamentos usando distância euclidiana, método de união pelo vizinho mais distante 
e descritores calculados com auxílio do servidor NP-ChemGPS 
(http://chemgps.bmc.uu.se/batchelor/queue.php?show=submit). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 3.Compostos adquiridos para ensaios biológicos. 

Código Zinc Estrutura química Código Zinc Estrutura química 

Z1139491704 
 

 

Z241893728 

 

Z1269021565 

 

Z223070016 

 

Z1139490472 

 

Z1139466555 
 

Z30471922 

 

Z1251113199 

 

Z17559310 

 

Z847449186 

 

Z215362406 

 

Z18363132 
O

O

O

O
N

NH

O  

Z270227114 

 

Z52993934 

 

Z1139409670 

 

Z339111662 

 

Z422474352 

 

Z974202914 

O

N
H

N

N

N

N

H
N

N

 

Z17974520 

 

Z19827748 

 

Z1151205940 

 

Z17412559 
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Z104902384 

 

Z229525774 

 

Z17974526 

 

Z1352992888 

 

Z1203678049 

 

Z168278894 

 

Z51257604 

 

Z27664711 

 

Z15855510 

 

Z998677024 

 

Z1177122804 

 

  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.4 ENSAIOS ANTIFALCEMIA 

 

Apesar do teste de falcemia ser um dos ensaios mais utilizados na triagem para 

compostos antifalcizantes (IMAGA, 2013; PAULINE et al., 2013; SIMEONE et al., 

2012), a vedação incorreta/parcial das lamínulas pode gerar resultados incorretos 

(PRUDÊNCIO; COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2000). A fim de eliminar essa 

limitação as lâminas foram mantidas sob vácuo, após vedação, e foi utilizado 

também um agente redutor (metabisulfito de sódio 2%) nostestesde falcização, a fim 

de acelerar a desoxigenação da hemoglobina S, conforme protocolo padrão 

estabelecido na literatura (HARCOURT; HARCOURT, 2012; NWAOGUIKPE; 

BRAIDE, 2012; SANDHYARANI; KUMAR, 2014). O tratamento de eritrócitos 

commetabisulfito de sódio 2% foi avaliado pela contagem de hemácias em 

microscópio óptico a cada duas horas, com auxílio de microscópio ótico. Essa 

estratégiapermitiu determinarque após 14 horas de incubação, aproximadamente 

100% das hemácias adotaram a forma de foice. No entanto, as análises 
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subsequentes dos testes antifalcizantes foram realizados em tempo médio de 12 

horas, pois não há diferença estatística entre esse tempo e o período de 14 horas 

(Figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Falcização de hemácias de pacientes portadores de anemia falciforme em função do 
tempo, na presença de metabisulfito de sódio 2% a 37ºC. Os dados foram apresentados como média 
± DPM (desvio padrão da média) de 5 amostras de 5 pacientes. # Indica diferença significativa P 
<0,0001 (8 horas vs 10 horas) e ## P <0,0001 (10 horas vs 12 horas), segundo ANOVA unidirecional 
(teste de Tukey). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A atividade antifalcizante das moléculas foi avaliada conforme ensaios descritos no 

parágrafo anterior. A concentração das moléculas (10μM) testadas em concentração 

única foi determinada de acordo com dados obtidos em estudo realizado com o 

antagonista conhecido MRS1754(ZHANG et al., 2011). De acordo com os testes de 

atividade antifalcizante, os compostos Z1139491704, Z1151205940, Z17974526, 

Z241893728, Z223070016, Z168278894, Z339111662, Z1352992888, 

Z1177122804, Z847449186, Z18363132, Z974202914inibem o processo de 

falcização em mais de 70%, quando comparadas ao tratamento com salina (controle 

negativo) (Figura 17). Os outros compostos não apresentaram atividade 

antifalcizante ou suas atividades foram inferiores ao MRS1754.
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Figura 17. Avaliação dos compostos com potencial antifalcizante 

 

Avaliação antifalcizante de compostos (10 μM) selecionados por triagem virtual. Os 
dados são apresentados como média ± DPM de 5 amostras de 5 pacientes. Indica 
diferença significativa **** P <0,0001, por ANOVA unidirecional (teste de Tukey), 
comparado ao controle (MRS1754). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Na concentração de 10μMos compostosZ1139491704, Z1151205940, Z17974526, 

Z241893728, Z223070016, Z974202914, Z18363132, Z847449186, Z1177122804, 

Z1352992888, Z339111662, Z168278894 têm efeito antifalcizante maior que 

MRS1754, um antagonista comercial de RA2B(JI et al., 2001; STEFANACHI et al., 

2008a), cuja atividade antifalcizantejá é estabelecida na literatura(SUN et al., 2015; 

ZHANG et al., 2011). Entretanto, comparar a potência de compostos com base em 

ensaios de dose única pode levar a conclusão errôneas (GUHA, 2005). Portanto, os 

valores de EC50 desses compostos foram determinados (Figura 18). 
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Figura 18. Curva concentração resposta aos compostos identificados na triagem biológica. Dados 
são apresentados como média ± DPM de 5 amostras de 5 pacientes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A análise visual dos gráficos sugere um comportamento bifásico (MRS1754, 

Z241893728, Z1151205940, Z1139491704, Z168278894, Z339111662, 

Z1352992888, Z847449186) que pode estar relacionado com a ligação em alvo 

secundário. De fato, MRS1754 é conhecido por bloquear RA2B em concentração 

nanomolar, mas também se liga a outros receptores de adenosina na concentração 
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micromolar (IJZERMAN et al., 2017). Por essa razão, utilizou-se o método de 

regressão bifásica, considerando coeficientes de Hill iguais à unidade, para avaliar a 

potência dos compostos. De acordo com esta abordagem, o primeiro valor EC50 

(EC50_1) é encontrado na faixa nanomolar enquanto que a segunda EC50 

(EC50_2) tem escala micromolar. Este comportamento é compatível com alta 

afinidade de ligação a RA2B e baixa afinidade de ligação por outros receptores. 

Considerando esta hipótese, os compostos Z241893728 (pEC50 = 7,46 ± 0,15), 

Z1151205940 pEC50 = 7,46 ± 0,11) eZ1352992888 (pEC50 = 7,42 ± 0,19) são 

ligeiramente menos potentes do que MRS1754 (pEC50 = 7,63 ± 0,12) contra RA2B. 

Por outro lado,Z1177122804 (pEC50 = 7,60 ± 0,06),Z168278894 (pEC50 = 7,64 ± 

0,09) e Z847449186 (pEC50 = 7,66 ± 0,21) sãoequipotentes e Z1139491704 (pEC50 

= 7,79 ± 0,17) é mais potente do que MRS1754 na inibição da falcização dos 

eritrócitos. 

Considerando o segundo valor EC50, Z241893728 (pEC50 = 5,07 ± 

0,10),Z1352992888 (pEC50 = 5,13 ± 0,12), Z847449186 (pEC50 = 5,23 ± 0,14) 

Z1139491704 (pEC50 = 5,30 ± 0,12) são mais potentes contra o receptorsecundário 

do que MRS1754 (pEC50 = 4,17 ± 0,13). Isso sugere que esses compostossão 

menos seletivos que o controle positivo. Em contraste com isso, a potência de 

Z1151205940 (pEC50 = 4,21 ± 0,12), Z339111662 (pEC50 = 4,19 ± 0,13) contra o 

receptorsecundário é semelhante à de MRS1754. 

Curiosamente, Z18363132 (pEC50 = 7,23 ± 0,10), Z17974526 (pEC50 = 7,33 ± 

0,06), Z1177122804 (pEC50 = 7,60 ± 0,06), Z974202914 (pEC50 = 7,61 ± 0,06) e 

Z223070016 (pEC50 = 7,63 ± 0,05), mostram um comportamento de curva sigmoide 

clássica que é compatível com menor ligação a receptores secundários. Além disso, 

Z1177122804, Z974202914 e Z223070016 possuem potências equivalentes ao 

MRS1754. No entanto possuem maior seletividade, ainda que concentrações acima 

da faixa micromolar sejam utilizadas. 

 

4.5 ESTUDO DA RELAÇÃO ENTRE A ESTRUTURA QUÍMICA E ATIVIDADE 

BIOLÓGICA DAS MOLÉCULAS COM ATIVIDADE ANTIFALCIZANTE 

 

Na tentativa de esclarecer os determinantes químicos e estéreos que influenciam na 

atividade biológica,asestruturas da classe de compostos (derivados do benzodioxol) 

identificadas na etapa de triagem foram analisadas visualmente.  
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Os derivados de benzodioxol identificados neste estudo podem ser divididos em três 

partes: benzodioxol, grupo espaçador (entre o benzodioxol e a carbonila) e uma 

região com estrutura química diversa. O Z15855510 possui na estrutura diversa uma 

piridazinona que contribui para eliminação da atividade antifalcemia do composto. 

Isso pode estar relacionado a impedimento estéreo promovido pela carbonila da 

piridazinona. Por outro lado, o composto Z17974526 não possui substituinte na 

posição para da estrutura diversa (pirazina amina), por isso esse composto 

apresenta pEC50 igual a 7,33. A influência do volume na região de estrutura diversa 

pode ser confirmada quando se observa o composto Z241893728 (pEC50 = 7,46). 

Nessa região o composto o composto possui menor volume, quando comparados 

aos compostos citados anteriormente. Além disso, observa-se também que a amina 

presente no grupo espaçados do Z2418933728 não influencia na atividade dos 

compostos, já que mudança na posição desse grupo químico não altera a atividade 

antifalcemia, como pode ser observado para o composto Z1151205940 (pEC50 = 

7,46). O Z1177122804 é composto da classe dos benzodioxol com maior potência 

(pEC50 = 7,60). A alta atividade desse composto está relacionada ao grupo 

espaçador maior, em relação aos outros compostos da classe. Isso sugere que a 

distância entre a carbonila e o benzodioxol, separados por mais que dois átomos, é 

favorável a atividade antifalcemia. Essa observação pode ser confirmada quando se 

verifica a estrutura do espaçador do composto Z17559310 (composto inativo), que 

possui apena um átomo entre a carbonila e o benzodioxol. A proximidade entre 

esses dois grupos químicos pode estar associada a inatividade do composto 

Z17559310. Outro fator que pode eliminar a atividade dos compostos está associado 

a rigidez do grupo espaçador. Observa-se no composto Z998677024 um grupo 

químico tiazol entre a carbonila e o benzodioxol. A inserção desse anel rígido parece 

ser responsável pela eliminação da atividade antifalcemia do composto Z998677024. 
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Figura 19. Estrutura química dos compostos derivados do benzodioxol e seus respectivos valores de 
atividade antifalcemia. Os compostos que não apresentaram atividade antifalcemia maior que 50% 
nos testes de dose única e que não tiveram os valores de pEC50 definidos foram considerados 
inativos. 

 

4.6 ANÁLISES DA LIGAÇÃO COMPETITIVA 

 

Embora os resultadosda análise de antifalcizantesejam promissores, eles não 

comprovam que o efeitosantifalcizantes observadossão decorrentes da modulação 

de RA2B. A fim de verificar essa hipótese investigou-se a capacidade dos 

compostos Z1139491704, Z1151205940, Z17974526, Z241893728, Z223070016, 

Z168278894, Z339111662, Z1352992888, Z847449186, Z1177122804, Z18363132, 

Z974202914 bloquearem a ação de um agonista de RA2B (NECA), conforme 

estabelecido na literatura (HIDE et al., 1992). 

As curvas concentração-efeito do NECA obtidas na presença dos compostos testes 

foram deslocadas para a direita de forma concentração dependente (Figura 20), o 

que pode ser atribuído a diminuição do valor da afinidade intrínseca do NECA por 

RA2B. O deslocamento da curva do NECA foi superior a duas unidades logarítmicas 

quando Z17974526 (2,33), Z223070016 (2,14) e Z974202914 (2,24) foram 
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adicionados individualmente em cada teste na concentração de 30nM. Da análise 

dos resultados obtidos para as incubações com os outros compostos, nesta mesma 

concentração, há um deslocamento da curva para a direita com redução da potência 

do NECA pouco acentuada, com menos de 1,5 unidades logarítmicas. Porém, 

quando comparados com o MR1754 (1,13), os compostos Z1139491704 (1,26) e 

Z339111662 (1,43) apresenta maior deslocamento da curva do NECA na menor 

concentração testada, demonstrando a eficiência desses compostos no bloqueio do 

RA2B. 
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Figura 20.Curva concentração resposta ao NECA na ausência ou presença de compostos identificados na triagem biológica. Dados são apresentados como 
média ± DPM de 5 amostras de 5 pacientes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O deslocamento da curva concentração-resposta do NECA para a direita sugere 

uma ação antagonista competitiva para os compostos Z1139491704, Z1151205940, 

Z17974526, Z241893728, Z223070016, Z168278894, Z339111662, Z1352992888, 

Z847449186, Z1177122804, Z18363132, Z974202914. A fim de sustentar essa 

hipótese foram calculados o coeficiente de regressão e a potência (pA2) antagonista 

para esses compostos(COLQUHOUN, 2007). A variável pA2 expressa 

numericamente a afinidade do antagonista em deslocar acurva concentração efeito 

(CCE) para a direita. pA2 equivale a concentração de antagonista competitivo 

necessária para deslocar a CCE do agonista num fator 2 para a direita - na prática 

significa que para obter o mesmo efeito é necessário o dobro da quantidade de 

agonista(NEUBIG et al., 2003). Os valores de pA2, obtidos a partir docálculo da 

equação de Schild(KENAKIN, 1982) (Figura 21) sugere que os 

compostosZ17974526 (pA2=9,54), Z223070016 (pA2=9,45), Z1177122804 

(pA2=9,13), Z18363132 (pA2=9,03) e Z974202914 (pA2=9,35) foram superiores ao 

controle MRS1754 (pA2=8,68) em termo de afinidade. As diferenças de 0,86 e 0,77 

unidades entre os valores de pA2 para Z17974526, Z223070016, permitem concluir 

que esses compostos são pelo menos 7 e 6 vezes mais potentes que o controle. 

Além disso, osvalores de coeficiente angular (Figura 21), obtidos a partir das retas 

de regressão de Schild, sugerem que esses compostos são antagonistas 

competitivos. 

Além disso, os valores de pA2 determinados para os compostos Z17974526, 

Z223070016, Z1177122804, Z18363132 e Z974202914 também se demonstraram 

superioresa outros antagonistas do RA2B descritos na literatura. Por exemplo, a 

potência do antagonista MRE2029-F20 tem pA2 igual a 7,8 (GESSI et al., 2005); 

cinco compostos derivados de deazaxantina possuem valores de pA2 inferiores a 

8,0 (STEFANACHI et al., 2008a); nos resultados apresentados por Alexander e 

colaboradores (1996), o valor de pA2 para o antagonista de RA2B mais potente 

(amino xantina – XAC) foi de 7,89. 

Apesar da maioria dos compostos testado neste estudo terem demonstrado potência 

em antagonizar os efeitos do NECA, as análises de regressão linear através do 

método propostos por Schild revelou que os compostos Z241893728, Z1139491704, 

Z1151205940, Z168278894, Z1352992888, Z847449186 não parecem interagir com 

o RA2B através de um mecanismo competitivo clássico, considerando que os 
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valores de coeficiente angular calculados foram significativamente diferentes da 

unidade (regressão linear - Figura 21).  
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Figura 21. Gráfico de Schild para os compostos Z1151205940, Z17974526, Z241893728, Z223070016 Z1139491704 e antagonista conhecido MRS1754 
frente ao NECA. Dados obtidos de 5 experimentos para cada concentração, com amostras de diferentes pacientes. As barras verticais nos pontos 
representam o erro padrão da média. [M] é a concentração de cada composto. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A avaliação biológica apresentou compostos, identificados na triagemfarmacofórica, 

capazes de inibir a falcização de hemácias, confirmando suas propriedades como 

agentes antifalcizantes. No entanto, outro requerimento estabelecido pela OMS para 

bons candidatos a fármacos é a sua segurança. Os testes de toxicidade celular 

fornecem as primeiras informações sobre a segurança dos compostos em teste. 

Sendo assim, para verificar a toxicidade dos compostos foi conduzido o teste de 

citotoxicidade para os dois compostos com maior valor de pA2 (Z17974526 e 

Z223070016) em células de mamífero, pelo método colorimétrico Alamar Blue. Na 

concentração de 100μM ou inferior os compostos Z17974526 e Z223070016 não 

induziram efeito citotóxico em macrófagos J774 (Figura 22). Por tanto, os resultados 

desse ensaio sugerem que os compostos mais ativospossuem citotoxicidade 

insignificante em células de mamíferos, nas condições testadas. 

 

Figura 22. Efeito citotóxico de Z17974526 e Z223070016 em células de mamífero. As células de 
macrófagos J774 foram incubadas com veículo (DMSO a 5% em solução salina, Ct, grupo de 
controlo) ou diferentes concentrações de Z223070016 (100, 50, 25, 12.5 ou 6,25 μM, painel A) ou 
Z17974526 (100, 50, 25, 12,5 ou 6,25 μM) durante 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo 
ensaio Alamar Blue. Utilizou-se violeta de genciana (GV) como controlo positivo. Os valores 
representam as médias ± SEM de três determinações obtidas em uma das três experiências 
realizadas. * indica significância das culturas tratadas com veículo (p <0,05). ANOVA seguida pelo 
teste de comparação múltipla de Tukey. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 



68 

 

5. CONCLUSÃOE PERSPECTIVA 
 

5.1 CONCLUSÃO 

 

O uso de estratégia de triagem virtual baseada em farmacóforo mostrou-se uma 

ferramenta eficiente na identificação de compostos com atividade antifalcemia. A 

partir da estratégia de triagem virtual baseada em antagonista do RA2B, foi possível 

selecionar 12 compostos capazes de evitar o processo de falcização, levando em 

conta informações relativas à estrutura química de compostos de referência, 

evidenciando que, embora seja menos dispendiosa se comparada a triagem virtual 

baseada na estrutura da proteína alvo, esta técnica é robusta e possui grande 

potencial para identificação de compostos protótipos.  

Os ensaios biológicos confirmaram que 12 compostos efetivamente atuam como 

antifalcizantes e com fortes evidências de que suas atividades estão relacionadas ao 

bloqueio do RA2B, sendo que os efeitos principais foram competitivos. Dentre os 

resultados destaca-se a maior potência (pA2)para 5 compostos em comparação com 

o controle. Quanto menor a potência de um fármaco e maior a dose necessária, 

maior será a probabilidade de que outros sítios de ação, que não o primário, tenham 

importância. Em termos clínicos, isto está frequentemente associado ao 

aparecimento de efeitos adversos não desejados. Nesse contexto, os compostos 

Z17974526, Z223070016 parecem ser interessantes já que apresentam potência 

seis vezes superior ao MRS1754; e os compostos Z1177122804, Z18363132 e 

Z974202914 duas vezes maior. 

 

5.1 PERSPECTIVAS 

 

O processo de identificação de novos fármacos para tratamento da anemia 

falciforme, realizado nesta pesquisa, deu os seus primeiros passos com a 

identificação de compostos com atividade antifalcemia. No entanto, apesar de 

termos forte indício de que omecanismo de ação dos compostos testados está 

relacionado ao bloqueio do RA2B, a solidez desses achados será confirmada com 

ensaios de determinação do acumulo de AMPc.Essa técnica irá fornecer 

informações diretas da ação dos compostos em RA2B. 
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Paralelamente aos estudos de determinação do acúmulo de AMPc, será analisada a 

ação combinada da hidroxiuréia com os compostos ativos. A hidroxiuréia é um 

fármaco eficiente na redução dos sintomas da anemia falciforme, porém 

significantes efeitos adversos estão relacionados a esse fármaco. Um efeito 

sinérgico dos composto identificados na triagem virtual com a hidroxiuréia pode 

resultar em redução da dose desse fármaco e, consequentemente, diminuição dos 

efeitos adversos. 
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APÊNDICE 
 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

I. Justificativa e os objetivos da pesquisa: 

 Pacientes portadores de anemia falciforme apresentam hemácias na forma de foice. 

As hemácias deformadas obstruem os vasos sanguíneos, causando dores severas. 

Os medicamentos disponíveis apresentam apenas ação paliativa, não tratam a 

origem da doença. Por isso, gostaríamos de convidar o (a) Sr(a) a participar deste 

projeto, que tem como objetivo identificar compostos capazes de evitar a falcização 

das hemácias.  

II. Procedimentos que serão realizados:  

Serão coletados de 3 a 5ml de sangue (uma única vez, a menos que ocorra algum 

problema com o processamento da amostra que exija uma recoleta), pelo método de 

coleta a vácuo, em dia e horário agendado previamente. As amostras de sangue 

serão coletadas e analisadas no laboratório Múltiplo da Faculdade Maria Milza 

(FAMAM). As amostras serão utilizadas nos testes e descartadas na mesma 

semana da coleta, uma vez que os testes podem perdurar por mais de um dia. 

Vale ressaltar que, não poderão participar desta pesquisa pacientes que tenha 

capacidade de autodeterminação reduzida ou impedida, ou de qualquer forma 

estejam impedidos de opor resistência, sobretudo no que se refere ao 

consentimento livre e esclarecido. 

III. Riscos e desconfortos potenciais:  

O principal risco relacionado a punção para coleta de sangue venoso são 

hematomas. Pode ocorrer também pequeno sangramento no local da punção. Outro 

potencial risco é a contaminação sanguínea por bactérias externas ao organismo 

humano 

IV. Técnicas para minimizar riscos: 

Para evitar o hematoma, logo que o extravasamento sanguíneo for visualizado 

durante a coleta, serão retirados o torniquete e a agulha imediatamente do braço do 

voluntário seguindo de compressão do local, com gaze estéril, por um período de 

dois minutos. Caso o hematoma persista, o voluntário deve realizar compressa 
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quente 3 vezes ao dia. Para que não ocorra sangramento, logo após a punção o 

local puncionado será coberto com curativo oclusivo. O risco de contaminação 

sanguínea é totalmente extinto com o uso de materiais estéreis e descartáveis. 

Portanto, nessa pesquisa serão utilizadas agulhas, e seringas totalmente estéreis e 

descartáveis.  Além disso, o local da punção será corretamente desinfetado com 

álcool a 70%. 

V. Benefícios esperados:  

Este estudo poderá no futuro beneficiar as pessoas com anemia e doença 

falciforme. Além disso, poderá contribuir no diagnóstico de doença falciforme 

(anemia falciforme associada a outras variantes da hemoglobina, tais como 

hemoglobina C, D, E) para os voluntários participantes.  

VI. Formas de acompanhamento e assistência:  

As coletas de sangue serão realizadas por pessoal capacitado. Além disso, você 

pode dirigir-se ao laboratório Múltiplo da FAMAM, em qualquer momento enquanto 

durar o período do projeto, para solicitar informações sobre o andamento da 

pesquisa ou informar que não se interessa mais em ser convocado para coleta de 

sangue. 

 

Pelo presente Consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma detalhada, livre 

de qualquer forma de constrangimento e coerção, dos objetivos, da justificativa, dos 

procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e benefícios do 

presente projeto de pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais 

poderia ser submetido, todos acima listados. Declaro ainda que o esclarecimento do 

TCLE ocorreu no momento a mim cômodo e em local apropriado para manutenção 

da minha privacidade. Também foi dado o tempo que eu julguei necessário para que 

pudesse refletir, consultar, se necessário, meus familiares ou outras pessoas que 

pudessem me ajudar na tomada de decisão livre e esclarecida. 

Fui igualmente informado:  

- da garantia de receber esclarecimento a qualquer dúvida acerca dos 

procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados a pesquisa;  

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de 

participar do estudo, sem que isso traga prejuízo;  

- da segurança de que não serei identificado e que se manterá o caráter confidencial 

das informações relacionadas com a minha privacidade;  
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- de que a minha participação no estudo não produz despesas que devam ser 

reembolsadas pela equipe de pesquisa, uma vez que o meu deslocamento para o 

local da coleta será realizado pelos membros da pesquisa; 

- de que esse TCLE ficará arquivado, em formato digital, no computador da 

Coordenação do Programa de Iniciação Científica da Faculdade Maria Milza por um 

período de cinco anos, conforme Resolução 466/2012. 

 

O Centro Coordenador desse projeto de pesquisa localiza-se na Faculdade Maria 

Milza e os pesquisadores responsáveis por esse projeto de pesquisa são o Prof. 

MSc. Odailson Santos Paz (71-91341843 – email: odailsonpaz@hotmail.com – 

Laboratório Múltiplo, Rodovia BR-101, Km 215, Governador Mangabeira) e o Prof. 

Dr. Marcelo Santos Castilho – email: castilho@ufba.br – Laboratório de 

Bioinformática e Modelagem Molecular, Faculdade de Farmácia, UFBA, tendo sido 

esse documento revisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Geral Roberto Santos, o qual poderá ser contatado a qualquer momento para o 

esclarecimento de dúvidas relacionadas aos aspectos éticos dessa pesquisa 

telefone 71-33722864 – email: cep.hgrs@gmail.com – End. Estrada do Saboeiro, 

s/n, Salvador. 

Declaro que recebi uma cópia, de igual teor, assinada deste termo. 

 
 
 

 

______________________________________________ 

Local / Data 

 

______________________________________________ 

Assinatura do Voluntário 

 

____________________________   __________________________  _________________________ 

Pesquisador responsável           Pesquisador participante       Estudante participante  

Impressão datiloscópica 

do voluntário 
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